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SOD   Süperoksit Dismütaz  
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NO   Nitrik Oksit 

MDA   Malondialdehit 

µM ALA-µM D µM-µM  
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TBA    Tiyobarbitürik asit   
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ÖZET 

ALFA-LĠNOLENĠK ASĠT (OMEGA-3) VE VĠTAMĠN D’NĠN KOLON KANSERĠ 

HÜCRE DĠZĠSĠ SW480 ÜZERĠNDE ANTĠPROLĠFERATĠF APOPTOTĠK VE 

ANTĠOKSĠDAN ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Günay N. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıp 

Fakültesi Biyokimya (Tıp) Programı Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2018. 

Günümüzde beslenme Ģeklinin, hastalıkları önlemede veya hastalıkların tedavisinde 

oldukça önemli olduğu kabul edilmiĢ bir olgudur. Dünyada en sık ölüm nedeni olarak 

ikinci sırada yer alan kanserde beslenme süreci oldukça önemlidir.  Bu nedenle diyetle 

tüketilen besinlerin ve gıda takviyelerinin, besin maddeleri ve antioksidan içerikleri 

açısından, kanserli hücrelere etkisi araĢtırılmaktadır. Bu çalıĢmada gerek besinlerle ve 

gerekse gıda takviyesi olarak alınabilen Omega-3 kaynağı Alfa-Linolenik Asit (ALA) ve D 

vitamini kaynağı 1,25(OH)2D3’nin (D) hücre proliferasyonu, apoptoz ve antioksidan 

etkileri SW480 insan kolon kanser hücre dizisi kullanılarak belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada vitamin D konsantrasyonları arttıkça hücre proliferasyonu ve toplam protein 

miktarının azalmakta olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,05). Farklı D 

konsantrasyon uygulamalarında, çalıĢmada kullanılan 0,01µM maksimum D 

konsantrasyonunun SW480 hücre proliferasyonu üzerinde etkisinin düĢük olduğu ve 

toplam ölüm oranının % 36,95 olduğu tespit edilmiĢtir. MDA, NO ve GPx miktarındaki 

değiĢim istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) olup, SOD miktarında anlamlı bir değiĢim 

olmamıĢtır (p>0,05). ALA ve ALA+D konsantrasyon uygulamalarında, konsantrasyon 

arttıkça hücre proliferasyonu ve toplam protein miktarı azalırken, MDA, NO, SOD ve GPx 

aktivitelerinin artmakta olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,05).  D ve ALA’nın 

SW480 hücreleri üzerinde erken apoptotik etkisi olduğu, ALA+D’nin ise erken ve geç 

apoptotik etkileri olduğu tespit edilmiĢtir. SW480 hücreleri için, ALA konsantrasyon 

uygulamalarında IC50 değeri 0,25 µM, inkübasyon süresi 72 saattir. ALA+D konsantrasyon 

uygulamalarında ise IC50 değeri 0,25-0,01 (µM ALA-µM D), inkübasyon süresi 72 saattir. 

Sonuç olarak, ALA ve ALA+D uygulamalarının apoptotik etkisinin MDA ve NO’daki artıĢ 

nedeniyle oksidatif stres kaynaklı olabileceği düĢünülebilir. Buna karĢılık antioksidan 

savunma sisteminin elemanları olan GPx ve SOD aktivitesindeki artıĢ nedeniyle ALA ve 

ALA+D konsantrasyonlarının antioksidan etkileri olabileceği de söylenebilir. Ayrıca, D ve 

ALA’nın bir arada uygulanmasının sitotoksisite üzerinde sinerjik bir etkisi olmadığı 



xv 

 

belirlenmiĢ olup, hatta düĢük ALA konsantrasyonlarında hücre proliferasyonunun arttığı ve 

MDA, NO, SOD ve GPx aktivitelerini azalttığı tespit edilmiĢtir. Dolayısıyla düĢük 

ALA+D konsantrasyonlarının yara iyileĢmesi gibi hücre proliferasyonunun uyarılması 

gereken uygulamalarda kullanılabileceği önerilmiĢtir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, Omega-3, α-Linolenik Asit,  D vitamini, SOD, GPx, 

NO, MDA, SW480, 1,25(OH)2D3. 
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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 

Günay N. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Faculty of 

Medicine Programme of Biochemistry (Medicine) Master Thesis, Aydın, 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(OH)2D3(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 µM) 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. IC50 value of ALA is determined as 

0.25 µM (the incubation duration is 72 hours) in SW480 cells. IC50 value of ALA+D is 

determined as 0.25-0.01 (µM ALA-µM 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 



xvii 

 

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, α-Linolenic acid,  Vitamin D, SOD, GPx, NO, MDA, 

SW480, 1,25(OH)2D3. 
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1. GĠRĠġ 

Günümüzde hastalıkları önlemede veya hastalıkların tedavisinde, hastalığa göre 

diyetler uygulanmaktadır. Uygulanan diyetlerde kullanılan besinlerin yağ, karbonhidrat, 

protein, vitamin, mineral ve antioksidan madde içerikleri dikkate alınmakta olup gerektiğinde 

gıda takviyeleri oral yolla alınmaktadır. Kanserde beslenme süreci oldukça önemli olup, 

diyetle tüketilen besinlerle, gıda takviyelerinin besin maddeleri ve antioksidan içerikleri 

açısından tedavi edici olması amaçlanır (Yılmaz, 2010). 

Kanser, genetik değiĢikliklere uğramıĢ hücrelerin kontrolsüz çoğalmasıyla karakterize 

olan,  yüzden fazla türü olan bir hastalıktır (WHO, 2017). 

En çok görülen kanser türleri arasında üçüncü sırada kolon kanseri gelmektedir (Kıdır, 

2013). Gastrointestinal kanserler içinde en çok görülen tür olan kolon kanseri; yaĢ, beslenme 

alıĢkanlıkları, yaĢanılan bölgenin iklimi ve fiziksel özellikleri, cinsiyet, ailede veya kendisinde 

kanser geçmiĢinin olması, çevresel faktörler gibi nedenlerle oluĢabilir (Akpınar, 2006). 

Aktif formu 1,25-(OH)2D3 olan D vitamini yapılan çeĢitli in vivo ve in vitro 

çalıĢmalarda farklı kanser türlerinde hücre farklılaĢmasının önlenmesinde, hücre siklüsünün 

düzenlenmesinde, hücre proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptoziste etkileri mevcuttur 

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

Yapılan bir çalıĢmada D vitamini yüksek doz takviyesinin D vitamini yetersizliği olan 

yaĢlı kadın hastalarda serum D vitamini düzeyini artırarak, inflamasyonu baskıladığı, 

antioksidan kapasitesini artırdığı oksidatif stres biyomarkerlarının artmasıyla ortaya 

konmuĢtur (Cavalcante ve ark, 2015). 

Omega-3 yağ asiti kaynağı olan α-Linolenik Asit (ALA) ile yapılan çeĢitli 

çalıĢmalarda prostat, meme, mesane kanser hücrelerinin proliferasyonu azaltarak regüle ettiği 

ortaya konmuĢtur. HT 29 ve HCT116 ve MCA38 hücre dizilerinde yapılan bir çalıĢmada 

Omega-3 yağ asidinin hücre proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu engellediği 

belirlenmiĢtir (Chamberland JP 2014; Manson ve ark, 2012). Omega-3 yağ asitlerinin 

antioksidan etkileri olduğu da çeĢitli deneysel çalıĢmalarla da gösterilmiĢtir (Zararsız ve ark, 

2006; KuĢ ve ark, 2008; Stone,1997). 
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Bu çalıĢmada Omega-3 ve D vitamininin hücre proliferasyonu, apoptoz ve antioksidan 

etkileri SW480 insan kolon kanser hücre dizisi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. Bu araĢtırma 

yapılırken Omega-3 kaynağı olarak alfa-Linolenik Asitin (ALA) 0,1, 0,2, 0,23, 0,25 ve 0,3 

µM konsantrasyonları ve D vitamini kaynağı olarak D vitamini aktif formu 1,25(OH)2D3’nin 

0,001, 0,005 ve 0,01 µM konsantrasyonları ve bu konsantrasyonlardan oluĢan α-Linolenik 

Asit+1,25(OH)2D3 (ALA+D) konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrası 

SW480 kolon kanseri hücre dizisi üzerine etkileri elde edilen verilere göre incelenmiĢtir. 

SW480 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 testi ile hücre canlılığı hesaplanarak 

belirlenmiĢ, hücre düzeyinde apopotozis etkisi Annexin V testi ile tespit edilmiĢtir. Toplam 

protein miktarlarını belirlemek için BCA Toplam Protein testi yapılmıĢtır. Ayrıca antioksidan 

etkisi Süperoksit Dismütaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve Nitrik Oksit (NO) 

düzeylerinin ölçülmesi aracılığıyla belirlenmiĢ ve lipit peroksidasyonu ise lipit 

peroksidasyonu son ürünü olan Malondialdehit (MDA) düzeyleri ile tespit edilmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kanser 

 

Vücudumuzda günde yaklaĢık olarak 10 000 DNA mutasyonu gerçekleĢir. Tamir 

edilemeyen DNA hasarı sunucu oluĢan bu kanserli hücreler bağıĢıklık sisteminin 

milisaniyelik taramaları sonucu yok edilmektedirler (Arpacı, 2015). Dünyada kardiyovasküler 

hastalıklardan sonra insan ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer alan kanser, çeĢitli 

mutasyonlar aracılığıyla hücrelerin bölünme regülasyonunun bozulması, apoptozis 

yeteneğinin kaybedilmesi ve replikatif ölümsüzlük yetenekler kazanması sonucunda 

hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde çoğalmaya baĢlamalarıyla oluĢan doku kitleleridir (DeğiĢli, 

2010, Arı ve ark, 2011).   

Kanser hastalarında hastalığa bağlı malnütrisyon (yetersiz beslenme) yaĢanması oranı 

% 40-80 aralığında olup, ayrıca tümör tipi, evre ve kanser karĢıtı tedaviye de bağlıdır. 

Malnütrisyon, artmıĢ morbiditeye, yaĢam kalitesinin düĢmesine, tedavinin etkisinin 

azalmasına ve artan sağlık bakım maliyetlerine neden olur. Yetersiz beslenmede uygun 

beslenme desteğinin erken teĢhisi, beslenme durumu ve yaĢam kalitesindeki geliĢmeler dahil 

olmak üzere yararlı sonuçlara yol açabilir (Isenring, 2006).  

Batı ülkelerindeki tüm kanserlerin % 30'u diyet faktörlerinin kanser sürecini 

etkileyebileceğini göstermiĢtir. Kanser sürecinde diyetle tüketilen vitaminler, tahıllar, lifler, 

meyveler, sebzeler, etler, yağlar, alkol ve Ģekerler kanserlerin ilerlemesi ve önlenmesinde 

etkilidir (Senatorov ve ark, 2018). 

Kanser hastaları genellikle metabolik değiĢikliklerden muzdariptirler. Tedavi amaçlı 

uygulanan radyoterapi ve kemoterapide daha fazla pro-inflamatuar sitokinler, prostaglandinler 

ve reaktif oksijen/azot türleri üretilmektedir (Silva ve ark, 2015). Kanser tedavilerinde 

konvansiyonel terapilerin (gen terapisi, kemoterapi, radyoterapi gibi) yetersiz kaldığı ve 

insanoğlunun uygun diyet ve gıda takviyeleri ile yapılan tedavileri destekleyerek kanser 

sürecinde yaĢam kalitesinin arttırdığı ve tedavi sürecini olumlu etkilediği bilinmektedir. Bu 

nedenle diyetle tüketilen besinlerin ve gıda takviyelerinin,  besin maddeleri ve antioksidan 

içerikleri açısından, sağlıklı hücrelere zarar vermeden, kanserli hücreleri yok edici etkisi olup 

olmadığı araĢtırılmaktadır. Bu amaçla çeĢitli besin maddeleri ve içerdikleri bir takım 

bileĢikler veya sağlıklı yaĢamın vazgeçilmez bir parçası olan vitaminlerle, esansiyel yağların 
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çeĢitli kanser türleri üzerine yapılmıĢ klinik çalıĢmalar ile in vivo ve in vitro çalıĢmalar 

mevcuttur.  

 

 

2.2. D Vitamini 

 

D vitamini, ilk kez 1919-1920’lerde vitamin olarak sınıflandırılmıĢtır. Hess ve 

arkadaĢları 1922’de ratlara güneĢ ıĢığı verildiğinde rikets hastalığının önlendiğini 

görmüĢlerdir. 1923’te Goldblatt ve Soames, deride vitamin D’nin bir öncü maddesi olduğunu 

ve güneĢ ıĢığında yağda eriyen vitamin D’nin üretildiğini bulmuĢlardır. 1930’larda 

Almanya’da yapılan bir araĢtırmada deride bulunan 7-dehidrokolekalsiferolün ultraviyole 

ıĢınları ile vitamin D3’e dönüĢtüğünü saptamıĢlardır (Hochberg, 2004). 

D vitamini, kalsiyum ve fosfor metabolizmasının devamlılığının sağlanmasında en 

önemli rolü oynayan moleküldür. Vitamin D3 güçlü steroid hormon kalsitriolün 

(1,25(OH)2D3) öncüsüdür. Vücuttaki bir çok dokudaki genlerin ekspresyonunu regüle eder. 

Hormon benzeri etkilerinden dolayı, D hormonu olarak kabul edilmiĢtir (Feldman ve ark, 

2014; Tezcan, 2012). 

D vitamini klasik bir vitamin olmaktan çok, bir hormon olarak görev yapmaktadır. 

Çünkü D vitamini güneĢ ıĢınlarının etkisiyle ciltte üretilmektedir. Bu üretilen madde bir ön 

madde olup, karaciğer ve böbrekte iki defa transformasyona uğrayarak, biyolojik aktif madde 

Ģekline dönmektedir. Ayrıca D vitamininin aktif Ģeklinin kimyasal yapısı steroid hormonları 

ile benzerdir. D vitamini kemik, bağırsak, böbrek ve paratiroid bezler üzerine gösterdiği 

fizyolojik etkilerle kalsiyum ve fosfor metabolizmasını düzenlemektedir (Feldman ve ark, 

2014; Jameson ve Weetman, 2004). 

Steroid yapısında bir molekül olan D vitamininin aktif formu 1,25(OH)2D3 (1, 25 

dihidroksi kolekalsiferol, kalsitriol), çekirdek reseptör gen ailesinin bir üyesi olan D vitamini 

reseptörüne (VDR) bağlanmaktadır. Bu bağlanma sonucunda ortaya çıkan reseptör-ligand 

kompleksinin hücre siklüsü, hücre farklılaĢması, apoptozis ve immün modülasyon üzerindeki 

etkilerinin saptanmasından sonra, D vitamini eksikliğinin klasik tanımlanmıĢ kemik 

hastalıklarının dıĢında, enfeksiyonlar da dahil olmak üzere baĢka hastalıklarla iliĢkili 

olabileceği belirlenmiĢtir. (Akkoyun ve ark, 2014; DeLuca ve ark, 1998) 
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1900’lü yılların baĢlarında raĢitizm tedavisinde D vitamininin etkili olduğunun 

gözlenmesi ile insan sağlığı ile D vitamini arasındaki iliĢki kurulmuĢtur. Maternal D vitamini 

eksikliğinin, neonatal (yenidoğan) kalsiyum metabolizmasını olumsuz etkileyerek 

hipokalsemi, konjenital raĢitizm ve kemik kırıklarına yol açabildiği uzun süredir 

bilinmektedir. Son yıllarda üzerinde durulmakta olan bir baĢka önemli durum ise, maternal D 

vitamini düzeyi ile fetal ve neonatal immün sistem ve enfeksiyonlar arasındaki iliĢkidir 

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

Kuvvetli bir immünomodülatör olduğu bilinen D vitamininin plasental sentezinin ve 

etkilerinin azalması sonucunda, gebe kadınlarda farklı sistemleri ilgilendiren bir dizi 

problemin ortaya çıkabildiği göstermiĢtir. D vitamini eksikliği ile tüberküloz sıklığında artıĢ 

ilk kez gösterildikten sonra D vitamini eksikliğinin enfeksiyonlarla olan iliĢkisi de ortaya 

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

Vücudumuzda pek çok hücrede D vitamini reseptörünün (VDR) bulunduğunun 

gösterilmesiyle, D vitamini günümüzde etkileri hücre ve doku seviyesinde araĢtırılmakta olan 

moleküller arasında ilk sırayı almıĢtır (Yang ve ark, 2012; Holick, 2007). 

D vitamini reseptörleri pek çok hücrede bulunmakta olup, böbrekler dıĢında da 

sentezlenebilmesi monosit ve makrofajların 1-α hidroksilaz enzimine sahip olduğunun 

kanıtlanmasıyla ortaya çıkmıĢtır. D vitamini eksikliğinin tüberkülozla iliĢkisi yapılan çeĢitli 

çalıĢmalarla in vitro olarak kanıtlanmıĢ olup, diğer enfeksiyonlarla iliĢkileri araĢtırılmaktadır 

(Davies ve ark,1985; Di Rosa ve ark, 2011; White, 2011). 

D vitamini yetersizliği genellikle güneĢ ıĢınlarından yeterince faydalanmamaktan 

dolayı ortaya çıkar. Ġleri derecede D vitamini eksikliği, mineralizasyon defektine neden olarak 

çocuklarda riketse, eriĢkinlerde ise osteomalaziyeve osteoporoza yol açar. Ġntestinal kalsiyum 

emiliminin azalması, vücuttaki kalsiyum dengesini bozarak sekonder hiperparatiroidizmle ve 

osteopeniyle sonuçlanır. D vitamini eksikliğinde gen ekspresyonuna dayalı olarak kanser, 

diyabet, multipl sklaroz gibi hastalıklara yakalanma riski artmakta olup, immün cevap 

yetersizliği, gebelikte düĢük riskinin artıĢı, gebeliğin sonlanması, hipertansiyon ve 

depresyonda etkili olduğu ortaya konmuĢtur (Akkoyun ve ark, 2014; Dawson-Huhges ve ark, 

1991). 

D vitamininin, doğuĢtan immün sistem üzerine etkisi Ģöyle ortaya konmuĢtur; 

bakteriyel ajana karĢı lizozomlarla fagozomlar 1,25(OH)2D3 etkisiyle birleĢip, otofaji 
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oluĢtururlar. Hücre içi bakteriyel degradasyon, 1,25(OH)2D3-VDR kompleksinin katelisidin 

genini aktive etmesi sonucu artar, hücre içi bakteriyel degradasyonu hızlanır (Liu, 2011). 

D vitamininin otoimmün hastalıklar, inflamatuar bağırsak hastalıkları, romatoid artrit,       

multipl skleroz, diyabet, birçok kanser çeĢidi, kalp hastalıkları, osteoporoz, enfeksiyöz, 

hastalıklar, depresyon gibi birçok hastalığın ortaya çıkmasını engellemeye veya bulguların 

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

Vücudun D vitamini ihtiyacı büyük ölçüde güneĢ ıĢığına maruz kalmakla 

karĢılanabilir. D vitamini çok az miktarda yumurta sarısı, yağlı balıklar ve balık karaciğeri 

gibi besinlerde de bulunur. D vitamini eksikliğinden korunmak için güneĢ ıĢınlarına maruz 

kalma yeterli gelmediğinde diyet ile destek yapılmalı, gıda takviyesi yapılarak eksiklik 

giderimelidir. ABD’de önerilen D vitamini miktarları yeni doğan, çocuk ve 50 yaĢına kadar 

olan yetiĢkinler için 200 IU/gün, 51-70 yaĢ arası yetiĢkinler için 400 IU/gün ve 70 yaĢ üzeri 

olan yetiĢkinlere 600 IU/gün’dür ( Jameson ve Weetman, 2004; Vieth, 2006; Grant ve ark, 

2005; Lucas ve ark, 2006).  

D vitamini yağda eriyen vitaminlerden olduğundan fazlası vücuttan atılmaz, 

oluĢturduğu hiperkalsemi ölümcül olabilir. Organlarda kalsiyum birikmesine yol açar, D 

vitamininin fazla alımı kemiklerin kırılgan olmasına yol açar. Fazla D vitamini kullanımı 

bebeklerde zihinsel ve fiziksel geriliğe, çocuklarda boyun kısa kalmasına sebep olabilir. Fazla 

D vitamini zehirlenmeye neden olabilir, doktor gözetiminde kullanılmalıdır (Akkoyun ve ark, 

2014) 

 

 

2.2.1. D Vitamininin Yapısı, Sentezi ve Metabolizması 

 

Ġnsanlar D vitaminini, ya endojen olarak güneĢ ıĢığı ile temas yoluyla sentezlemekte 

ya da besinler ve vitamin takviyeleri ile dıĢarıdan almaktadırlar. En kaliteli D vitamini 

kaynağı olan besinler balık, süt, mantar ve yumurta gibi besinlerdir.  

D vitamini terimi hem bitkisel kaynaklı D2 vitamini (ergokalsiferol), hem de 

ultraviyole ıĢınlarının etkisi ile cilt altı dokularda endojen olarak sentez edilebilen D3 vitamini 

(kolekalsiferol) için ortak olarak kullanılmaktadır (Akkoyun ve ark, 2014; Holick, 2007; 

Kimball ve ark, 2008). 
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Temel D vitamini formları olan D2 ve D3 moleküllerinin kimyasal yapısı Resim 1’de 

gösterilmiĢtir.  

 

Resim 1. D2 ve D3 Moleküllerinin Kimyasal Yapısı (Huerta ve ark, 2002) 

Ergokalsiferol [D2 vitamini; 25(OH)D2] bitkisel kökenli ergosterolden türemekte olup, 

Resim 2’de gösterilmiĢtir. 

 

Resim 2. Ergosterolden D2 Vitamini oluĢumu (Akkoyun ve ark, 2014’ten değiĢtirilerek 

alınmıĢtır) 

D3 vitamini ise hayvansal kökenli deride kolesterolün oksitlenme ürünü olup              

7-dehidrokolesterolden (7-DHC) türeyen kolekalsiferoldür (Resim 3) [D3 vitamini; 

25(OH)D3] (Ward, 2005; DeLuca, 2004). 
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Resim 3. Kolesterolden D3 vitamini oluĢumu (Akkoyun ve ark, 2014’ten değiĢtirilerek 

alınmıĢtır.) 

Ġnsan vücudunda sadece D3 vitamini sentezlenir. Bitkisel kökenli D2 vitamini 

(ergokalsiferol) morötesi ıĢınlar aracılığı ile yapraklarda sentezlenir. Her ikisi de hem diyetle 

alınır, hem de sentetik olarak üretilebilir. Hayvansal besinlerden alınan D3 vitamini veya 

bitkisel besinlerden alınan D2 vitamini incebağırsaklardan absorbe edilir ve emilimi safra 

asitlerinin varlığında gerçekleĢir (Akkoyun ve ark, 2014).
 

D vitamini; dört halkadan oluĢan bir sterol türevi olup, doymuĢ A, C, D halkaları ile 9 

ile 10. karbonlar arasından açılmıĢ, 5 ve 7. karbonlarında çift bağ içeren bir B halkası ve 8 ya 

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

 

Resim 4. D3 vitamininin kimyasal yapısı  

Ġnsan vücudunda D vitamini sentezinin tamamı güneĢ ıĢınlarına maruz kalmak yoluyla 

deride 290-315 nm dalga boyundaki ultraviyole-B (UV-B) morötesi ıĢınlarının etkisiyle 

sentezlenebilir. Kolesterol karaciğerde 7-DHC’ye sentezlenerek, kan yoluyla derinin malpighi 

tabakasına gelir. GüneĢ maruziyetinde UV-B ıĢınları epidermisi geçerek 7-DHC’deki (inaktif 
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pro D3 vitamini) çift bağlar tarafından absorbe edilir, 7-DHC, pre D3 vitaminine ve ısının 

etkisiyle hızla vitamin D3’e dönüĢmektedir ( Jameson ve Weetman, 2004; Ġlicin ve ark, 2012). 

Previtamin D3 ve vitamin D3, UV-B ıĢınları tarafından inaktive edilebildiğinden, fazla 

güneĢ ıĢını maruziyeti ile D vitamini intoksikasyonu ortaya çıkmamaktadır. Uzun süreli güneĢ 

ıĢığına maruz kalma sonucu, previtamin D3 alternatif iki inert izomer (lumisterol ve takisterol) 

Ģekline dönüĢür (Resim 5). 

 

Resim 5. D3 Vitamini Sentez Basamakları (Akkoyun ve ark, 2014’ten değiĢtirilerek 

alınmıĢtır.) 

Bu nedenle D vitamini intoksikasyonu oluĢmamaktadır. Deri hücrelerinde sentezlenen 

D3 vitamini, hücre dıĢı alana ve oradan dermal kapiller yatağa geçer. D3 vitamini, D vitamini 

bağlayıcı proteine (DBP) bağlanarak dolaĢımda taĢınır. Ġnsan organizmasında D vitamininin 

kaynağı, %80-90 oranında bu endojen üretimdir (Holick, 2007; Kimball ve ark, 2008).
 

D3 vitamini, DBP’ye bağlanarak dolaĢımda taĢınır. Sentezlenen D vitamini, 25-

hidroksilaz enzimi aracılığıyla hidroksilasyona uğrayarak karaciğerde mikrozomal P-450 

sisteminde 25-hidroksi vitamin D’ye (25(OH)D, kalsidiol) dönüĢür. Bu molekül aynı 

zamanda hem depo formu, hem de dolaĢımda en fazla bulunan metabolitidir (Holick, 

2007;2006).
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DolaĢımda DBP’ye bağlanarak taĢınan 25-OH vitamin D, böbrek proksimal tübül 

hücrelerinde, 1-α hidroksilaz enzimi aracılığıyla 1,25-dihidroksi vitamin D’ye (1,25(OH)2D3, 

kalsitriol, kolekalsiferol) dönüĢür. Aktif biyolojik form olan 1,25(OH)2D3, etkisini D 

vitamininin hedef organları olan bağırsak, kemik, böbrek ve paratiroid bezlerinde bulunan 

Vitamin D Reseptörüne (VDR) bağlanarak gösterir. 1,25(OH)2D3-VDR kompleksi hücre 

çekirdeğinde bulunan retinoik asit X reseptörü (RXR) ile birleĢir. Son olarak        

1,25(OH)2D3-VDR-RXR kompleksi deoksiribonükleik asit (DNA) üzerinde bulunan, D 

vitamini cevap elemanı (vitamin D response element, VDRE) olarak bilinen bölgeye bağlanır 

(Fleet, 2008).  
 

Bu bağlanma sonucunda, bağırsaklarda Ca bağlayıcı proteinlerle (calbindin) ve Ca 

emilimi sağlanmaktadır. Böbreklerde aktif D vitamininin (1,25(OH)2D3) sentezi, serum 

parathormon (PTH), Ca ve P düzeylerine göre düzenlenir. 24-hidroksilaz (24-OHaz) enzimi 

ile D vitamini metabolitleri inaktive edilerek kalsitroik aside dönüĢtürülür ve vücuttan idrarla 

uzaklaĢtırılır. Hedef dokularda 24-OHaz enziminin düzeyi, 1,25(OH)2D3 düzeyi tarafından 

ayarlanır. D vitamininin metabolizmada geçirdiği bütün bu evreler Resim 6’da gösterilmiĢtir. 

( Holick, 2007; 2006) 

 

Resim 6. D vitamini metabolizması (Özkan ve Döneray, 2011’den değiĢtirilerek alınmıĢtır.) 



11 

 

2.2.1.1. Parathormonun Etkisi 

 

Serum kalsiyum düzeylerinde azalma ile birlikte serum PTH seviyesinde artıĢ 

gözlenir. PTH’nin kemik metabolizması üzerine direk ve indirek etkileri mevcuttur.  

PTH direk etkisini, osteoblastların aktivasyonu ve renal tübüler hücrelerde kalsiyum 

geri emilimi ile fosfor atılımını artırmak yolu ile kemik yapımını uyararak 

gerçekleĢtirmektedir (Kalsiyumu böbreklerden geri emdirir, kan kalsiyumu artar).  

PTH’nin artmıĢ düzeylerine günlerce devamlı olarak maruz kalınması osteoklast 

aracılı kemik rezorpsiyonunda artıĢa yol açması sonucunda kemikten kalsiyum ve fosfatın 

salınımı uyarılır. Ancak düĢük dozlarda intermitant (kesintili) uygulanması osteoblast sayı ve 

aktivitesinde artıĢa neden olarak kemik mineral yoğunluğunu artırmaktadır. 

PTH’nin indirek etkisi ise böbrekte 1-α hidroksilaz enzim aktivasyonu ile D 

vitamininin inaktif formu olan 25(OH)D, D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH)2D 

metabolitine dönüĢümünü sağlayarak gösterir. OluĢan aktif D vitamini etkisi ile bağırsaktan 

kalsiyum geri emilimi artırılır, böylece serum kalsiyum dengesi korunur (Potts, 2005; Human 

ve ark, 2006; Rubin, 2002). 

 

 

2.2.1.2. Kalsitonin Etkisi 

 

PTH’ın tersi etki eder. Kemiklerde resorpsiyonu kısıtlayarak (osteoklast aktivitesini 

azaltır) kemik dokusundan Ca ve P kaybını önler, serum Ca ve P düzeyini azaltır. Böbreklerde 

Ca ve P tübüler geri emilimini azaltır.  

 

 

2.2.1.3. Östrojen Etkisi 

 

Böbreklerde D vitamini biyosentezine 1-α-hidroksilasyon aĢamasında etki ederek 

hızlandırır. Ca’un bağırsaktan emilimini artırır. Kemik dokuda PTH’ye karĢı direnç 

oluĢturarak, serum PTH düzeyini artmasını dolaylı yoldan etkiler. PTH’ın artması 

böbreklerden Ca geri emilimini artırır. 
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2.2.2. D Vitamini ve Kanser 

 

Kanser mortalitesinin ekvatora yaklaĢtıkça azaldığı, güneyde yaĢayanlarda kuzeyde 

yaĢayanlara göre daha düĢük olduğu, yaĢanılan enlem ve kolo-rektal kanser arasında iliĢki 

geçen yüzyılda bildirilmiĢtir. Kolon, prostat ve meme kanserinin UV ıĢınlarının bol olduğu 

bölgelerde daha düĢük oranda görüldüğü klinik çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Bir çalıĢmada 

25(OH)D serum düzeyi 1095 erkek olguda incelenerek, 25 nmol/L’nin üzerindeki 25(OH)D 

serum düzeyinin toplam kanser insidansını % 17 oranında azalttığı ortaya konulmuĢtur. 

16.818 eriĢkin olgudan oluĢan geniĢ ölçekli bir çalıĢmada toplam kanser mortalitesi ile D 

vitamini arasında bir iliĢki saptanmamıĢtır. D vitamini serum düzeyi ve kanser sıklığı 

arasındaki iliĢkiyi inceleyen çalıĢmalarda zayıf bir korelasyonun olduğu belirlenmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmaların D vitamini eksikliği olan bölgelerde yapılmasıyla bu veriler ortaya 

konmuĢ olup, D vitamini düzeyinin normal olduğu bölgelerde D vitamini ve kanser insidansı 

arasındaki iliĢki bilinmemektedir. (Özkan ve Döneray, 2011; Holick ve ark, 2008; Bikle, 

2009; Misra ve ark, 2008; Weisman, 2010). 

Kanser mortalitesinin güneĢ ıĢığının bol olduğu bölgelerde daha düĢük olduğu bilinen 

bir gerçektir. GüneĢ ıĢığının az olduğu bölgelerde D vitamini düzeyi düĢük olduğu görülmekte 

olup, çeĢitli kanser türlerinin görülme riski artmaktadır. Yapılan klinik çalıĢmaların 

bazılarında D vitamini ile kanser mortilitesi arasında bir iliĢki saptanmamasına rağmen, oral 

yolla D vitamini alımı ile meme kanserinde riski düĢürdüğü kanıtlanmıĢ olsada,  farklı 

çalıĢmalarda D vitamini serum düzeyi ile farklı kanser türleri arasında farklı sonuçlar elde 

edilmiĢtir (Özkan ve Döneray, 2011). 

Apoptozis vücudun kanserden korunma mekanizlarının en önemlilerinden biridir. 

Apoptozisi artıran veya azaltan besin maddeleri, gıda takviyeleri ve ilaçlar kanser 

mücadelesinde oldukça önemlidir. Mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte, hücresel 

proliferasyonunun inhibisyonunda etkili olduğu bilinen 1,25(OH)2D3 en güçlü hormonlardan 

biridir (Holick 2008).  

In vivo ve in vitro çalıĢmalarda 1,25(OH)2D3 meme kanserinde anti-proliferatif etkisi 

ve pro-apoptotik faaliyetleri gösterilmiĢtir (Simboli-Campbell ve ark, 1996).  
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25OHD3 serum normal düzeylerinde kolorektal kanser riskinin azaldığı gösterilmiĢ, 

erkeklerde vitamin D alımı arttıkça, kolorektal kanser riskinin azaldığı bildirilmiĢtir 

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

Deneysel çalıĢmalarda hücrede D vitamini reseptörünün ve 1-α hidroksilazın 

kolorektal hücrelerinde bulunduğu gösterilmiĢtir. 1,25(OH)2D3 insan kolon adeno ve 

karsinoma hücrelerinden birincil kültürde oluĢturulan insan kolon adenokarsinom türevli 

hücre hatlarında büyüme ve farklılaĢmayı engellediği ortaya çıkmıĢtır. Aktif D vitamininin 

insan kolon kanseri hücresinde D vitamini reseptörlerine bağlanması ile proliferasyonu 

etkileyen çeĢitli genleri düzenleyerek kanser hücrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonu 

inhibe ettiği ortaya konmuĢtur. 1,25(OH)2D3 vücuttaki birçok dokudaki genlerin 

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

Yapılan in vivo bir çalıĢmada kolon kanserinde D vitamini düzeyi yeterli ve eksik olan 

fareler karĢılaĢtırılmıĢ, D vitamini düzeyi yeterli olan farelerde tümör büyümesinin anlamlı 

olarak daha az olduğu gözlenmiĢtir (Spina, 2005).  

BaĢka bir çalıĢmada toplam ve serbest 25(OH)D'nin, Afrikalı Amerikalılar arasında 

kolorektal kanser riski ile ters olarak iliĢkili olabileceği ve Afrikalı Amerikalılarda kolorektal 

kanserin önlenmesinde vitamin D'nin potansiyel rolü ortaya konmuĢtur (Andersen ve ark, 

2017). 

1992 ile 2003 yılları arasında Avrupa Kanser ve Beslenme Kohortu (EPIC) tarafından 

yapılan bir araĢtırmada; 25-70 yaĢ arası 519 978 erkek ve kadında vaka kontrol çalıĢması 

gerçekleĢtirilmesi sonucunda, 713 kolon kanseri vakası tespit edilmiĢ olup, kolon kanserini 

önlemek için fiziksel aktivite ve yeterli D vitamini düzeyleri ile metabolik sağlığın 

korunmasının gerekliliği ortaya konmuĢtur (Aleksandrova ve ark, 2017). 

25OHD3 serum normal düzeylerinde, düĢük düzeylere göre kolorektal kanser riskinin 

azaldığı gösterilmiĢ ve erkeklerde D vitamini alımı arttıkça, kolorektal kanser riskinin azaldığı 

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

Colo201, Colo205, WiDR, Caco-2, HCT15, HT29, SW480, SK-CO-1, LS180, SW620 

kolon kanseri hücre dizileri üzerinde yapılan bir çalıĢmada D vitamini reseptörü düzeyleri 

belirlenmiĢtir. En yüksek VDR düzeyi LS180 hücreleri için tespit edilmiĢ olup, SW480 ve 

HT29 hücre dizileri için orta düzeyde VDR tespit edilmiĢtir. VACO 330, SK-CO-1, VACO 
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235 hücreleri için VDR düzeyleri SW480’den daha yüksek iken, Colo201, Caco-2, HCT15,  

SW48 ve SW620 hücreleri için VDR düzeyleri daha düĢük bulunmuĢtur. Aynı çalıĢmada 

mRNA ekspresyonunda, vitamin D reseptörlerinin etkisinin VDR düzeyine bağlı olmadığı, 

hücre dizisine göre farklılık gösterdiği belirlenmiĢtir (Shabahang ve ark, 1993). BaĢka bir 

çalıĢmada kalsitriol ve türevlerinin hücrede farklılaĢmayı, proliferasyonu, apoptozu ve 

anjiyogenezi düzenlemek için VDR aracılığıyla hareket ettiği belirlenmiĢtir (Trump ve ark, 

2010). 

Kısa tek iplikli mRNA (~ 22 nükleotitli) çevirisinin regülatörü olarak iĢlev gören 

RNA’lara MikroRNA'lar (miRNA'lar)  denilmektedir. miRNA'lar geniĢ bir biyolojik süreç 

dizisinde integral rollere sahiptirler (Feldman ve ark, 2014). Kalsitriolün tepki veren miRNA 

ile kolorektal kansere karĢı koruduğu SW480-ADH, HCT116, HT29, LS174T, DLD-1, 

SW620, SW1417 and SW480-R hücre dizileri ile yapılan bir çalıĢmada tespit edilmiĢ olup,  

kalsitriolün antikanser etkisinde miRNA regülasyonunun etkili olduğu belirlenmiĢtir 

(Alvarez-Díaz ve ark, 2012). 

Yapılan bir baĢka çalıĢmada Caco-2 ve SW480 hücrelerinin üzerinde 1,25(OH)2D3’ün 

antiproliferatif etkisi olduğu belirlenmiĢtir.( Chen ve ark, 2002). BaĢka bir çalıĢmada SW480 

hücrelerinin üzerinde 1,25(OH)2D3’ün antiproliferatif ve pro-differansif etkisi olduğu tespit 

edilmiĢtir (Palmer, 2004). 

Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda 1,25(OH)2D3’ün SW480 hücreleri üzerine etki 

mekanizmaları ve yolakları incelenmiĢtir (Palmer ve ark, 2001; Shah ve ark, 2006; Eelen ve 

ark, 2008; Godman ve ark, 2008; Kouchi ve ark, 2011). 1,25(OH)2D3 ve analoglarının 

SW480-ADH hücrelerinde canonicalWnt sinyalini geri çevirebildiği, β-katenin transkripsiyon 

aktivitesini inhibe ettiği belirtilmiĢtir (Pendás-Franco ve ark, 2008). VDR’nin kolon kanseri 

hücrelerinde nükleer β-Katenin düzeyini kontrol ettiği ve bu nedenle Wnt/β-Katenin yolağını 

aktive eden mutasyonların onkojenik etkisini azaltabildiği tespit edilmiĢtir (Larriba, 2011). 

D vitamini vücutta yaygın Ģekilde bulunan kalsitriol ismindeki güçlü steroid 

hormonunun öncüsüdür. Kalsitriol kanser riskini ve prognozunu belirlemede rol 

oynayabilecek çeĢitli hücresel yolakları düzenlemesine rağmen epidemiyolojik ve erken klinik 

çalıĢmalarda ve insanlar üzerinde yapılan randomize kontrol çalıĢmalarında D vitamininin 

rolünü belirleyecek tutarlı çalıĢmalar, henüz mevcut değildir. Klinik öncesi ve klinik 

çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar, D vitamini eksikliğinin kanser geliĢme riskini artırdığını 
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ortaya koymuĢtur. D vitamini takviyesi ile D vitamini eksikliğinin önlenmesi, kanser 

insidansını azaltmanın ekonomik ve güvenli bir yoludur (Feldman ve ark, 2014). 

Caco-2, SW1417 ve SW480-ADH kolon kanseri hücrelerinde 1,25(OH)2D3 dozları 

kullanılarak yapılan bir çalıĢmada hücre hatlarının her biri için hücrenin fosfolipit 

kompozisyonunu etkileyerek hücre proliferasyonunu azaltmakta olduğu belirlenmiĢtir 

(Leyssensve ark, 2015). Ancak bu konu üzerindeki çalıĢmalar yeterli değildir. 

 

 

2.3 α-Linolenik Asit 

 

Ġnsanoğlunun varlığını sürdürebilmesi için en önemli yapı taĢı ve enerji kaynakları 

olan besin ögeleri karbonhidrat, protein ve yağlardır. Yağlar birim kütlede en yüksek enerjiyi 

veren besin öğesi olup, ester bağı ile gilserole bağlanmıĢ üç yağ asitinden oluĢan trigliserit 

yapılardır. Yağ asitleri kompozisyonu, yağların fiziksel ve kimyasal özelliklerini ve kullanım 

alanlarını belirlemekte olup, oda sıcaklığında katı halde olan ve karbon atomları arasında tekli 

kovalent bağ içeren doymuĢ yağ asitleri ve oda sıcaklığında sıvı halde olan ve karbon atomları 

arasında bir veya daha fazla çift bağ içeren doymamıĢ yağ asitleri olarak ikiye ayrılırlar 

(Karaca ve Aytaç, 2007). 

Yağ asitleri hücre zarının yapı bileĢenlerinden olup, glikoz yokluğunda vücuda enerji 

sağlayan kaynaklardır. Diyet kaynaklı çoklu doymamıĢ yağ asitleri, memeliler tarafından 

sentezlenemezler ve özelleĢmiĢ hücrelerin ve dokuların optimal biyolojik iĢlevi için gerekli 

olduklarından 'esansiyel' olarak bilinirler. Linoleik asit, liolenik asit ve araĢidonik asit olarak 

bilinen çoklu doymamıĢ yağ asitleri sağlığa dost bir vitamin türü olan F vitamini olarak da 

adlandırılırlar. F vitamini, yağda çözünebilme özelliği göstermesi nedeniyle vücut içinde 

depolanabilir ve düzenli olarak alınması gerekmez, fazlalığında zehirleyici etkisi olmayıp, 

depolanması nedeniyle kilo alımına neden olmaktadır. Tüketilen yağlardan ya da karaciğer 

tarafından üretilmiĢ olan safranın yardımı ile vücut tarafından emilmektedirler.  

F vitamini cildin su tutması ve gerginliğinin korunması ile bağlantılı olduğundan 

eksikliğinde bir cilt hastalığı olan egzama, sivilce problemleri, cilt kuruluğu ve sağlıksız saç 

oluĢabilecek problemlerdir. Bunlardan baĢka görme problemleri oluĢabilir ve yaralar geç 

iyileĢir. DoymuĢ yağlar, oksijen ve ısı vücuttaki F vitamininin azalmasına neden olan 

etkenlerdir (Nizamlıoğlu, 1998). 
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Son yıllarda esansiyel yağ asitlerinin kardiyovasküler rahatsızlıklar ve kanserlerdeki 

(meme, pankreas, kolon ve prostat kanseri) etkilerini inceleyen in vivo (insan hastalıklarındaki 

rolünü doğrudan inceleyen) ve in vitro (hücresel ortamı taklit eden) çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Esansiyel yağ asitleri hücreler üzerine doğrudan veya dolaylı olarak etki ederler. Esansiyel 

yağ asitleri, değiĢen yapısal ve fiziksel özelliklerinden ötürü, hücre membran fosfolipitlerinin 

bileĢenleri olarak, lokal ortamda membran akıĢkanlığını değiĢtirebilir ve membran aracılığıyla 

yapılan iĢlemleri etkileyebilirler. Esansiyel yağ asitleri fosfolipidlerin yapısında yer alırlar, 

hücre zarının yapı taĢlarıdırlar, sinir dokusunda miyelin tabakasının yapısında bulunurlar ve 

liflere yalıtım özelliği sağlayarak sinyal ve iletim iĢlemini hızlandırma görevi yapan 

sfingofosfolipitler olarak isimlendirilirler. Bunların yanında yağların taĢınmasından 

sorumludurlar, kanın pıhtılaĢmasında ve prostaglandin ve benzeri maddelerin sentezinde yer 

alırlar (Grammatikos ve ark, 1994). 

En az üç çift bağ içeren esansiyel yağ asitleri, çeĢitli fizyolojik ve patolojik süreçlerde 

önemli roller oynayan Eikozanoid (araĢidonik asit metabolitleri) hormonlara enzimatik olarak 

dönüĢtürülebilir. Fosfolipidlerden hücrelere salınarak, hücre çoğalmasında etkili protein kinaz 

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

Hücrelerin çoğunda hücre membranında ve endoplazmik retikulumda kalsiyum 

deposu olmasına rağmen hücre içi kalsiyum yoğunluğu çok düĢüktür ve gerektiğinde 

membran ve endoplazmik retikulumdan Ca
+2

 iyonları hücre sitozolüne geçerek aktive edici 

olarak iĢ görür. Kalsiyum haberci sisteminde bilginin hücre yüzeyinden hücre içine akıĢı, C-

kinaz yolu ile diaçilgliserol ve fosfolipit varlığında gerçekleĢir. Hücre için toksik bir madde 

olan kalsiyumun habercilik görevi, hücre içi kalsiyum miktarının artması ile baĢlar. 

Diaçilgliserol ve fosfolipit varlığında Ca
+2 

haberci sistem çalıĢır ve C-kinaz Na
+
-H

+
 pompasını 

aktive eder, H
+
 hücre dıĢına çıkarılır; hücre içinde pH artıĢı DNA sentezini baĢlatır, hücre 

çoğalır. 

Ayrıca, oksidatif hasara duyarlılık, doymamıĢlık derecesiyle artar ve lipit 

peroksidasyonu, toksik ve mutajenik özelliklere sahip çeĢitli maddelere yol açabileceğinden, 

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

Esansiyel yağ asitleri trigliserit düzeyini korur, HDL kolesterolün düĢüĢünü önler, 

insulin direncini azaltarak Tip 2 diyabetin denetiminde yardımcı olur, yüksek tansiyonun 

önlenmesinde, bağıĢıklık sisteminde, koroner arter hastalığı riskini azaltmada etkilidirler. 
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Omega-3 (ω-3, n-3) ve omega-6 (ω-6, n-6) yağ asitleri vücut tarafından üretilemezler, 

fakat vücuda girdiklerinde daha uzun zincirli yapılara dönüĢüp prostaglandin gibi hormonların 

habercisi olan eikozanoidlerin yapı taĢlarını oluĢtururlar. Prostaglandin-E1, damar 

permeabilitesini (geçirgenliği) artırır, bronkodilatasyona(bronĢ açılmasına), vazodilatasyona 

(geniĢlemeye) sebep olur. Trombosit kümeleĢmesini ve mideden hidroklorik asit 

salgılanmasını önlerken, Prostaglandin-E2 Uterus kasını kontraksiyona (kasılmaya) yöneltir. 

Prostaglandin F2 alfa damar ve bronĢlarda konstriktör (daraltma, büzme) etki gösterir ve 

uterus kasını uyarıcı etkisi vardır. Prostaglandin I2 ve I3 ise trombosit kümeleĢmesini 

önlemektedir. Prostaglandinler bu etkileri dıĢında vücudun sıvı dengesi, sinir sisteminin 

çalıĢması, pankreastan hormon salgılanıĢı, lipoliz ve corpus luteum’un regresyonunda da etkin 

rol oynar (Fleet, 2008). Eikozanoidler hücre zarı oluĢumunda, kan pıhtılaĢması, yaraların 

iyileĢmesi ve inflamasyonda görev alır (Karaca ve Aytaç, 2007).  

α-Linolenik asit çoklu doymamıĢ bir yağ asiti olup, esansiyel yağ asitlerindendir. ALA 

Omega-3 yağ asitlerinden olup, eikozanoid hormonlara ve prostaglangdinlere 

dönüĢebilmekte, DNA sentezi ve hücre çoğalması gibi önemli hücresel olaylarda etkili 

olabilmektedir.  

BaĢlıca omega-3 yağ asitleri ise α-linolenik asit, eikosapentaenoik asit (EPA) ve 

dokosaheksaenoik asittir (DHA).   Bunlar arasında DHA, beynin normal geliĢimi ile göz ve 

sinir sisteminin geliĢimini desteklerken, EPA ve DHA birlikte kalp ve damar sağlığının 

korunmasına yardımcı olmaktadır. α- Linolenik asit 18 karbonlu 9, 12 ve 15. karbonlarda üç 

adet çift bağ içeren çoklu doymamıĢ bir yağ asididir ve Resim 7’de gösterilmiĢtir. 

 

Resim 7. α- Linolenik asitin yapısı ve gösterimi 

Balık yağında bulunan Eikosapentaenoik asit (EPA, 20: 5n-3) ve dokosaheksaenoik 

asitin (DHA, 22: 6n-3) öncüsü α-Linolenik asittir (ALA, 18: 3n-3)  ve çeĢitli kanser türlerinde 

etkilidirler (Chen ve ark, 2007; Saggar ve ark, 2010).  
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Yapılan bir çalıĢmada farelere ALA zengini bir diyet uygulanmıĢ MCF-7 tümöründe 

büyümeyi ve çoğalmayı azalttığı gözlenmiĢtir (Mason-Ennis  ve ark, 2016). 

Birkaç meme kanseri dizisi üzerinde yapılan in vitro çalıĢmalarda ALA, EPA ve 

DHA’ya dönüĢmemiĢ,  ALA’nın bağımsız etkileri görülebilmiĢ ve ALA’nın in vitro meme 

kanseri hücre proliferasyonunu azalttığı gözlenmiĢtir (Mason-Ennis  ve ark, 2016; Wiggins ve 

ark, 2015; Bardon ve ark, 1996; Grammatikos ve ark, 1994). BaĢka bir çalıĢmada ALA hiçbir 

etki göstermemiĢtir (Horia ve ark, 2005). 

Omega-3 yağ asiti kaynağı olan ALA ile yapılan çeĢitli çalıĢmalarda prostat, meme ve 

mesane kanser hücrelerinin çoğalmasını azaltarak düzenlediği ortaya konulmuĢtur. HT 29 ve 

HCT116 ve MCA 38 hücre dizilerinde yapılan bir çalıĢmada Omega-3 yağ asidinin hücre 

proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Chamberland, 

2014). 

Sıçanlar üzerinde formaldehit kullanılarak nöronal hasar ile oksidatif stres oluĢturulan 

bir çalıĢmada, omega-3 yağ asiti kullanılan grupta, kullanılmayanlara göre SOD ve GSH-Px 

enzim aktiviteleri artmıĢ ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmiĢ olup, formaldehitin neden 

olduğu hücresel hasarın azaldığı ve yapısal görünümün kontrol grubundaki sıçanlara 

benzediği belirlenmiĢtir. Prefrontal kortekste formaldehit ile indüklenen nöron hasarının 

omega-3 esansiyel yağ asitleri ile önlendiği saptanmıĢtır (Zararsız ve ark, 2006).  

Sıçanlar üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada formaldehit toksititesi sonucu testislerde 

meydana gelen oksidatif doku hasarının omega-3 yağ asitleri tarafından engellendiği omega-3 

kullanılmayanlara göre SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri artmıĢ ve azalan MDA seviyeleri 

tespit edilerek, biyokimyasal olarak ortaya konmuĢtur (KuĢ ve ark, 2008).  

Sıçanlar üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada omega-3 yağ asiti verilen sıçanların 

böbrek dokusunda oksidatif hasarı önlediği, antioksidan savunma sistemini güçlendirdiği ve 

böbrek dokusu üzerinde koruyucu etki gösterdiği, kontrol grubuna göre SOD ve GSH-Px 

aktivitelerinin artarken, MDA düzeylerinin azaldığı tespit edilmiĢtir (Gülcen ve ark, 2012). 

Yapılan in vivo ve in vitro çalıĢmalarda α-Linolenik asit metabolitleri olan 

eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asitin (DHA) antikanser ilaçlar ile birlikte 

kullanıldığında, kanser tedavisinde etkili olduğu, Omega-3 takviyelerinin onkoloji 

hastalarının iyileĢmesinde etkili olduğu belirtilmiĢtir. Kemoterapi ve/veya radyoterapi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chamberland%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25336096
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sırasında DHA ve/veya EPA uygulanmasını içeren 10 kontrollü klinik çalıĢma incelenmiĢ ve 

kemoterapi ve/veya radyoterapi sürecinde omega-3 yağ asiti takviyelerinin farklı 

özelliklerdeki hastalarda vücut kompozisyonunun korunmasında yararlı etkileri olduğu tespit 

edilmiĢ olmasına rağmen, tümör boyutunu küçültmek ve hasta sağ kalımını uzatmak gibi 

önemli sonuçlar elde edilmemiĢtir. Omega-3 kaynağı olan balık yağının antioksidatif etkileri 

nedeniyle kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkileri olduğu, hücre büyümesini ve canlılığını 

inhibe ettiği belirtilmiĢtir (Silva ve ark, 2015).  

Sıçanlar üzerinde balık yağı zengini ve batı yağları zengini diyetler uygulanarak 

yapılan bir çalıĢmada kolon kanserli ve normal dokulardaki etkiler prostaglandin E2 (PGE2) 

konsantrasyonları ile belirlenmiĢ olup, balık yağları kullanımının inflamasyonu düĢürerek 

kanserden korunmada etkili olduğu tespit edilmiĢtir. Diyet balık yağları kolon kanseri önleme 

potansiyeline sahip olup, omega-3 yağ asitlerinin prostaglandinler ve diğer eikosanoidlerin 

oluĢumunda etkili olduğu ve PGE2’nin kolon kanserinin baĢlaması ve ilerlemesinde oldukça 

etkili bir anahtar görevi gören proinflamatuar aracı olduğu belirtilmiĢtir (Djuric ve ark, 2017). 

Omega-3 yağ asitlerinin kanser tedavisi için potansiyel olarak yararlı olduğu tespit 

edilmiĢ olup, antitümör, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, pro-apoptotik, anti-invazyon, anti-

metastatik ve epigenetik regülasyon özellikleri nedeniyle çoklu mekanizmalarla tümör hücre 

yanıtı modifiye edilebilieceği belirtilmiĢtir (Silva ve ark, 2015). 

D vitamini takviyesinin kolon kanserli kiĢilerde mortalite riskini azalttığı, yaĢam 

süresini uzattığı literatürlerde bildirilmiĢtir. Ancak D vitamininin yüksek düzeylerde insanlara 

verilmesi kemik kırıkları dahil bir çok toksik etkiye yol açabilir. Bu nedenle in vitro 

çalıĢmalarla insan hücrelerinde hücresel düzeyde etkisinin ortaya çıkarılması önemlidir. 

Ayrıca in vitro çalıĢmalar için, kullanılan hücre dizisindeki D vitamini reseptörü (VDR) 

bulunma miktarına bağlı olarak D vitamininin etki düzeyi farklılık göstermekte olup, D 

vitamininin pro-apototik, antiproliferatif ve antioksidan etkileri olduğu literatürde 

bildirilmiĢtir. Ayrıca Omega-3 ile yapılan çeĢitli çalıĢmalarda ise prostat, meme, mesane, 

kolon kanser hücrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve anjiyogenezini inhibe ettiği 

ortaya konulmuĢtur.  

Bugüne kadar kolon kanseri hücre dizileri üzerinde yapılan çalıĢmalarda ALA ve D 

vitamininin etkileri incelenirken antiproliferatif, apoptotik etkileri ve antioksidan etkileri aynı 

anda değerlendirilmemiĢtir. Ayrıca SW480 hücre dizisi ile D vitamini ve ALA 
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konsantrasyonları bir arada kullanılarak yapılmıĢ in vitro bir çalıĢma mevcut değildir. 

ÇalıĢmamızda ALA ve D vitamininin ayrı ayrı ve bir arada kullanılarak SW480 kolon kanseri 

hücre dizisi üzerine antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır. SW480 hücre dizisi üzerinde hem ALA, hem de D vitamininin, proliferasyonu 

önleyici ve apoptotik etkileri ve antioksidan etkileri incelenmiĢtir. Bu açıdan çalıĢma özgün 

olup, bu etkilerin ortaya çıkarılmasının, ileride geliĢtirilecek olan tedavi stratejilerine temel 

oluĢturması ve bilime katkı sağlanması hedeflenmiĢtir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasallar ve Sarflar 

 

Kimyasallar ve sarfların listesi Tablo 1’de görülmektedir. 

Tablo 1. Kullanılan Kimyasallar ve Sarflar 

Ürün Ürün Kodu Firma 

RIPA Lysis tamponu, 100 ml sc-24948 Chem Cruz 

2 ml’lik steril hücre dondurma tübü 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, 5ml sc-200279  Santa Cruz 

ExactaCruz™ Serological Pipet, 10ml sc-200281     Santa Cruz 

UltraCruz™ Flask, Tissue Culture, 75cm
2
  sc-200263     Santa Cruz 

UltraCruz™ Centrifuge Tube, Conical, 15ml Falcon  sc-200250  Santa Cruz 

Eppendorf 1.5ml santrifüj tüpleri sc-200271 Santa Cruz 

1-200ul pipet uçları 96adet/racklı  sc-351865      Santa Cruz 

100-1000 pipet uçları 60adet/racklı filtreli sc-351863                 Santa Cruz 

WST1 Kiti K304-2500    Bio Vision 

1-α 25 dihidroksi vitamin D3, 50 µg 
BML-DM200-

0050 
Enzo 

α-Linolenik Asit,500µg 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) 

500UN  
G3664 Sigma 

β-Nicotinamide adenine dinucleotide 2-phosphate reduced 

tetrasodium salt hydrate ~95% (HPLC), 100MG  
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 S8160 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. Kullanılan Cihazlar 

 

ÇalıĢmada kullanılan cihazlar aĢağıda listelenmiĢtir. 

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

 Saf Su cihazı, NÜVE (NS103, Türkiye)  

 Buzdolabı, PROFĠLO (Türkiye) 

 -20ºC derin dondurucu, UĞUR (Türkiye) 

 -80ºC, WIST (WiseCryo Simplifed Freezing System) 

 Ġnkübatör, THERMO (Hepa Class100, Fillandiya) 

 Biyogüvenlik Kabini (2.seviye), NÜVE ( In 120,Türkiye) 

 Ġnvert Mikroskop (Olympus CK40, Tokyo, Japonya) 

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

 UV-Visible Multiskan Spektrofotometre, THERMO–MULTĠSKAN (FC-SN: 35700535, 

Fillandiya) 

 Soğutmalı Santrifüj,15 ml falkon için; HETTĠCH (D78532, Tuttlingen, Almanya) 

 Soğutmalı Santrifüj,15 ml falkon için; HETTĠCH (Rotina 38R, Tuttlingen, Almanya) 

 Soğutmalı Santrifüj eppendorf için; (Eppendorf 5415R, Hamburg, Almanya) 

 Soğutmalı Santrifüj eppendorf için; HETTĠCH (Mikro200R, Almanya) 

 Mikroplate Shaker (ısıtmalı), (Eksper HT, Ġzmir, Türkiye) 

 Mikroplate Shaker-Isıtmalı, ALFAGEN THERMO SHAKER (TS-100C, Letonya) 

 Muse™ Cell Analyzer and analysis software (Merck Millipore, Almanya).  
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3.3. Yöntem 

 

Bu çalıĢmada kullanılan hücre dizisi SW480 adherent (yapıĢan) hücre tipinde olup 

Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı Öğretim 

Üyesi Doç.Dr. Mehtap KILIÇ EREN’den temin edilmiĢtir. Özellikleri Tablo 2’de 

gösterilmiĢtir. 

Tablo 2. ÇalıĢmada kullanılan hücre tipi ve hücrenin özellikleri 

ATCC® Kodu CCL-228 

Adı SW480 

Büyüme Özelliği Adherent (yapıĢan) 

Organizma Homo sapiens (insan) 

Morfolojisi Epitelyal 

Kaynak Organ:Kolon 

Hücre Tipi: Kolon adeno karsinoma 

DMEM içeren büyüme besiyeri (Complete Medium, Medium) kullanılarak hücrelerin 

canlılıklarını sürdürmesi sağlanmıĢtır. Büyüme besiyerinin içeriği aĢağıda verilmiĢtir. 

SW480 Hücreleri için Büyüme Besiyeri Hazırlanması: 

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

% 10 FBS (Fetal Bovine Serum) 

%1 penisilin streptomisin 

% 0,1 siprofloksasin 

Önceden dondurulmuĢ olup sıvı azot tankında -196 ºC’de saklanan SW480 hücreleri   

37 °C’deki su banyosunda dikkatlice çözülür. +4 °C’de 1100 rpm’de 5 dakika santrifüjlenir. 

Süpernatant pipetle çekilir ve atılır. Hücre peleti üzerine 5 ml tam besiyeri eklenir ve pipetaj 

ile hücreler iyice süspanse edilir. 50 µl alınarak ependorf tüpüne alınarak tripan mavisi ile 

hücreler sayılır. 

1 ml’ye yaklaĢık 3x10
5
 hücre gelecek Ģekilde ekim yapılır. 37 °C’deki, nemi % 85-90 

olan % 5’lik CO2 inkübatörüne kaldırılır. Hücrelerin canlılığı ertesi gün invert mikroskop 

https://www.phe-culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refId=89012702&collection=ecacc_gc
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altında bakılarak kontrol edilir. SW480 hücreleri adherent yapıda hücreler olduğundan canlı 

hücreler Resim 8’de görüldüğü gibi flask tabanına tutunmuĢ durumdadırlar.   

 

Resim 8. Adherent yapıdaki SW480 hücrelerinin invert mikroskop görüntüsü 

 

 

3.3.1. Hücrelerin Pasajlanması 

 

Flask doluluk oranı % 80-90 aralığına ulaĢtığı zaman (Resim 9) pasajlama iĢlemi 

gerçekleĢtirilir.  

 

Resim 9. Doluluk oranı %80-90 aralığına ulaĢmıĢ flasktaki SW480 hücrelerinin invert 

mikroskop görüntüsü 

% 5 CO2’li inkübatörden çıkarılan hücre kültürü flaskı invert mikroskopta kontrol 

edilerek biyolojik güvenlik kabinine alınır. Eski medium aspire edilerek atılır, PBS 
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(phosphate buffered saline) tampon ile yıkama yapılarak aspire edilir. Hücreleri flasktan 

kaldırmak için 1-1,5 ml % 0,25’lik tripsin-EDTA (tripsin) solüsyonundan eklenir. 37 
o
C’de % 

5 CO2’li inkübatörde birkaç dakika inkübe edilir. Ġnkübasyondan sonra invert mikroskopta 

görüntüsüne bakılır (Resim 10),  kabine alınarak tripsin uzaklaĢtırılır.  

 

Resim 10. SW480 hücrelerinin tripsinle muamele sonrası invert mikroskop görüntüsü 

Eklenen tripsinin 5 katı kadar medium eklenerek tripsinin etkisi inhibe edilir ve pipetaj 

yapılarak hücreler kaldırılır. 50 µl besiyeri ependorf tüpüne alınır, tripan mavisi ile 1:1 dilue 

edilir. Thoma lamına 10 µl alınarak ve hücreler sayılır. Hücre sayısı dikkate alınarak pasaj 

miktarı belirlenir. SW480 hücreleri genellikle 1:3 pasaj yapılır, 37 
0
C’de, % 5 CO2’li 

inkübatörde inkübasyona bırakılır.  

 

 

3.3.2. Hücrelerin Sayılması ve Canlılık Kontrolü 

 

Her Pasaj ve dondurma iĢleminde hücre sayısı ve canlılığı tripan mavisi ile invert 

mikroskopta kontrol edilir. 50 µl tripsinle kaldırılmıĢ hücre mediumu ependorf tüpüne 

alınarak tripan mavisi ile 1:1 (dilüsyon faktörü) dilue edilir (dilüsyon faktörü hücre çokluğuna 

göre değiĢebilir). 10’ar µl alınarak thoma lamına (Resim 11) pipetlenir ve hücreler sayılır, 

ortalama canlı hücre sayısı belirlenir. 
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Resim 11. Hücre sayımı için kullanılan toma lamı görüntüsü 

Hücre sayısı 1 nolu eĢitlikle hesaplanır; 

                                       (1) 

Hs  :Ortalama Sayılan Canlı Hücre Sayısı   

DF :Dilüsyon Faktörü   

V : Sayılan hücrenin bulunduğu besiyeri hacmi 

Hesaplama sonucuna göre 1 ml’ye yaklaĢık 3x10
5 

hücre gelecek Ģekilde ekim 

yapılmalıdır.  

 

 

3.3.3. Hücrelerin Dondurulması 

 

Hücreler pasajlanırken, bir kısım hücreler sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere 

dondurularak saklanır. Doluluk oranı % 80-90 aralığına ulaĢan % 5 CO2’li inkübatörden 

çıkarılan flask invert mikroskopta kontrol edilerek biyolojik güvenlik kabinine alınır. Eski 

medium aspire edilerek atılır,  PBS ile yıkama yapılarak aspire edilir. Hücreleri flasktan 

kaldırmak için % 0,25’lik tripsin-EDTA solüsyonundan eklenir. Flasktan kalkana kadar 

37
o
C’de % 5 CO2’li inkübatörde bekletilir. Eklenen tripsinin 5 katı kadar medium eklenerek 

tripsinin etkisi inhibe edilir ve pipetaj yapılarak yapıĢan durumdaki hücrelerde kaldırılır. 15 

ml’lik konik tabanlı steril falkona aktarılır. +4 °C’de 1100 rpm’de 5 dakika santrifüj edilir. 
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Kabine alınarak süpernatant aspire edilir. 1-1,5 ml dondurma besiyeri ilave edilir ve pipetaj 

yapılarak hücreler süspanse edilir. 

50 µl dondurma besiyeri ependorf tüpüne alınır,  tripan mavisi ile 1:1 (dilüsyon 

faktörü) dilue edilir. 10 µl alınarak thoma lamına pipetlenir ve hücreler sayılarak canlılık 

kontrolü yapılır.  Hücrenin adı, pasaj sayısı, canlı hücre sayısı, dondurma tarihi gibi bilgiler 

not edilerek, hücreler dondurma tüpüne konur ve -80 
o
C’ye konur. Burada 1 ay muhafaza 

edilebilir. Daha sonra sıvı azot tanklarına (-196 
o
C’de) aktarılarak muhafaza edilmesi gerekir. 

 

 

3.3.3.1. SW480 Hücreleri için Dondurma Besiyeri Hazırlanması 

 

% 70 DMEM, 

%20 FBS, 

%10 DMSO (dimetilsülfoksit) reaktifleri karıĢtırılarak hazırlanır. 

 

 

3.3.4. Hücre Kültürü Uygulaması 

 

-196 ºC’de sıvı azot tanklarında saklanan SW480 hücreleri çözülüp, hücre sayısına 

göre uygun büyüklükte ve sayıda flaska aktarıldı. % 80-90 doluluğa ulaĢtığında, pasajlanarak, 

75’lik büyük flasklara aktarıldı. Uygulayacağımız analizler için hücrelerin sağlıklı olup 

olmadığı pasajların % 80-90 doluluğa ulaĢması ve hücrelerin canlılık oranları günlük takip 

edilerek invert mikroskopta kontrol edildi.  

 

 

3.3.4.1. WST-1 Analizi için Hücre Kültürü ÇalıĢması  

 

Flasklar dolduğunda WST-1 analizi için 96 kuyucuklu plaklarda hücre sayısı kontrolü 

yapıldı. Bu iĢlemde kuyucuk baĢına 100 µl’de ve 200 µl’de 5x10
3
, 6x10

3
 ve 7x10

3
 hücre 

olacak Ģekilde 3’er tekrarlı ekim yapıldı ve 5 gün süreyle invert mikroskopta kontrol edilerek 

hücre proliferasyonu takip edildi. Burada besiyerinin yeterli gelmesi ve kuyucuklarda 

hücrelerin proliferasyonunun ekim, ilaç ekimi ve ilaç etkisinin 72 saat boyunca sağlıklı bir 

Ģekilde gözlenebilmesi için ekilecek hücre sayısı belirlenmiĢ oldu. Yapılan gözlemler 

sonucunda 96 kuyucuklu plak için hücre sayısı 100 µl hacim için 7x10
3 

olarak belirlendi.  
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D vitamini DMSO’da, ALA etanolde çözüldü. Çözme iĢleminden sonraki bütün 

seyreltmelerde büyüme besiyeri kullanıldı. Daha sonra literatür taraması yapılarak D vitamini 

için 7 farklı konsantrasyonda ve ALA için 8 farklı konsantrasyonda hücrelerin canlılığı ve 

proliferasyonu üzerine etkileri  WST-1 testi ile ölçüldü. Bu konsantrasyonlar; 

D vitamini için, 1, 0,1, 0,05, 0,025, 0,01, 0,005, 0,001 µM olup, bu konsantrasyonlar 

için WST-1 denemesi yapıldığında 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sonrası % Canlılık 

belirlendi. ÇalıĢmada uygulanan maksimum inkübasyon süresi olan 72 saatlik inkübasyon 

sonrasında belirlenen  % Canlılık % 62,9-88,5 aralığında olup, toksik konsantrasyonlar olan 1, 

0,1 ve 0,05 konsantrasyonları dahil olmak üzere IC50 konsantrasyonu tespit edilmemiĢtir. 

Sonuçlar dikkate alınarak D vitamini konsantrasyonları 0,001, 0,005 ve 0,01 µM olarak 

belirlendi. DMSO çözücüsünün D vitamini konsantrasyonlarındaki maksimum miktarı % 1 

olduğu hesaplandı. 

ALA için, 1, 0,8, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 µM olup, bu konsantrasyonlar için WST-1 

denemesi yapıldığında 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sonrası % Canlılık belirlendi. 

ÇalıĢmada uygulanan maksimum inkübasyon süresi olan 72 saatlik inkübasyon sonrasında 0,2 

µM konsantrasyonu için hücrelerde değiĢiklik gözlenmemesi ve % Canlılığın ETANOL 

kontrol grubu ile aynı kalması ve 0,3 µM konsantrasyonu için hücrelerin tamamen ölmesi ve 

% Canlılığın % 24 bulunması nedeniyle 0,23 µM ve 0,25 µM konsantrasyonları eklenerek 

0,1, 0,2, 0,23, 0,25 ve 0,3 µM olmak üzere 5 konsantrasyon belirlendi. D vitamini ve 

ALA’nın birlikte olan konsantrasyonları matriks Ģeklinde 15 ayrı konsantrasyon olarak 

belirlendi. 100 µl’lik medium için 10 µL ilaç ekimi yapılarak ve WST-1 analizi 3 kere tekrar 

edildi. ETANOL çözücüsünün ALA konsantrasyonlarındaki maksimum miktarı % 3 olarak 

hesaplandı. 

 

 

3.3.4.2. BCA Protein, Annexin V, GPx, SOD, NO ve MDA Analizleri için Hücre Kültürü 

ÇalıĢması 

 

BCA Protein, Annexin V (Annexin V için sadece ölüm olduğu konsantrasyonlar 

çalıĢıldı.), GPx, SOD, NO ve MDA analizleri için 24 kuyucuklu plaklara 500 µl hacim için 

2,8x10
4
 hücre olarak ekim yapılarak hücre kültürü çalıĢması uygulandı.  500µl’lik medium 

için 50µL ilaç ekimi yapıldı. Annexin V analizi için hücrelerin kaldırılması iĢlemi tripsin ile 
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BCA Protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizleri için hücrelerin kazınması iĢlemi için ripa 

çözeltisi ile yapılarak farklı iĢlemler uygulandı. 

 

 

3.3.4.2.1. BCA Protein, GPx, SOD, NO ve MDA Analizleri için Lizat Eldesi 

 

BCA toplam Protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizleri için 72 saat için ayrı ayrı 

kültüre edilip ilaç ekimi yapıldı. 72. saat dolduğunda aĢağıdaki iĢlemler uygulandı. 

Kuyucuklardan medium aspire edildi, 300 µl PBS ile yıkandı. 50 µl ripa eklendi. 24 

kuyucuklu plak buz kalıbı üzerine konularak ripanın etkili olması sağlandı. Hücreler kazındı 

ve ependorflara alındı. Bu iĢlemler yapılırken ependorfların soğuk olması için ependorflar 

kendileri için hazırlanmıĢ buz kalıpları içinde tutuldu. KarıĢması için ependorfların dipleri 

hızlı bir Ģekilde 3-4 kere pipet stantlarına sürtüldü ve hızlı bir Ģekilde çalkalayıcıya 

yerleĢtirildi ve +4ºC’de, 450 rpm’de 40 dakika çalkalandı. +4ºC’de, 13 000 rpm’de 30 dakika 

santrifüjlendi. Lizat alınarak ependoflara konuldu. -20 ºC’ye kaldırıldı. Bu iĢlemlerden sonra 

BCA protein, GPx, SOD, NO ve MDA analizlerinden her biri için kendi protokolü uygulandı. 

 

 

3.3.5. Analizler 

 

 

3.3.5.1. WST-1 Testi 

 

WST-1 testi hücre canlılığı ve sitotoksik etki belirlenmesi amacıyla yapılmaktadır. 

Canlı hücrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri ile tetrazolium tuzlarının 

ayrıĢarak formazona dönüĢmesi esasına dayanan non-radyoaktif, spektrofotometrik ve 

kolorimetrik bir testtir. Dolayısıyla canlı hücrelerdeki dehidrogenaz aktivitesinin artmasına 

yol açar. 450 nm dalga boyunda, referans dalga boyu 620 nm alınarak metabolik olarak aktif 

olan hücreler tarafından üretilen formazon boya hücreleri boyamakta olup, 

spektrofotometrede boyanan hücrelerin absorbansı ölçülmektedir (Doyle ve Griffiths, 1998).  

Yapılan bu test ile SW480 hücreleri üzerine eklenen D, ALA+D ve ALA 

konsantrasyonları için % Canlılık hesaplanarak, sitotoksik etkisinin olup olmadığı belirlendi. 

ÇalıĢmada kullanılan D vitamini, ALA ve D+ALA konsantrasyonları Tablo 3’te 

verilmiĢtir. 
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Tablo 3. D vitamini, ALA ve D vitamini+ALA konsantrasyonları 

Medium Besiyeri 

Hücre+ Medium Kontrol 

D Vitamini Çözücüsü DMSO 

D Vitamini Dozları(µM) 

0,001 

0,005 

0,01 

D Vitamini Çözücüsü + ALA Çözücüsü DMSO+ETANOL 

ALA+D Vitamini  Konsantrasyonları                     

(µM ALA-µM D) 

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 Çözücüsü ETANOL 

ALA Konsantrasyonları(µM) 

0,1 

0,2 

0,23 

0,25 

0,3 

96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 7x10
3
 hücre olacak Ģekilde toplam hacmi 100 

μl olan hücre süspansiyonu eklendi. 24, 48, 72 saat için ayrı plaklar kullanıldı. 

Hücreler 37° C, % 5 CO2 içeren inkübatörde 1 gün inkübe edildikten sonra plakların 

invert mikroskopta kontrolleri yapıldı. 24, 48 ve 72 saatlik plaklara her konsantrasyon için 3 

tekrarlı olacak Ģekilde Tablo 3’teki ilaç konsantrasyonları her kuyucuğa 10 µL olarak eklendi. 

24 saat sonra tüm plaklar invert mikroskopta kontrol edilerek 48. ve 72. saat plakları tekrar 

inkübatöre kaldırıldı. 24. saat plağı her kuyucuğuna 10 µl WST-1 reagent eklenerek, 37 ºC’de 

1 saat inkübasyona bırakıldı.  Spektrofotometrede 450 nm’de, referans dalga boyu 620 nm 

alınarak ölçüm yapıldı. Aynı iĢlemler 48. saat ve 72. saatlerde 48 ve 72. saatlik plaklara 

uygulandı.  

Yapılan WST-1 testi 3 kere tekrar edildi. WST-1 sonuçları 2 nolu eĢitlik yardımıyla olarak 

hesaplandı. Elde edilen veriler Excel programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile 
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istatistik olarak değerlendirildi. 3 nolu eĢitlikte belirtilen sitotoksik etki ile Canlılık arasındaki 

iliĢki ifade edildi. 

           
 

        
              (2) 

A: Eklenen Konsantrasyon grubunun absorbans değeri  

Akontrol: Kontrol grubunun absorbans değeri  

                                       (3) 

 

 

3.3.5.2.  BCA Total Protein Tayini 

 

Total protein Tayinini Smart BCA Protein Assay Kit (Intron, Gyeonggi, G.Kore) 

kullanarak kolorimetrik yöntem ile yapılması esasına dayanır. Toplam proteinin belirlenmesi 

için bicinchoninic asit (BCA) yöntemi kullanılarak kolorimetrik olarak tespit edilmiĢtir 

(Smith ve ark, 1985).  Ġki BCA molekülü ile bir bakır iyonu Ģelatlanarak mor renkli reaksiyon 

ürününü oluĢturulmuĢtur. Bu suda çözünür kompleks 562 nm'de 20-2000 µg/ml BSA çalıĢma 

aralığında doğrusaldır. 

BCA ile renk oluĢumunun 3 nedeni vardır. Bunlar proteinin makromoleküler yapısı, 

peptit bağlarının sayısı ve dört belirli amino asit olan sistein, sistin, triptofan ve tirosin olarak 

belirlenmiĢtir. Buna göre, sığır serum albümini (BSA) gibi ortak bir proteinin standartları 

kullanılarak protein konsantrasyonları belirlenmektedir. Bilinen konsantrasyondaki bir dizi 

dilüsyon BSA proteinden hazırlanır ve bilinmeyen örnek konsantrasyonlarının standart 

grafiğine göre belirlenmesi prensibinden yararlanılır. 

 

 

3.3.5.2.1. BCA Protokolü 

 

 BSA (Bovine serum albümin: Sığır serum albumini) Protein standartları hazırlandı. 

 Hazırlanan Protein standartları ve -20 ºC’den çıkarılan lizatlardan (Bölüm 3.3.4.2.’deki 

ön iĢlem uygulanarak liziz edilmiĢ örnekler) 25’er µl alınarak, 96 kuyucuklu plaka 

pipetlendi.  
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 200 µl çalıĢma solüsyonu (WS: working solution) eklenerek, 30 saniye çalkalayıcıda 

çalkalandı.  

 Plak kapağı kapatılarak 30 dakika 37 ºC’de inkübe edildi. Oda koĢullarına soğutuldu. 

 Standartlar ve örneklerde mor renk oluĢumu gözlenmeye baĢladıktan sonra 562 nm’de 

okuma yapılır. 

 SW480 hücrelerine D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarındaki protein miktarı Smart 

BCA protein assay kit kullanılarak çizilen BSA standart grafiği (ġekil 1) denklemine 

göre hesaplandı. Sonuçlar µg/ml Ģeklinde verildi. Elde edilen veriler Excel 

programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik olarak değerlendirildi. 

 

ġekil 1. BCA kalibrasyon grafiği 

 

3.3.5.3. MDA Tayini 

 

MDA lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde kullanılan en önemli parametre olup, 

oksidatif stresin indirek ürünüdür. MDA, tiyobarbitürik asit (TBA) reaktif maddeleri 

açısından oksidatif stres dolaylı bir belirteci olarak spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda 

ölçülür (ġen ve ark, 2006). MDA, aerobik Ģartlarda, pH 3,4’te TBA ile 95°C’de 30 dakika 

inkübe edilirse pembe renkli bir kompleks oluĢturur ( Ohkawa ve ark, 1979). 

SW480 hücrelerine D, ALA+D ve ALA konsantrasyonları uygulanması sonucu 

malondialdehit konsantrasyonları TBARS (tiobarbitürik asit ile reaksiyon veren ürünler) 

ölçümü yapılarak indirekt olarak değerlendirildi. -20 ºC’den çıkarılan lizatların MDA düzeyi 

ölçümü yapıldı. 

y = 0,0004x + 0,0161 

R² = 0,9936 
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3.3.5.3.1. MDA Protokolü 

 

 50 µl lizat (bölüm 3.3.4.2.’deki ön iĢlem uygulanarak liziz edilmiĢ örnek) alındı. 

 500 µl %20’lik trikloroasetik asit (TCA) eklendi.  

 200 µl %0,67’lik TBA eklendi ve karıĢtırıldı.  

 KarıĢım 95 ºC’de 30 dakika kaynatıldı.  

 Buz üzerine konularak hızlı bir Ģekilde soğutuldu.  

 KarıĢım vortekslendi ve 800 µl n-bütanol ilave edildi. 

 +4 ºC’de 3250 rpm’de 7 dakika santrifüjlendi.  

 150µl süpernatant 96 kuyucuklu plaka pipetlendi. 

 UV-Visible Multiskan Spektrofotometrede (Diagnostik Automation Inc, Los Angeles, 

ABD) 532 nm'de köre karĢı ölçüm yapıldı.  

 Sonuçlar MDA-Absorbans grafiğinin denklemi (ġekil 2) kullanılarak µM hesaplandı ve 

toplam proteine bölünerek MDA aktivitesi belirlendi. 

 Elde edilen veriler Excel programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik 

olarak değerlendirildi.  

 

 

ġekil 2. MDA kalibrasyon grafiği 

 

y = 0,06x 

R² = 0,9998 
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3.3.5.4. NO Tayini 

Genel aracı bir molekül olan Nitrik oksit (NO) organizmanın bir çok iĢlevinde ve bir 

çok hastalık durumunda rol alır. Hemen hemen her hücre tarafından üretilir ve her hücre 

üzerine etkinlik gösterir. Bu nedenle, diğer serbest oksijen radikaller her konsantrasyonda 

zararlı iken, NO düĢük konsantrasyonlarda çok önemli fizyolojik olayların düzenlenmesinde 

rol oynar. Ancak, uygunsuz yerde ve aĢırı miktarda üretildiğinde, bir çok patolojik durumun 

ortaya çıkmasına neden olur. 

 

 

3.3.5.4.1. Kimyasal Hazırlama 

 

 Glisin tampon: 15 g glisin deiyonize su ile çözünür. NaOH çözeltisi ile pH:9,7’ye 

ayarlanır. 1 L’ye tamamlanır.  

 3 M HCl: Önce biraz saf su konarak, 124,5 ml HCl yavaĢça eklenir, 500 ml saf su ile 

tamamlanır. 

 Sülfanilamid: 5 g sülfanilamid 500ml 3 M HCl içinde çözünür. Soğutulur. 

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

suda çözünür ve 250 ml’ye tamamlanır. 

 75 mM ZnSO4 :12,1103g ZnSO4 saf suda çözünür ve 1L’ye saf su ile tamamlanır. 

 55 mM NaOH :2,2g NaOH saf suda çözünür ve 1L’ye saf su ile tamamlanır. 

 10 mM Na2B4O7:  3,8137 g Na2B4O7·10H2O saf suda çözünür, 1 Lye tamamlanır. 

 0,1M NaNO2 standartı: Saf su yerine 10 mM Na2B4O7 çözeltisi kullanılır. 6,8995 g 

NaNO210 mM Na2B4O7’ta çözünür ve 1 L’ye 10 mM Na2B4O7 çözeltisi ile 

tamamlanır. 

 5mM CuSO4: 0,798 g CuSO4 saf suda çözünür ve 1L’ye saf su ile tamamlanır. 

 Kadmiyum granüllerinin (0,1M H2SO4 içinde saklanır.)  yıkanması: deiyonize su ile 

yıkanır. 5 mM/L’lik CuSO4’te 1-2 dakika bekletilir, çözelti dökülür. Granüller Glisin 

tamponu ile yıkanarak deneye hazır hale gelir. 
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3.3.5.4.2. NO Protokolü 

 

 50 µl lizat (bölüm 3.3.4.2.’deki ön iĢlem uygulanarak liziz edilmiĢ örnek) ependorf 

tüpüne alındı. 

 100 µl 75 mM ZnSO4 eklendi.  

 200 µl 55 mM NaOH eklendi. 

 +4 ºC’de 3500 rpm’de 10 dakika santrifüjlendi.  

 100 µl süpernatant, glisin tamponu ile yıkanmıĢ kadmiyum granülleri ve 100 µl glisin 

tamponu bulunan ependof tüpüne alındı.  

 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

 100µl’lik örnekler 96 kuyucuklu plak kuyucuğuna alındı.  

 50 µl Sülfanilamid eklendi.  

 50 µl NNDA eklendi.  

 545 nm’de spektrofotometrede ölçüm yapıldı. 

Bulunan NO değerleri Toplam Protein miktarına bölünerek NO aktivitesi 

hesaplandı. Elde edilen veriler Excel programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile 

istatistik olarak değerlendirildi.  

 

 

3.3.5.5. GSH-Px (GPx) Tayini 

 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon redüktaz (GSH-R) Gerek hidrojen 

peroksiti (H2O2) ve gerekse LOOH’leri (lipit hidroperoksit) metabolize eden antioksidan 

enzimdir. 
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3.3.5.5.1. Kimyasal Hazırlama 

 Tampon (75 mmol/L, pH:7,0) : 0,5324 g Na2HPO4 (mA=141,96 g/mol, pH~11) ve 

0,5104 g KH2PO4 (mA=136,09 g/mol, pH~5) saf su ile çözünür ve 50 ml’ye saf su ile 

tamamlanır. 

 GSH, Redükte (Redükte glutatyon, 60 mmol/L, mA=307,3 g/mol): 0,461g GSH saf su 

ile çözünür ve 25 ml’ye saf su ile tamamlanır (+4ºC’de saklanır). 

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

ile çözünür ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanır (+4ºC’de saklanır). 

 NADPH (3 mmol/L, mA=833,3 g/mol): 0,003 g NADPH saf su ile çözünür ve 100 µl’ye 

saf su ilave edilir (Taze hazırlanır). 

 GR (Glutatyon redüktaz, 30 U/ml): 120 µL GR(500 U/20 ml) 880 µL saf su ile 

tamamlanır. 

 H2O2 (7,5 mmol/L, mA=34,01 g/mol, d:1,13g/ml): 22 µl H2O2 ve25 ml saf su ilave edilir 

(Taze hazırlanır). 

 GPx reagent: 90 örnek için örnek baĢına; 500 µl Tampon, 12,5 µl GSH (redükte), 25 µl 

disodyum-EDTA, 25 µl NADPH ve 25 µl GR olacak Ģekilde karıĢım hazırlandı.  

 

 

3.3.5.5.2. GSH-Px Protokolü 

 

 Önceden hazırlanmıĢ olan 50 µl hücre lizatı (Bölüm 3.3.4.2.’deki ön iĢlem uygulanarak 

liziz edilmiĢ örnek) 163µl’ye saf su ile seyreltildi. 

 587,5 µl GPx reagent ilave edildi. 

 Semi mikro küvete konularak 37ºC’de 340 nm’de ilk ölçüm yapıldı.  

 25 µl H2O2 ilave edilerek 30 saniyede bir ölçüm yapılarak 3 dakika süresince NADPH’ın 

kayboluĢu izlendi.  
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 3 dakika içindeki absorbans farkının en fazla olduğu 30 saniyedeki absorbans farkları 

belirlenerek, 4 nolu eĢitlik kullanılarak hesaplandı.   

    
              

            
          (4) 

 

GPx : mU/ml 

ΔA: absorbans değiĢimi (0-3 dk içerisinde en fazla absorbans farkının tespit edildiği 30 s) 

T: zaman (30‖) 

Vtoplam: Toplam hacim 

Vörnek  : Örnek hacmi 

L:10
3 

ε: 6,22 nM
-1

cm
-1

(extinction sabiti) 

4 nolu eĢitlikte T, Vtoplam, Vörnek, L ve ε değerleri yerine konularak hesaplama yapılırsa 

30 saniye için 4 nolu eĢitlik 5 nolu eĢitliğe dönüĢür. 

                     (5)  

(Vörnek:50 µl, 163 µl’ye ultra saf su ile seyreltilmiĢ, 30 saniye için)    

Bulunan GPx değerleri Toplam Protein miktarına bölünerek GPx aktivitesi hesaplandı. 

Elde edilen veriler Excel programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile istatistik olarak 

değerlendirildi.  

 

 

3.3.5.6. SOD Tayini 

 

Süperoksit dismutaz (SOD) süperoksit serbest radikalinin (O2
·-
) hidrojen peroksit 

(H2O2) ve moleküler oksijene (O2) dönüĢümünü katalizleyen antioksidan enzimdir.  
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3.3.5.6.1.Kimyasal Hazırlama 

 

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

ile çözünür ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanır. 

 Xantine (0,3 mmol/L, mA=152,1 g/mol): 0,023 g xantine 5 ml 0,1 N NaOH ile çözünür 

ve 50 ml’ye saf su ile tamamlanır. 

 NBT (Nitroblue tetrazolium çözeltisi, 150 µmol/L, mA=817,6 g/mol): 0,0031g NBT saf 

su ile çözünür ve 25 ml’ye saf su ile tamamlanır (Taze hazırlanır). 

 Na2CO3 (400 mmol/L, mA=105,93 g/mol): 2,1186 g Na2CO3 saf su ile çözünür ve 50 

ml’ye saf su ile tamamlanır. 

 CuCl2 (0,8 mmol/L, mA=170,48 g/mol): 0,0068 g CuCl2 saf su ile çözünür ve 50 ml’ye 

deiyonize su ile tamamlanır. 

 BSA (Sığır serum albimini, 1mg/mL): 0,05 g BSA saf su ile çözünür  ve 50 ml’ye saf su 

ile tamamlanır. 

 (NH4)2SO4 (Amonyum sülfat, 2 mol/L, mA=132,1 g/mol): 2,64 g (NH4)2SO4 saf suda 

çözünür ve 10 ml saf su ile tamamlanır. 

 XOD (0,857 U/ml )Solüsyonu hazırlanması: 132 µl XOD çözeltisi (0,4U/mg protein, 

16,2 mg protein/ml), 868 µl (NH4)2SO4 (2 mol/L) çözeltisi ile tamamlanır.  

 SOD reaktifi: 40 örnek için taze hazırlanır. 10 ml Xantine, 5 ml disodyum-EDTA, 5 ml  

NBT, 3 ml Na2CO3, 1,5 ml BSA ile hazırlanır (Taze hazırlanır). 

 

 

3.3.5.6.2. Lizatın Hazırlanması 

 

 20 µl lizat (Bölüm 3.3.4.2.’deki ön iĢlem uygulanarak liziz edilmiĢ örnek) alındı. 

 480 µl saf su ilave edildi.  

 250 µl etanol, 150 µl kloroform ilave edildi. Vortekslendi.  



39 

 

 +4 ºC’de 12 000 rpm’de 30 dakika santrifüjlendi. Örnek SOD protokolü için hazır hale 

geldi. 

3.3.5.6.3. SOD Protokolü 

 

 100 µl örnek ependorf tüpüne alındı.  

 490 µl SOD reaktifi eklendi.  

 40 örnek için sıra ile 30 saniye ara ile 10 µl XOD solüsyonu eklendi. Böylece her 

numune için 20 dakika beklenmiĢ oldu.  

 XOD eklemesi bitince 200 µl CuCl2 eklendi ve 15 saniye içinde 560 nm’de 

spektrofotometrede okutuldu.  

 6 nolu eĢitlik kullanılarak % inhibisyon (%Ġ) değerleri hesaplandı. 

             
           

    
         (6) 

Akör: Kontrolün absorbansı 

Aörnek: Örneğin absorbansı 

% Ġnhibisyon-SOD kalibrasyon grafiği denkleminden yararlanarak SOD değerleri 

µg/L olarak hesaplandı. 

% Ġ= 1,1633.SOD - 21,1         (7) 

Bulunan SOD değerleri Toplam Protein miktarına bölünerek SOD aktivitesi 

hesaplandı. Elde edilen veriler Excel programında grafik haline getirilerek ve SPSS 18 ile 

istatistik olarak değerlendirildi.  

 

 

3.3.5.7. Annexin V Protokolü 

 

Annexin V, apoptoz uyarısı alan hücrenin zarının iç yüzeyinde bulunan lipit 

sırasındaki fosfatidilserinin hücre zarının dıĢ lipit tabakasına geçiĢinin tespiti esasına dayanır. 

Bu yer değiĢtirme apoptozun erken döneminde gerçekleĢir. Annexin V fosfatidilserine 



40 

 

bağlanabilen bir protein olduğu için, bu protein floresan bir madde FITC (floresan  

izotiyosiyanat) ile iĢaretlenerek apoptotik hücre görünür hale getirilir. Nekrotik hücrelerde de 

anneksin bağlanması görülebileceği için ayrıca vital bir boya olan propidiyum iyodür (PI) ya 

da 7-AAD (7-amino-actinomycin D) boyaması da yapılır. Canlı hücreler FITC (-)/7-AAD (-), 

erken apoptotik hücreler FITC (+)/7-AAD (–) ve geç apoptotik veya nekrotik hücreler      

FITC (+) / 7-AAD (+) olarak ayırt edilir. 

 Annexin V için ölüm olan Konsantrasyonlarda çalıĢma yapıldı.  

 Besiyeri aspire edildi, hücreler 300 µl PBS ile yıkandı. PBS aspire edildi.  

 50 µl tripsin eklendi ve 37
o
C’de %5 CO2’li inkübatörde 3 dakika inkübe edildi. 

 Tripsin inhibisyonu için besiyeri eklendi ve pipetaj yapılarak ve ependorf tüpüne alındı.  

 +4 ºC’de 1200 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi.  

 Pelette 25 µl süpernatant kalacak Ģekilde supernatant uzaklaĢtırıldı.  

 100 µl Annexin V reagent solüsyonu ilave edilerek, 20 dakika oda koĢullarında 

inkübasyona bırakıldı.  

 150 µL deiyonize su ilave edilerek Muse cell analyzer cihazında ölçüm yapıldı. 

 

 

3.4. Ġstatistiksel Analizler 

 

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi için SPSS 18 hazır paket programı kullanıldı. 

Gruplara tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar ortalama ± standart sapma 

olarak verildi. Gruplar arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için  

F-Testi uygulandı ve test sonuçları Ekler bölümünde gösterildi. Post-Hoc analizi için, Duncan 

Çoklu KarĢılaĢtırma testi istatistiksel analizler sonucunda belirlenen genel bir anlamlılık 

olması durumunda hangi karĢılaĢtırmaların anlamlı bir fark gösterdiğini bulmak amacıyla 

uygulandı. Tüm çalıĢmalar % 95 güven aralığı baz alınarak gerçekleĢtirilmiĢ olup, p<0,05 

değeri anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

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

Hücrelerinde Sitotoksisite, Proliferasyon Üzerine Etkileri 

 

ÇalıĢmada öncelikle D vitamini (D), α-Linolenik Asit+D vitamini (ALA+D) ve         

α-Linolenik Asit (ALA) konsantrasyonlarının SW480 hücrelerinin canlılığı üzerinde etkisinin 

olup olmadığını ortaya çıkarmak amacıyla WST-1 testi yapılmıĢtır. SW480 hücre hattı 

üzerine her konsantrasyon için 3 tekrarlı olacak Ģekilde 3 farklı zamanda uygulanan D, ALA 

ve ALA+D konsantrasyonları için 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyonlar sonunda WST-1 testi 

yapılmıĢtır. 

96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 7x10
3
 hücre olacak Ģekilde SW480 hücreleri 

alınarak Tablo 3’te belirtilen D, ALA ve ALA+D konsantrasyonlarından oluĢan gruplar 24, 

48 ve 72 saat süresince 37° C’ de, % 5 CO2 içeren ortamda inkübe edilmiĢtir. Bölüm 

3.3.5.1.’de anlatıldığı gibi WST-1 testi protokolü uygulanmıĢtır. Yapılan test 3 kere 

tekrarlanıp D, ALA ve ALA+D konsantrasyonları ile muamele edilen hücrelerin absorbans 

değerleri her biri için Hücre+Besiyeri+Çözücü içeren kontrol grubu ile normalize edilmiĢtir.  

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonrasında KONTROL (Besiyeri+Hücre) grubu, D 

vitamini kontrol grubu DMSO (Hücre+Besiyeri+DMSO), ALA+D kontrol grubu 

ETANOL+DMSO (Hücre+Besiyeri+ETANOL+DMSO) ve ALA kontrol grubu ETANOL 

(Hücre+Besiyeri+ETANOL) için elde edilen % Canlılık değerleri Tablo 4 ve ġekil 3’te 

verilmiĢtir.  

Tablo 4. 24, 48 ve 72 saatlik ölçümlerde Kontrol grubu, DMSO, ETANOL+DMSO ve 

ETANOL için ortalama % Canlılık ve % standart sapma değerleri (n=9) 

Çözücüler 

% Canlılık 

24 48 72 

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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ġekil 3. SW480 hücrelerinin KONTROL grubu, DMSO, ETANOL+DMSO ve ETANOL ile 

24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen % Canlılık değerleri (n=9) 

DMSO’nun D vitamini 0,01µM konsantrasyonundaki maksimum miktarı %1 olup, 

kuyucuğa eklendiğinde büyüme besiyerindeki maksimum miktarı yaklaĢık % 0,1 olarak 

hesaplanmıĢtır. ETANOL’ün ALA’nın 0,3 konsantrasyonundaki maksimum miktarı % 3 olup, 

kuyucuğa eklendiğinde büyüme besiyerindeki maksimum miktarı yaklaĢık % 0,3 olarak 

hesaplanmıĢtır.  

Bu çalıĢmada KONTROL grubu ve çözücülerin ortalama canlılık ve standart sapma 

değerleri incelendiğinde KONTROL ve çözücüler için istatistiksel hesaplamalarda aĢağıdaki 

kabuller ile yapılmıĢtır. 

KONTROL grubu Besiyeri+Hücre’den oluĢmuĢ olup, besiyeri veya hücreden 

kaynaklanabilecek bulaĢmaların takibi ve hücrelerin normal koĢullardaki çoğalma miktarını 

göstermektedir. 

KONTROL grubu ile çözücülerden DMSO’nun ortalama Canlılık değerleri 

karĢılaĢtırıldığında DMSO’nun 24 saatlik değeri % 99,9 olacak Ģekilde KONTROL grubuna 

yakınlık gösterirken, 48 ve 72 saatlerinin KONTROL grubuna göre % 128,5 yüksek olduğu 

görülmüĢtür. DMSO ve D vitamininin konsantrasyonları incelendiğinde gerek invert 

mikroskop görüntülerinde ve gerekse absorbans değerlerinde benzer yükselmeler tespit 

edilmiĢ olup, DMSO ile D vitamini konsantrasyonları arasında bir korelasyon olduğu 

görülmektedir. Bu sebeple, D vitamini konsantrasyonları için kullanılan çözücü DMSO’nun 

etkileri sıfır alınmıĢ ve DMSO, D vitamini konsantrasyonları için kontrol grubu olarak kabul 

edilmiĢtir. 
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KONTROL grubu ile çözücülerden ETANOL+DMSO’nun ortalama Canlılık değerleri 

karĢılaĢtırıldığında ETANOL+DMSO’nun 24, 48 ve 72 saatlik Canlılık değerleri kontrol 

grubuna göre %88,1, % 94,8 ve % 104,6 olduğu görülür. ETANOL+DMSO ve ALA+D 

Konsantrasyonları incelendiğinde gerek invert mikroskop görüntülerinde ve gerekse 

absorbans değerlerinde KONTROL grubu yakınlık görülmektedir. ALA+D konsantrasyonları 

için kullanılan çözücü ETANOL+DMSO’nun etkileri sıfır alınmıĢ ve ETANOL+DMSO, 

ALA+D konsantrasyonları için kontrol grubu olarak kabul edilmiĢtir.  

KONTROL grubu ile çözücülerden ETANOL’ün ortalama Canlılık değerleri 

karĢılaĢtırıldığında ETANOL’ün 24, 48 ve 72 saatlik değerleri sırasıyla % 88,1, % 89,2 ve     

% 107,5 olduğu görülmüĢ olup, ETANOL ve ALA konsantrasyonları incelendiğinde gerek 

invert mikroskop görüntülerinde ve gerekse absorbans değerlerinde KONTROL grubu 

yakınlık görülmektedir. Bu sebeple ALA konsantrasyonları için kullanılan çözücü 

ETANOL’ün etkileri sıfır kabul edilmiĢ ve ETANOL, ALA konsantrasyonları için kontrol 

grubu olarak kabul edilmiĢtir. 

 

 

4.1.1. Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinin WST-1 ile Analizi 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre % Canlılık ve standart sapma değerleri 

hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar % Ortalama 

Canlılık ± Standart Sapma olarak Tablo 5 ve ġekil 3’te verilmiĢtir.  

Tablo 5. 24, 48 ve 72 saatlik ölçümlerde D vitamini uygulamaları için ortalama % Canlılık ve 

% standart sapma değerleri (n=9) 

Saat Konsantrasyon (µM) Ortalama Standart Sapma 

24 

DMSO 100,0 0,00 

0,001 123,1 4,20 

0,005 86,3 9,35 

0,01 76,3 8,70 

48 

DMSO 100,0 0,00 

0,001 106,2 13,15 

0,005 85,5 0,35 

0,01 69,6 0,20 

72 

DMSO 100,0 0,00 

0,001 96,0 12,40 

0,005 90,6 18,83 

0,01 85,4 16,46 
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ġekil 3. SW480 hücrelerinin D vitamini ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen % 

Canlılık değerleri (n=9) 

Elde edilen WST-1 analizi verilere göre 0,001 µM konsantrasyonu için % Canlılığın 

24 saatlik ölçümde maksimum düzeyde artarak% 123,1 olduğunu, 48 saatlik ölçümde 

azalarak % 106,2’ye düĢtüğü ve 72 saatlik ölçümde düĢmeye devam ederek % 96 olarak 

ölçülmüĢtür. Bu durum 0,001 µM gibi düĢük D vitamini değerinde ilk 24 saat için diğer 

konsantrasyonlardan farklı olarak Canlılık değeri ve dolayısıyla hücre proliferasyonu DMSO 

kontrol grubundan daha fazla artıĢ göstermektedir. 0,005 µM ve 0,01 µM konsantrasyonları 

için konsantrasyon arttıkça Canlılık ve dolayısıyla hücre proliferasyonu DMSO kontrol 

grubuna göre daha düĢük olmaktadır. 

Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonu gruplarına ait % Ortalama  

Canlılık değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-testi 

uygulanmıĢ olup, Gruplar ve p değerleri Tablo 6’da gösterilmiĢtir.  

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

interaksiyonu grupları için p değerleri 

Grup p Değeri 

Saat 0,326 

Konsantrasyon <0,001 

Saat * Konsantrasyon 0,064 
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Grupların etkileri istatistiksel olarak incelendiğinde; 

Saat*Konsantrasyon interaksiyonu için p değeri 0,064 bulunmuĢtur. Bu değer p>0,05 

olduğu için Saat*Konsantrasyon interaksiyonu istatistiksel farklılığı önemli değildir. 

Saat grubu için p değeri 0,326 bulunmuĢtur. Bu değer p>0,05 olduğu için Saat 

grubunun istatistiksel farklılığı önemli değildir, Hücre canlılığı ve proliferasyonu inkübasyon 

süresine bağlı değildir. 

Konsantrasyon grubu için, istatistiksel farklılığı oldukça anlamlıdır (p<0,001). 

Konsantrasyon grubu için Konsantrasyon arttıkça hücre canlılığındaki azalıĢ, ġekil 4’te 

görülmektedir. Konsantrasyon arttıkça hücre canlılığının ve proliferasyonunun azalmakta 

olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,05).   

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon grupları 

arasındaki ortalama % Canlılık değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup,      

Tablo 7’de gösterilmiĢtir.  

Tablo 7. D vitamini uygulamaları ve % Canlılık ± Standart Sapma (n=9) 

Konsantrasyon (µM) %Canlılık±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 farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre; 

DMSO ile 0,001 µM konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak farklılık 

bulunmamaktadır. DMSO ile 0,005 µM ve 0,01 µM D vitamini konsantrasyonları arasında 

istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 0,001 µM konsantrasyonu ile 0,005 µM ve 0,01 µM 

konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 0,005 µM konsantrasyonu ile 

0,01 µM Konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır (p<0,05). 
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D vitamini konsantrasyonu arttıkça 72 saat sonrasında elde edilen hücre canlılığı  

değeri % 77,10 olup, standart sapma değeri % 11,58 olarak bulunmuĢ olup, IC50 değeri tespit 

edilememiĢtir. 

D vitamini Uygulamalarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleri Resim 12’de 

görülmekte olup, Hücre sayısı konsantrasyon arttıkça azalmakta olup, istatistiksel sonuçları 

desteklemektedir. Dahası Konsantrasyon artıĢı ile birlikte hücrelerin morfolojik yapısı 

bozularak hücreler geniĢlemiĢ gibi görünmektedir. 

 

Resim 12. D vitamini uygulamalarının 72 Saatlik hücre kültürü görüntüleri 

 

 

4.1.2. Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinin WST-1 ile 

Analizi  

 

SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit (ALA) konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat 

muamelesi sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre, % Canlılık ve standart sapma 

değerleri hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar % 

Ortalama Canlılık ± Standart Sapma olarak Tablo 8 ve ġekil 4’te verilmiĢtir.  
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Tablo 8. 24, 48 ve 72 saatlik ölçümlerde ALA uygulamaları için % ortalama canlılık ve 

standart sapma değerleri (n=9) 

  Saat 

Konsantrasyon (µM) 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 cD 86,73 ± 0,64 aD 

0,2 76,53 ± 0,65 bC 71,13 ± 6,61 cC 67,37 ± 2,47 aC 

0,23 76,57 ± 1,70 bC 79,37 ± 4,51 cC 59,47 ± 1,66 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 farklı olan sütunların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

**A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

ġekil 4. SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen % canlılık değerleri (n=9) 

SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasında 

konsantrasyon arttıkça hücre canlılığının ve proliferasyonunun azaldığı görülmektedir. 0,25 

µM için 72 saatlik hücre canlılığı değeri % 36,36 olarak bulunmuĢtur, IC50 değeri 0,25 µM 

olup, 72 saattir. Konsantrasyon ve Saat arttıkça, hücre canlılığı ve proliferasyonundaki 

azalıĢın oldukça belirgin olduğu ġekil 4’te görülmektedir. 

Saat,  Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonu gruplarına ait ortalama % 

Canlılık değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi 

uygulanmıĢ olup, Gruplar ve p değerleri Tablo 9’da gösterilmiĢtir.  
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Tablo 9. α-Linolenik Asit Uygulamalarında Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon 

interaksiyonu Grupları için p değerleri 

Grup p Değeri 

Saat <0,001 

Konsantrasyon <0,001 

Saat * Konsantrasyon <0,001 

Grupların etkileri istatistiksel olarak incelendiğinde, Saat*Konsantrasyon 

interaksiyonu için p<0,001olup, Saat*Konsantrasyon interaksiyonu için istatistiksel farklılığın 

anlamlı olduğunu göstermektedir. Konsantrasyon miktarı arttıkça ve inkübasyon süresindeki 

artıĢa bağlı olarak hücre canlılığı ve dolayısıyla hücre proliferasyonu ETANOL kontrol 

grubuna göre daha fazla azalmaktadır (p<0,05). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon*Saat 

interaksiyonu ile % Ortalama Canlılık için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ olup 

Tablo 8’de gösterilmiĢtir.  

ALA uygulamalarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleri Resim 13’te görülmekte 

olup, konsantrasyon artıĢı ile birlikte hücrelerin morfolojik yapısı bozularak uzamalar 

görülmekte ve hücre canlılığı konsantrasyon arttıkça azalmaktadır. 

 

Resim 13. α-Linolenik Asit uygulamalarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleri 
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4.1.3. Farklı α-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinin 

WST-1 ile Analizi  

 

Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar % Ortalama Canlılık ± 

Standart Sapma olarak verilmiĢtir. SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile 24, 48 

ve 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre % Canlılık ve standart 

sapma değerleri hesaplanmıĢ olup, Tablo 10, ġekil 5’te verilmiĢtir. 

Tablo 10. 24, 48 ve 72 saatlik ölçümlerde ALA+D uygulamaları için ortalama % Canlılık ve 

% standart sapma değerleri (n=9) 

  Saat 

Konsantrasyon  

(µM-µM) 
24 48 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 ± 5,81 bGH 87,53 ± 9,27 aGH 115,53 ± 4,42 bGH 

0,1-0,01 115,13 ± 10,03 bI 117,50 ± 4,49 aI 111,73 ± 9,14 bI 

0,2-0,001 123,60 ± 7,53 bI 112,07 ± 4,14 aI 115,67 ± 1,80 bI 

0,2-0,005 125,87 ± 9,40 bJ 101,40 ± 8,32 aJ 149,83 ± 7,80 bJ 

0,2-0,01 101,50 ± 16,59 bH 100,83 ± 13,42 aH 110,03 ± 11,50 bH 

0,23-0,001 79,17 ± 11,98 bE 66,70 ± 2,48 aE 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 aE 77,37 ± 8,19 bE 

0,25-0,005 78,67 ± 11,63 bE 68,33 ± 6,94 aE 61,63 ± 5,87 bE 

0,25-0,01 72,13 ± 12,84 bD 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 bC 

0,3-0,005 15,70 ± 7,31 bB 13,93 ± 7,99 aB 26,47 ± 3,76 bB 

0,3-0,01 10,53 ± 5,15 bA 13,63 ± 2,34 aA 7,20 ± 1,21 bA 

 

*a, b simgeleri birbirlerinden farklı olan  sütunların  istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

**A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 
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ġekil 5. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen % Canlılık değerleri (n=9) 

SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi 

sonrasında D vitamini ile birlikte ALA’nın düĢük konsantrasyonları olan 0,1 ve 0,2 µM 

konsantrasyonları için hücre canlılığında bir artıĢ gözlenmekte iken, ALA konsantrasyonu 

arttıkça hücre canlılığı azalmakta olup, Tablo 10 ve ġekil 5’te görülmektedir.  

0,23-0,01 µM için 72 saatlik % Canlılık değeri % 54,5 olarak bulunmuĢtur, 0,25-0,01 

µM için 48 ve 72 saatlik Canlılık değerleri sırasıyla  % 55,9, % 39,2 olarak bulunmuĢtur, 0,3-

0,001 µM için  24, 48 ve 72 saatlik Canlılık değerleri sırasıyla % 51,3, % 28,7 ve % 39,2  

olarak tespit edilmiĢ olup,  IC50 değeri 0,25-0,01 µM olup, 72 saat olarak tespit edilmiĢtir. 

Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon interaksiyonugruplarına ait ortalama % 

Canlılık değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-testi 

uygulanmıĢ olup, Gruplar ve p değerleri Tablo 11’de gösterilmiĢtir.  

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

%
 C

a
n

lı
lı

k
 

α-Linolenik Asit - D Vitamini Konsantrasyonları ( µM-µM) 

24

48

72



51 

 

Tablo 11. ALA+D uygulamalarında Saat, Konsantrasyon ve Saat*Konsantrasyon 

interaksiyonu Grupları için p değerleri 

Grup p Değeri 

Saat <0,001 

Konsantrasyon <0,001 

Saat * Konsantrasyon <0,001 

Grupların etkileri istatistiksel olarak incelendiğinde, Saat*Konsantrasyon 

interaksiyonu için p<0,001bulunmuĢ olup, Saat*Konsantrasyon interaksiyonu için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğunu tespit edilmiĢtir (p<0,001). Konsantrasyon miktarı arttıkça ve 

inkübasyon süresindeki artıĢa bağlı olarak, hücre canlılığı ve dolayısıyla hücre proliferasyonu 

ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre daha fazla azalmaktadır (p<0,05). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile ALA+D Konsantrasyonları 

için Saat*Konsantrasyon interaksiyonu ile ortalama % Canlılık için istatistiksel olarak farklar 

anlamlı bulunmuĢ olup Tablo 10’da gösterilmiĢtir.  

ALA+D uygulamalarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleri Resim 14’te görülmekte 

olup, konsantrasyon artıĢı ile birlikte hücrelerin morfolojik yapısı bozularak uzamalar 

görülmekte ve hücre miktarı konsantrasyon arttıkça azalmaktadır. Hücre yapısındaki 

bozulmalar Resim 13’teki ALA konsantrasyonlarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleriyle 

benzer olduğu görülmektedir. Bu durum ALA konsantrasyonlarının, D konsantrasyonlarından 

daha etkin olduğunu göstermektedir. 
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Resim 14. ALA+D uygulamalarının 72 saatlik hücre kültürü görüntüleri 
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4.1.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının WST-1 Testi Sonuçlarının 

KarĢılaĢtırılması 

 

WST-1 analizi sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA uygulamaları karĢılaĢtırılması 

ġekil 6’da gösterilmektedir.  

 

ġekil 6. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları 24, 48 ve 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen % Canlılık değerleri (n=9) 

ALA+D konsantrasyonları bir arada kullanıldığında düĢük ALA konsantrasyonları 

(0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 µM-µM) için % canlılık 

değerlerinde D konsantrasyonları ve ALA konsantrasyonlarından farklı olarak artıĢ 

gözlenirken, yüksek ALA konsantrasyonları (0,3-0,001, 0,3-0,005 ve 0,3-0,01 µM-µM) için 

% Canlılığın ALA konsantrasyonlarından daha düĢük olduğu ġekil 6’da görülmektedir. Hücre 

canlılığının inhibisyonunun daha çok ALA’nın etkisiyle olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

 

4.2. Apoptozis Analizi 

 

D, ALA+D ve ALA’nın ölüm olan konsantrasyonlarda apoptozis analizi Annexin V 

(Invitrogen, Camarillo,- CA) floresan izotiyosiyanat (FITC) boyama yöntemi ile yapıldı.  
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4.2.1. D Vitamini Konsantrasyonlarında SW480 hücrelerinin Apoptozis Analizi 

 

WST-1 analizi sonuçlarına göre; çalıĢmada kullanılan konsantrasyonların en büyüğü 

olan 0,01 µM D vitamini konsantrasyonu için 72 saatlik inkübasyon sonrası elde edilen 

ortalama canlılık değeri % 77,10 olup, IC50 değeri tespit edilememiĢtir. Bu duruma istinaden 

SW480 hücrelerinde apoptoz ölçümü için DMSO ve çalıĢmada kullanılan en yüksek D 

vitamini konsantrasyonu olan 0,01 µM D konsantrasyonu için Annexin V analizi yapılmıĢ ve 

sonuçları ġekil 7’de gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 7. SW480 hücrelerinin DMSO ve 0,01 µM D konsantrasyonu ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen apoptoz değerleri 

DMSO kontrol grubunda yaĢam oranı % 89,55 iken, 0,01 µM konsantrasyonu için % 

62,60 bulunmuĢtur. DMSO kontrol grubuna göre apoptotik ölüm sürecinin erken evreleri 

değerinin % 2,75’ten % 33,00’a çıktığı tespit edilmiĢtir. Toplam ölüm oranı % 36,95 olarak 

hesaplanmıĢtır. 
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4.2.2. α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında SW480 hücrelerinin Apoptozis Analizi 

 

WST-1 analizi sonuçlarına göre; SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit 

konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrası elde edilen verilere göre; 0,25 µM 

için 72 saatlik ortalama canlılık değeri %36,36 olarak bulunmuĢtur,  IC50 konsantrasyonu 0,25 

µM olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Bu duruma istinaden SW480 hücrelerinin ALA 

konsantrasyonları ile muamelesinde apoptoz ölçümü için ETANOL kontrol grubu ile IC50 

konsantrasyonu olan 0,25µM ALA konsantrasyonu için Annexin V analizi sonuçları ġekil 

8’de gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 8. SW480 hücrelerinin ETANOL ve 0,25 µM ALA konsantrasyonu ile 72 saat 

muamelesi sonrasında ölçülen apoptoz değerleri 

ETANOL kontrol grubunda yaĢam oranı % 90,50 iken, 0,25 µM konsantrasyonu için  

% 29,95 bulunmuĢtur. ETANOL kontrol grubuna göre apoptotik ölüm sürecinin erken 

evreleri değerinin % 4,60’dan % 67,25’e çıktığı tespit edilmiĢtir. Toplam ölüm oranı % 70,05 

olarak hesaplanmıĢtır. 
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4.2.3. α-Linolenik Asit-D vitamini Konsantrasyonlarında SW480 hücrelerinin Apoptozis 

Analizi 

 

WST-1 analizi sonuçlarına göre; SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit+D vitamini 

konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrası elde edilen verilere göre; 0,25-0,01 

ALA+D konsantrasyonu için 72 saatlik ortalama canlılık değeri % 39,2 olarak tespit edilmiĢ 

olup,  IC50 konsantrasyonu 0,25-0,01 (µM-µM) olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Bu duruma 

istinaden SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile muamelesinde apoptoz ölçümü 

için ETANOL+DMSO kontrol grubu ile IC50 konsantrasyonu olan 0,25-0,01 (µM-µM) 

ALA+D konsantrasyonu için Annexin V analizi sonuçları ġekil 9’da gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 9. SW480 hücrelerinin ETANOL+DMSO ve 0,25-0,01 (µM-µM) ALA+D 

konsantrasyonu ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen apoptoz değerleri 
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ETANOL+DMSO kontrol grubunda yaĢam oranı % 92,90 iken, 0,25-0,01 (µM-µM) 

ALA+D konsantrasyonu için  % 48,70 bulunmuĢtur. ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre 

apoptotik ölüm sürecinin geç evreleri değerinin % 3,65’ten, % 29,10’a çıktığı tespit edilmiĢtir. 

ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre apoptotik ölüm sürecinin erken evreleri değerinin % 

2,70’den, % 19,25’e çıktığı tespit edilmiĢtir. Toplam ölüm oranı % 48,35 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

 

 

4.3. Total Protein Miktarlarının Belirlenmesi 

 

ÇalıĢmada çeĢitli D vitamini, α-Linolenik Asit+D vitamini ve α-Linolenik Asit 

konsantrasyonlarının SW480 hücrelerinin total (toplam) protein miktarı üzerinde etkisinin 

olup olmadığını ortaya çıkarmak amacıyla BCA total protein tayini yapılmıĢtır. SW480 hücre 

hattı üzerine her konsantrasyon için 2 tekrarlı olacak Ģekilde uygulanan D vitamini, 

Dvitamini+Linolenik Asit ve Linolenik Asit konsantrasyonları için 72 saatlik inkübasyonlar 

sonunda BCA Total Protein miktarları belirlenmiĢtir. 

24 kuyucuklu plaklara her kuyucukta 2,8x10
4 

hücre olacak Ģekilde SW480 hücreleri 

alınarak Tablo 3’te belirtilen D vitamini, α-Linolenik Asit+D vitamini ve α-Linolenik Asit 

konsantrasyonlarından oluĢan gruplar 72 saat süresince 37° C’ de, %5 CO2 içeren ortamda 

inkübe edilmiĢtir. Bölüm 3.3.4.2 ve 3.3.5.2.’de anlatıldığı gibi BCA total protein ön iĢlemleri 

ve protokolü uygulanmıĢtır. Yapılan test D vitamini, α-Linolenik Asit+D vitamini ve            

α-Linolenik Asit konsantrasyonları ile muamele edilen hücrelerin absorbans değerleri her biri 

için Hücre+Besiyeri+Çözücü içeren kontrol grubu ile normalize edilmiĢtir.  

 

 

4.3.1. Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinde Total Protein 

Miktar Tayini 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama toplam protein miktarı ve standart sapma 

değerleri hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar 

Ortalama Toplam (Total) Protein Miktarı ve Standart Sapma olarak Tablo 12 ve ġekil 10’da 

verilmiĢtir. 
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Tablo 12. 72 saatlik ölçümlerde D vitamini uygulamaları için ortalama toplam protein miktarı 

ve standart sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) Ortalama Toplam Protein Miktarı (µg/ml) 

DMSO 895,0 ± 48,1 C 

0,001 901,0 ± 48,4 C 

0,005 847,0 ± 45,8 B 

0,01 800,0 ± 40,9 A 

 

*A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

ġekil 10. SW480 hücrelerinin D vitamini ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen ortalama 

toplam protein miktarı değerleri 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama toplam protein miktarı değerleri arasındaki farkın 

anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. 

Konsantrasyon grubu için konsantrasyon arttıkça toplam protein miktarındaki azalıĢ 

ġekil 10’da görülmektedir. p<0,001 olduğu için, Konsantrasyon grubunun istatistiksel 

farklılığının anlamlı olduğunu tespit edilmiĢ olup, Konsantrasyon arttıkça toplam protein 

miktarı azalmaktadır (p<0,001). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon grupları 

arasındaki ortalama toplam protein miktarı değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ 

olup Tablo 12’de gösterilmiĢtir.  
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Ortalama toplam protein miktarı değerleri için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi 

sonuçlarına göre (p<0,05); DMSO ile 0,001 µM konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak 

farklılık bulunmamaktadır. DMSO ile 0,005 µM ve 0,01 µM D vitamini konsantrasyonları 

arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 0,001 µM konsantrasyonu ile 0,005 µM ve 0,01 

µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 0,005 µM konsantrasyonu 

ile 0,01 µM Konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.3.2. Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinde Total Protein 

Miktar Tayini 

 

SW480 hücrelerinin ALA konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

absorbans değerlerine göre ortalama toplam protein miktarı ve standart sapma değerleri 

hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama Toplam 

protein Miktarı ve Standart Sapma olarak Tablo 13 ve ġekil 11’de verilmiĢtir.  

Tablo 13. 72 saatlik ölçümlerde ALA uygulamaları için ortalama toplam protein miktarı ve 

standart sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) Ortalama Toplam Protein Miktarı (µg/ml) 

ETANOL 1026,0 ± 12,7 D 

0,1 618,5 ± 4,9 C 

0,2 485,0 ± 0,0 BC 

0,23 453,5 ± 19,1 B 

0,25 378,5 ± 94,0 B 

0,3 207,0 ± 99,0 A 

 

*A, B, C, D simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 
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ġekil 11. SW480 hücrelerinin ALA ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen ortalama toplam 

protein miktarı değerleri 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama toplam protein miktarı değerleri arasındaki farkın 

anlamlı olup olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. 

Konsantrasyon grubu için konsantrasyon arttıkça toplam protein miktarındaki azalıĢ 

oldukça belirgin olup, ġekil 11’de görülmektedir. Konsantrasyon grubunun istatistiksel 

farklılığının oldukça anlamlı olduğunu belirlenmiĢ olup, p<0,001 olarak tespit edilmiĢtir. 

Konsantrasyon arttıkça toplam protein miktarı belirgin bir Ģekilde azalmaktadır (p<0,001). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon grupları 

arasındaki ortalama toplam protein miktarı değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ 

olup Tablo 13’te gösterilmiĢtir.  

Ortalama toplam protein miktarı değerleri için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi 

sonuçlarına göre (p<0,05);   

ETANOL kontrol grubu ile bütün ALA konsantrasyonlar arasındaki istatistiksel olarak 

fark anlamlıdır. 0,3 µM ile bütün ALA konsantrasyonları istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 

0,1µM ile 0,2 µM ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamakta 

olup, 0,1 µM Konsantrasyonu ile diğer bütün ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak fark anlamlıdır. 0,2, 0,23 ve 0,25 µM ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır (p<0,05). 
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4.3.3. Farklı α-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarında SW480 Hücrelerinde 

Total Protein Miktar Tayini  

 

Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama Toplam protein 

Miktarı ve Standart Sapma olarak verilmiĢtir. SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları 

ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama toplam protein 

miktarı ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ olup, Tablo14 ve ġekil 12’de verilmiĢtir. 

Tablo 14. 72 saatlik ölçümlerde ALA+D uygulamaları için ortalama toplam protein miktarı 

ve standart sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM- µM) Ortalama Toplam Protein Miktarı ± Standart Sapma 

ETANOL+DMSO 1029 ± 26,2 FG 

0,1-0,001 1160 ± 167,5 G 

0,1-0,005 1022 ± 0,0 FG 

0,1-0,01 1355 ± 158,4 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 ± 29,5 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 ± 55,5 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 farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 
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ġekil 12. SW480 hücrelerinin ALA+D ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen ortalama 

toplam protein miktarı değerleri 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon grupları 

arasındaki ortalama toplam protein miktarı değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ 

olup Tablo 14’te gösterilmiĢtir.  

Ortalama toplam protein miktarı değerleri için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi 

sonuçlarına göre (p<0,05);   

0,3-0,01 µM-µM konsantrasyonu ile bütün ALA+D konsantrasyonları arasındaki 

istatistiksel fark anlamlıdır. 0,3-0,005, 0,25-0,001, 0,23-0,005 ve 0,25-0,01 µM-µM 

konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamakta olup, 0,3-0,05 µM-µM 

konsantrasyonu ile diğer bütün ALA+D konsantrasyonları arasındaki istatistiksel fark 

anlamlıdır.  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 

µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 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 µM-µM 

konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 0,2-0,005 ve 0,2-

0,001 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 

ETANOL+DMSO, 0,2-0,001 ve 0,1-0,005 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır. ETANOL+DMSO, 0,1-0,005, 0,1-0,001 ve 0,2-0,01       

µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamakta olup, diğer 
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bütün ALA+D konsantrasyonları arasındaki istatistiksel fark anlamlıdır. 0,2-0,01 ve 0,1-0,01 

µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır (p<0,05). 

 

 

4.3.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının Total Protein Tayini Sonuçlarının 

KarĢılaĢtırılması 

 

Toplam protein analizi sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA uygulamaları karĢılaĢtırılması 

ġekil 13’te gösterilmektedir.  

 

ġekil 13. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen toplam protein değerleri  

ALA+D konsantrasyonları bir arada kullanıldığında özellikle düĢük ALA 

konsantrasyonları (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 µM-µM) için 

toplam protein miktarında D konsantrasyonları ve ALA konsantrasyonlarından farklı olarak 

toplam protein miktarlarında artıĢ belirlenmiĢtir. 
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4.4. MDA Analizi 

 

 

4.4.1. SW480 Hücrelerinin Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında MDA Analizi 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama MDA ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar ortalama MDA ± Standart 

Sapma olarak Tablo 15 ve ġekil 14’te verilmiĢtir. 

Tablo 15. SW480 hücrelerinin D vitamini uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen MDA ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) 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 büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

ġekil 14. SW480 hücrelerinin D vitamini uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen MDA değerleri (n=2) 
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Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. 

Konsantrasyon için p<0,001 bulunmuĢ olup, istatistiksel farklılığın anlamlı olduğu 

tespit edilmiĢtir (p<0,001). Farklı konsantrasyon uygulamalarında, MDA miktarındaki 

değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,001).  

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama MDA değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup, 

Tablo 15’te gösterilmiĢtir. MDA değerleri için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına 

göre (p<0,05);  

DMSO ile bütün D vitamini konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark 

anlamlıdır. Bütün D vitamini konsantrasyonlarının birbirleri arasında istatistiksel olarak fark 

anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.4.2. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında MDA Analizi 

 

SW480 hücrelerinin α- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama MDA ve standart sapma değerleri 

hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama MDA 

ve Standart Sapma olarak Tablo 16 ve ġekil 15’te verilmiĢtir. 

Tablo 16. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

MDA ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon(µM) MDA (nmol/mg protein) 

ETANOL 0,91 ± 0,013 A 

0,1 1,43 ± 0,020 B 

0,2 1,75 ± 0,025 C 

0,23 2,13 ± 0,030 D 

0,25 2,77 ± 0,039 E 

0,3 4,43 ± 0,062 F 

 

*A, B, C, D, E, F büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 
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ġekil 15. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

MDA değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,001). Konsantrasyon arttıkça MDA 

düzeylerinde artma olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,001).   

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama MDA değerleri için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ 

olup, Tablo 16’da gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre 

(p<0,05);   

ETANOL ile bütün ALA vitamini dozları arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 

Bütün ALA konsantrasyonlarının birbirleri ile arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

4.4.3. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit+D vitamini Konsantrasyonlarında 

MDA Analizi 

 

SW480 hücrelerinin ALA+D Konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama MDA ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama MDA ve Standart 

Sapma olarak Tablo 17, ġekil 16’da verilmiĢtir.  
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Tablo 17. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen MDA ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM- µM) MDA (nmol/mg protein) 

ETANOL+DMSO 1,04 ± 0,015 E 

0,1-0,001 0,72 ± 0,010 A 

0,1-0,005 0,88 ± 0,012 C 

0,1-0,01 0,77 ± 0,011 B 

0,2-0,001 0,98 ± 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 1,26 ± 0,018 G 

0,23-0,005 1,74 ± 0,024 L 

0,23-0,01 1,23 ± 0,017 F 

0,25-0,001 1,50 ± 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 5,61 ± 0,079 M 

 

*A, B, C, D, E, F büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

ġekil 16. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

MDA değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama MDA değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için istatistiksel 
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farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,001). Konsantrasyon arttıkça, MDA 

düzeylerinde artma olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,001). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile ALA+D konsantrasyonları 

için Konsantrasyon grupları arasındaki ortalama MDA için istatistiksel olarak farklar anlamlı 

bulunmuĢ olup Tablo 17’de gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre 

(p<0,05);   

0,1-0,001 µM-µM ALA+D konsantrasyonu ile 0,2-0,01 µM-µM ALA+D 

konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 0,25-0,005, 0,25-0,01, 

0,3-0,001 ve 0,2-0,005 µM-µM ALA+D konsantrasyonlarının arasında istatistiksel olarak 

farklılık bulunmamaktadır. Diğer bütün ALA+D konsantrasyonlarının aralarındaki fark 

anlamlıdır. ETANOL+ DMSO ile bütün konsantrasyonlar arasındaki fark anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.4.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının MDA Analizi Sonuçlarının 

KarĢılaĢtırılması 

 

MDA sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarının karĢılaĢtırılması ġekil 17’de 

gösterilmektedir.  



69 

 

 

ġekil 17. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen MDA değerleri 

D, ALA+D ve ALA konsantrasyonları için MDA değerleri karĢılaĢtırıldığında bütün D 

konsantrasyonları için DMSO kontrol grubuna göre MDA değerleri artmıĢtır. ALA ve 

ALA+D konsantrasyonları için konsantrasyon arttıkça MDA düzeylerinde artma olduğu tespit 

edilmiĢtir.  

 

 

4.5. NO Analizi 

 

 

4.5.1. SW480 Hücrelerinin Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında NO Analizi 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama NO ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar NO ve Standart Sapma olarak 

Tablo 18 ve ġekil  18’de verilmiĢtir.  
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Tablo 18. SW480 hücrelerinin D vitamini uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen NO ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) NO(nmol/mg protein) 

DMSO 20,20 ± 1,41 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 büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

ġekil 18. SW480 hücrelerinin D vitamini uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen NO değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait NO değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile 

ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır.  

Konsantrasyon için p değeri 0,021 bulunmuĢ olup, istatistiksel farklılık anlamlı 

bulunmuĢtur (p<0,05). Farklı D vitamini konsantrasyonu uygulamalarında, NO miktarındaki 

değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05).  

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama NO değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup 

Tablo 18’de gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);  
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DMSO, 0,01 ve 0,005 µM D vitamini konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak 

fark bulunmamaktadır. 0,001 µM D konsantrasyonu ile bütün D vitamini dozları ve DMSO 

arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.5.2. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında NO Analizi 

 

SW480 hücrelerinin α- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama NO ve standart sapma değerleri 

hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama NO ve 

Standart Sapma olarak Tablo 19 ve ġekil 19’da verilmiĢtir.  

Tablo 19. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

NO ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon(µM) NO (nmol/mg protein) 

ETANOL 13,50 ± 1,41 A 

0,1 27,30 ± 2,85 B 

0,2 31,10 ± 1,41 C 

0,23 33,20 ± 1,51 C 

0,25 50,90 ± 1,41 D 

0,3 87,30 ± 2,42 E 

*A, B, C, D vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

ġekil 19. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

NO değerleri (n=2) 
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Konsantrasyon grubuna ait NO değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile 

ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır.  

Konsantrasyon için p<0,001 bulunmuĢ olup, istatistiksel farklılık anlamlı bulunmuĢtur. 

Konsantrasyon arttıkça NO miktarında artıĢ olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir 

(p<0,001).  

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama NO değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup, 

Tablo 189’da gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);  

0,2 ve 0,23 µM ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark 

bulunmamaktadır. Diğer bütün ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark 

anlamlıdır. ETANOL ve bütün ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak fark 

anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.5.3. SW480 Hücrelerinin α-Linolenik Asit-D vitamini Konsantrasyonlarında NO 

Analizi 

 

SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre NO ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ olup, Tek 

yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama NO ve Standart Sapma olarak 

Tablo 20 ve ġekil 20’de verilmiĢtir.  
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Tablo 20. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen NO ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM- µM) NO (nmol/mg protein) 

ETANOL+DMSO 15,2 ± 1,410 BC 

0,1-0,001 15,1 ± 1,395 BC 

0,1-0,005 20,0 ± 1,410 DE 

0,1-0,01 12,0 ± 0,845 B 

0,2-0,001 18,1 ± 1,410 CD 

0,2-0,005 33,2 ± 2,584 H 

0,2-0,01 13,1 ± 1,410 B 

0,23-0,001 4,4 ± 0,469 A 

0,23-0,005 33,4 ± 1,410 H 

0,23-0,01 24,0 ± 1,014 F 

0,25-0,001 23,4 ± 1,410 F 

0,25-0,005 21,6 ± 1,303 EF 

0,25-0,01 24,8 ± 1,410 F 

0,3-0,001 30,0 ± 1,703 G 

0,3-0,005 6,5 ± 1,410 A 

0,3-0,01 124,9 ± 27,177 J 

 

*A, B, C vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

ġekil 20. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

NO değerleri (n=2) 
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Konsantrasyon grubuna ait ortalama NO değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,001).  

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama NO değerleri için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ 

olup Tablo 20’de gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);   

0,23-0,001 µM-µM konsantrasyonu ile 0,3-0,005 µM-µM konsantrasyonu arasında 

istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. ETANOL+DMSO, 0,1-0,01, 0,2-0,01,          

0,1-0,001 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır.  

ETANOL+DMSO, 0,2-0,001 ve 0,1-0,001 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır. 0,1-0,005 ve 0,25-0,005 µM-µM konsantrasyonları 

arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 0,25-0,005, 0,25-0,001, 0,23-0,01, 

0,25-0,01 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. 

0,2-0,005 ve 0,23-0,005 µM-µM konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık 

bulunmamaktadır. 0,3-0,001 µM-µM konsantrasyonu ile bütün ALA+D konsantrasyonları ve 

ETANOL+DMSO arasında istatistiksel olarak fark anlamlıdır. 0,3-0,01 µM-µM 

konsantrasyonu ile bütün ALA+D konsantrasyonları ve ETANOL+DMSO arasında 

istatistiksel olarak fark anlamlıdır. Diğer bütün konsantrasyonların aralarındaki fark 

anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.5.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının NO Analizi Sonuçlarının 

KarĢılaĢtırılması 

 

NO sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA konsantrasyonları karĢılaĢtırılması ġekil 

21’de gösterilmektedir.  
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ġekil 21. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen NO değerleri 

0,001 µM D konsantrasyonunda NO, DMSO kontrol grubuna göre artmıĢ olup, diğer 

konsantrasyonlarda DMSO kontrol grubu ile aynı düzeydedir. ALA+D konsantrasyonları için 

düĢük ALA konsantrasyonlarında NO, ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre daha az 

miktarda olup, yüksek ALA konsantrasyonlarında ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre 

artıĢ göstermektedir. ALA konsantrasyonları için konsantrasyon arttıkça NO değerlerinin 

artmakta olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

 

4.6.  GPx Analizi 

 

 

4.6.1. SW480 Hücrelerinin Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında GPx Analizi 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini Konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama GPx ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama GPx ve Standart 

Sapma olarak Tablo 21 ve ġekil 22’de verilmiĢtir.  
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Tablo 21. SW480 hücrelerinin D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen GPx 

± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) GPx(mU/mg protein) 

DMSO 5,4 ± 0,5 A 

0,001 10,7 ± 1,1 B 

0,005 11,4 ± 1,2 B 

0,01 6,0 ± 0,6 A 

 

*A, B vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

 

ġekil 22. SW480 hücrelerinin D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen GPx 

değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait GPx değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile 

ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için p değeri 0,026 

bulunmuĢtur. Bu değer p<0,05 olup, Farklı konsantrasyon uygulamalarında, GPx 

miktarındaki değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama GPx değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup 

Tablo 21’de gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05); 

DMSO ve 0,01µM D vitamini konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak farklılık 

bulunmamaktadır. 0,001 ve 0,005 µM D vitamini konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır. DMSO ile 0,001 ve 0,005 µM D vitamini konsantrasyonları 

arasında istatistiksel olarak farklılık anlamlıdır. 0,01 µM D vitamini konsantrasyonu ile 0,001 

ve 0,005 µM D vitamini konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık anlamlıdır. 

(p<0,05). 
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4.6.2. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında GPx Analizi 

 

SW480 hücrelerinin α- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama GPx ve standart sapma değerleri 

hesaplanmıĢ olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama GPx ve 

Standart Sapma olarak Tablo 22 ve ġekil 23’te verilmiĢtir.  

Tablo 22. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

GPx ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon(µM) GPx (mU/mg protein) 

ETANOL 23,5 ± 2,4 A 

0,1 93,6 ± 9,5 C 

0,2 119,4 ± 12,2 D 

0,23 53,2 ± 5,4 B 

0,25 216,7 ± 22,1 E 

0,3 372,9 ± 38,0 F 

 

*A,B,C vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

ġekil 23. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

GPx değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait GPx değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile 

ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır.  

Konsantrasyon için p<0,001 bulunmuĢ olup, istatistiksel farklılık anlamlı bulunmuĢtur. 

Konsantrasyon arttıkça GPx miktarında artıĢ olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir 

(p<0,001).  
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Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon grupları 

arasındaki ortalama GPx değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup, Tablo 22’de 

gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05); 

ETANOL ve bütün ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık 

anlamlıdır. Bütün ALA konsantrasyonlarının aralarında istatistiksel olarak farklılık anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

4.6.3. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit-D Vitamini Konsantrasyonlarında 

GPx Analizi 

 

SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama GPx ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama GPx ve Standart 

Sapma olarak Tablo 23, ġekil 24’te verilmiĢtir.  

Tablo 23. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen GPx ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM- µM) GPx (mU/mg protein) 

ETANOL+DMSO 9,4 ± 1,0 AB 

0,1-0,001 70,7 ± 7,2 H 

0,1-0,005 14,2 ± 1,4 C 

0,1-0,01 7,1 ± 0,7 A 

0,2-0,001 10,4 ± 1,1 B 

0,2-0,005 12,4 ± 1,3 BC 

0,2-0,01 12,1 ± 1,2 BC 

0,23-0,001 21,0 ± 2,1 D 

0,23-0,005 15,3 ± 1,6 C 

0,23-0,01 20,6 ± 2,1 D 

0,25-0,001 25,6 ± 2,6 E 

0,25-0,005 138,6 ± 14,1 K 

0,25-0,01 45,9 ± 4,7 G 

0,3-0,001 91,8 ± 9,4 J 

0,3-0,005 31,1 ± 3,2 F 

0,3-0,01 300,0 ± 30,6 L 

*A, B, C vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 
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ġekil 24. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

GPx ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama GPx değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,001).  Ölüm olan konsantrasyonlarda 

ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre GPx değerlerinin daha fazla arttığı tespit edilmiĢtir 

(p<0,05). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama GPx değerleri için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ 

olup Tablo 23’te gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);   

0,1-0,01 µM-µM ALA+D konsantrasyonu ile ETANOL+DMSO arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır. ETANOL+DMSO, 0,2-0,001, 0,2-0,01, 0,2-0,005 µM-µM 

ALA+D konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır.  0,2-0,01 

0,2-0,005, 0,1-0,005 ve 0,23-0,005 µM-µM ALA+D konsantrasyonları arasında istatistiksel 

olarak farklılık bulunmamaktadır. 0,23-0,01 ve 0,23-0,001 µM-µM ALA+D 

konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. Diğer bütün 

konsantrasyonların aralarındaki fark anlamlıdır (p<0,05). 
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4.6.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının GPx Sonuçlarının KarĢılaĢtırılması 

GPx sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA konsantrasyonları karĢılaĢtırılması ġekil 

25’te gösterilmektedir.  

 

ġekil 25. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen GPx değerleri 

D ve ALA+D dozlarında ölüm olmayan konsantrasyonlarda GPx miktarının genellikle 

kontrol gruplarına göre çok farklı olmadığı tespit edilmiĢtir. Ölüm olan ALA+D dozlarında 

ETANOL+DMSO kontrol grubuna GPx değerleri artmaktadır. ALA konsantrasyonları 

arttıkça GPx değerleri ETANOL kontrol grubuna göre genellikle daha fazla artmaktadır.  

 

 

4.7. SOD Analizi 

 

 

4.7.1.  SW480 Hücrelerinin Farklı D Vitamini Konsantrasyonlarında  SOD Analizi 

 

SW480 hücrelerinin D vitamini konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre ortalama SOD ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

D
M

S
O

0
,0

0
1

0
,0

0
5

0
,0

1

E
T

A
N

O
L

+
D

M
S

O

0
,1

-0
,0

0
1

0
,1

-0
,0

0
5

0
,1

-0
,0

1

0
,2

-0
,0

0
1

0
,2

-0
,0

0
5

0
,2

-0
,0

1

0
,2

3
-0

,0
0
1

0
,2

3
-0

,0
0
5

0
,2

3
-0

,0
1

0
,2

5
-0

,0
0
1

0
,2

5
-0

,0
0
5

0
,2

5
-0

,0
1

0
,3

-0
,0

0
1

0
,3

-0
,0

0
5

0
,3

-0
,0

1

E
T

A
N

O
L

0
,1

0
,2

0
,2

3

0
,2

5

0
,3

G
P

x
(m

U
/m

g
 p

ro
te

in
) 

D Kons.                        ALA +  D  Konsantrasyonları          ALA 

Kons. 

72



81 

 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama SOD ve Standart 

Sapma olarak Tablo 24 ve ġekil 26’da verilmiĢtir.  

Tablo 24. SW480 hücrelerinin D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen SOD 

± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM) SOD(ng/mg protein) 

DMSO 46,0 ± 2,4 A 

0,001 46,0 ± 2,3 A 

0,005 47,0 ± 2,4 A 

0,01 48,0 ± 2,4 A 

 

**A, B, C, D vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

ġekil 26. SW480 hücrelerinin D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen SOD 

değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait SOD değerleri arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı ile 

ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için p değeri 0,509 

bulunmuĢtur. Bu değer p>0,05 olup, Konsantrasyon grubunun istatistiksel farklılığının 

anlamlı olmadığı tespit edilmiĢ olup, Konsantrasyon artıĢına bağlı olarak SOD değerinde 

herhangi bir değiĢim olmadığı belirlenmiĢtir (p>0,05). 

Postock analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi ile Konsantrasyon grupları 

arasındaki SOD değerleri için farkların tespit edilmesi amaçlanmıĢ olup, Tablo 24’te 

gösterilmiĢ olup, konsantrasyon grupları arasında istatistiksel farklılık olmadığı belirlenmiĢtir. 
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4.7.2. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit Konsantrasyonlarında SOD Analizi 

 

SW480 hücrelerinin α- Linolenik asit (ALA) konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen absorbans değerlerine göre SOD ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ 

olup, Tek yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar Ortalama SOD ve Standart 

Sapma olarak Tablo 25 ve ġekil 27’de verilmiĢtir.  

Tablo 25. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

SOD ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon(µM) SOD (ng/mg protein) 

ETANOL 33,0 ± 1,7 A 

0,1 55,0 ± 2,8 B 

0,2 68,0 ± 3,5 C 

0,23 77,0 ± 3,9 D 

0,25 92,0 ± 4,7 E 

0,3 150,0 ± 7,7 F 

 

*A, B, C, D, E vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı anlamlıdır 

(p<0,05). 

 

 

ġekil 27. SW480 hücrelerinin ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

SOD değerleri (n=2)  
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Konsantrasyon için p<0,001 bulunmuĢ olup, istatistiksel farklılık anlamlı bulunmuĢtur. 

Konsantrasyon arttıkça SOD miktarında artıĢ olduğu istatistiksel olarak tespit edilmiĢtir 

(p<0,001).  

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama SOD değerleri için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ 

olup Tablo 25’te gösterilmiĢtir. Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);   

ETANOL kontrol grubu ile bütün ALA konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak 

fark anlamlıdır. Bütün ALA konsantrasyonlarının aralarında istatistiksel olarak fark 

anlamlıdır (p<0,05). 

 

 

4.7.3. SW480 Hücrelerinin Farklı α-Linolenik Asit+D Vitamini Konsantrasyonlarında 

SOD Analizi  

 

SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen absorbans değerlerine göre SOD ve standart sapma değerleri hesaplanmıĢ olup, Tek 

yön varyans analizi (ANOVA) uygulanarak sonuçlar SOD ve Standart Sapma olarak Tablo 

26, ġekil 28’de verilmiĢtir.  

Tablo 26. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında 

ölçülen SOD ± Standart Sapma değerleri (n=2) 

Konsantrasyon (µM- µM) SOD(ng/mg protein) 

ETANOL+DMSO 36,0 ± 1,8 CD 

0,1-0,001 29,0 ± 1,5 B 

0,1-0,005 34,0 ± 1,7 C 

0,1-0,01 26,0 ± 1,4 A 

0,2-0,001 38,0 ± 1,9 D 

0,2-0,005 44,0 ± 2,3 E 

0,2-0,01 30,0 ± 1,5 B 

0,23-0,001 51,0 ± 2,6 F 

0,23-0,005 55,0 ± 2,8 G 

0,23-0,01 49,0 ± 2,5 F 

0,25-0,001 73,0 ± 3,7 J 

0,25-0,005 49,0 ± 2,5 F 

0,25-0,01 48,0 ± 2,4 F 

0,3-0,001 43,0 ± 2,2 E 

0,3-0,005 64,0 ± 3,3 H 

0,3-0,01 161,0 ± 8,2 K 

**A, B, C, D, E, F vb. büyük harf simgeleri birbirlerinden farklı olan satırların istatistiksel olarak farkı 

anlamlıdır (p<0,05). 
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ġekil 28. SW480 hücrelerinin ALA+D uygulamaları ile 72 saat muamelesi sonrasında ölçülen 

SOD değerleri (n=2) 

Konsantrasyon grubuna ait ortalama SOD değerleri arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı ile ilgili varyans analizi için F-Testi uygulanmıĢtır. Konsantrasyon için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,001). Ölüm olan konsantrasyonlarda 

ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre SOD değerlerinin daha fazla arttığı tespit edilmiĢtir 

(p<0,001). 

Post-Hoc analizi için Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi uygulanmıĢ, Konsantrasyon 

grupları arasındaki ortalama SOD değerleri için istatistiksel olarak farklar anlamlı bulunmuĢ 

olup Tablo 26’da gösterilmiĢtir.  

Duncan Çoklu KarĢılaĢtırma Testi sonuçlarına göre (p<0,05);   

0,1-0,001 ve 0,2-0,01 µM-µM ALA+D konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak 

farklılık bulunmamaktadır. 0,1-0,005 µM-µM ALA+D konsantrasyonu ile ETANOL+DMSO 

arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. ETANOL+DMSO ile 0,2-0,001      

µM-µM ALA+D konsantrasyonu arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır.    

0,3-0,001 ve 0,2-0,005 µM-µM ALA+D konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak 

farklılık bulunmamaktadır. 0,25-0,01, 0,23-0,01, 0,25-0,005, 0,23-0,001 µM-µM ALA+D 

konsantrasyonları arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamaktadır. Diğer bütün 

konsantrasyonların aralarındaki fark anlamlıdır (p<0,05). 
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4.7.4. D, ALA+D ve ALA Konsantrasyonlarının SOD sonuçlarına göre KarĢılaĢtırılması 

 

SOD sonuçlarına göre D, ALA+D ve ALA konsantrasyonları karĢılaĢtırılması ġekil 

29’da gösterilmektedir. 

 

ġekil 29. SW480 hücrelerinin D, ALA+D ve ALA uygulamaları ile 72 saat muamelesi 

sonrasında ölçülen SOD değerleri 

D konsantrasyonları için, Konsantrasyon artıĢına bağlı olarak SOD değerinde herhangi 

bir değiĢim olmadığı belirlenmiĢtir. ALA+D konsantrasyonları için ALA’nın düĢük 

konsantrasyonlarında ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre SOD değerlerinin azalmıĢ 

olduğu, ALA’nın yüksek konsantrasyonlarında ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre SOD 

değerlerinin daha fazla arttığı tespit edilmiĢtir. ALA konsantrasyonları için Konsantrasyon 

arttıkça SOD miktarında artıĢ olduğu istatistiksel olarak tespit edilmiĢtir. 
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5. TARTIġMA 

Epidemiyolojik çalıĢmalar, D vitamini eksikliğinin çeĢitli insan kanserleriyle iliĢkili 

olduğunu göstermiĢ olup, VDR aktif D vitamini metaboliti ile birlikte biyolojik etkilerin 

çoğunu düzenlemektedir. VDR, 1,25(OH)2D3 ile ince bağırsak ve kolonda yüksek oranda 

bulunmakta olup, bağırsakta hücre çoğalmasında ve farklılaĢmasında, bağırsak bariyeri 

iĢlevinde, doğuĢtan gelen bağıĢıklıkta regüle edici etkisi olduğu belirtilmiĢtir (Jun Sun, 2017). 

1,25(OH)2D3, VDR proteinine bağlandığında, VDR, dimerizasyon alanlarından 

retinoik asit reseptörü (RXR) ile birleĢir ve 1,25 (OH)2D3-VDR-RXR kompleksi oluĢur, daha 

sonra D vitamini hedef gendeki yanıt elementlerine bağlanır. Hedef genlerin 

promoterlerindeki DNA bağlama alanı yoluyla, bu hedef genlerin ekspresyonunu aktive eder. 

Genlerin tek nükleotid polimorfizmleri (SNP'ler) VDR geninde tanımlanmıĢ olup, Bu 

SNP'lerin kolorektal kansere karĢı artan duyarlılık ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (Touvier ve 

ark, 2011; Deeb ve ark, 2007). 

1,25(OH)2D3 sinyallemesinde doku tipi varyasyonlar vardır. VDR ekspresyonu tümör 

hücresinin önemli bir belirleyicisidir. Kolon tümörleri en yüksek VDR ekspresyonu ile 

1,25(OH)2D3 tedavisine en çok tepki vermiĢtir. Ancak VDR'nin downregülasyonunun kolon 

kanseri hücrelerinde antikanser etkisini azalttığı belirtilmiĢtir (Deeb ve ark, 2007). 

 D vitamini doğuĢtan gelen bağıĢıklığın düzenlenmesinde önemli bir rol oynayan bir 

steroid hormonu olarak tanımlanmıĢtır. D vitamininin aktivasyonu, iki sıralı hidroksilasyon 

adımında gerçekleĢir. Ġlk adımda karaciğerde 25-hidroksilaz,  D3 vitaminini birincil dolaĢım 

veya depolama formu olan 25(OH)D3 formuna dönüĢtürür. Ġkinci adımda ise 25(OH)D3 

böbreklerde 1,25(OH)2D3’e dönüĢür. ( Zhu ve DeLuca, 2012; Hansdottir ve ark, 2008).  

2008 yılında yayınlanan D vitamini ve kanser iliĢkili Uluslararası Kanser AraĢtırma 

Ajansı’nın raporunda; 25(OH)D3 düzeyi arttıkça kolorektal kanser düzeyinin azalmakta 

olduğu belgelenmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada 25(OH)D3’ün daha yüksek plazma seviyelerinde 

VDR genine bağlı olarak kolorektal kanser sağkalımında daha etkili olduğu tespit edilmiĢtir 

(Zgaga ve ark, 2014). Bir meta analiz çalıĢmasında ise 64 çalıĢmada incelenen 44 165 vakaya 

göre daha yüksek 25(OH)D3 konsantrasyonları kanserde sağkalım ve ilerlemesiz sağkalımda 

daha etkili olduğu tespit edilmiĢtir (Vaughan-Shaw ve ark, 2017). Yapılan bir baĢka 

çalıĢmada D vitamini yüksek konsantrasyon takviyesinin D vitamini yetersizliği olan yaĢlı 
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kadın hastalarda serum D vitamini düzeyini artırarak, inflamasyonu baskıladığı, antioksidan 

kapasitesini artırdığı oksidatif stres biyomarkerlarının artmasıyla ortaya konmuĢtur 

(Cavalcante ve ark, 2015). 

UT-EC-1 ve UT-EC-3 endometrial adenokarsinoma hücre dizilerinde yapılan bir 

çalıĢmada 1,25(OH)2D3’ün hücre hattında büyümeyi inhibe ettiği, sitotoksik etkisinin 

bulunduğu belirlenmiĢtir (Kuittinen ve ark, 2017).  

MCF-7 hücre dizisi ile yapılan in vitro bir çalıĢmada D vitamininin meme dokularında 

hücre büzülmesi, kromatin ağının yoğunlaĢması ve DNA'nın parçalanmasına neden olarak 

apoptozisin indüksiyonunda önemli bir rol oynadığı ortaya konmuĢtur (Simboli-Campbell ve 

ark, 1996). Meme Kanseri hücreleri ile yapılan baĢka bir çalıĢmada VDR'nin fonksiyonel 

ifadesi ve nükleer aktivasyonunun, meme kanserinin önlenmesini sağlayan hedef genin 

üzerindeki D vitamini yanıt elementine (VDRE) D vitamininin bağlanmasıyla proliferasyonun 

inhibe ederek proapoptozu uyardığı belirlenmiĢtir (Igbal ve Khan, 2017).  

Göğüs kanseri hücre dizilerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada D vitamini reseptörü 

bulunan hücre dizilerinde, bulunmayanlara oranla kalsitriole (1,25(OH)2D3)  duyarlılığın daha 

yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada 1,25(OH)2D3 IC50 değerleri göğüs kanseri 

hücre dizileri için 0,12 µM ile 20 µM’dan büyük konsantrasyonlara kadar geniĢ bir aralıkta 

olduğu belirlenmiĢ olup, VDR varlığının etkili olduğu tespit edilmiĢtir (Murray ve  ark, 2017). 

Yapılan çeĢitli in vivo ve in vitro çalıĢmalarda farklı kanser türlerinde D vitamininin 

hücre proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptoziste etkileri mevcuttur (O’Kelly ve 

Koeffler,  2003; Van den Bemd ve Chang 2002; DeğiĢli, 2010).  

Apoptozis vücudun kanserden korunma mekanizlarının en önemlilerinden biridir. 

Apoptozisi artıran veya azaltan besin maddeleri, gıda takviyeleri ve ilaçlar kanser 

mücadelesinde oldukça önemli olup hücresel proliferasyonunun inhibisyonunda etkili olduğu 

bilinen 1,25(OH)2D3 en güçlü hormonlardan biri olduğu tespit edilmiĢtir (Holick 2008).  

D Vitamininin uyardığı apoptoz mekanizması tam olarak anlaĢılamamasına rağmen 

MCF‐7 hücre dizisinde yapılan baĢka bir çalıĢmada apoptozun D vitamini aracılığı ile 

uyarılması sonucu apoptoza neden olan reaktif oksijen türleri (ROS) oluĢumuna sebep olan 

mitokondriyal bozulma ile korele olduğu kanısına varılmıĢtır (Narvaez ve ark, 2001). 
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D vitamininin meme kanseri hücreleri için proapoptotik etkisi olduğu, MCF‐7 

hücrelerinde, aerobik metabolizma sırasında hücre içi ROS türlerinin artması sonucu SOD 

gibi ROS'a karĢı hücresel savunma sisteminin ana bileĢenlerinden birinin ekspresyonunu 

inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Ravid ve ark, 1999). 

SOD miktarındaki azalmanın, D vitamininin oksidan etkisinin mekanizmalarından biri 

olabileceği, MCF-7 hücre dizisinde yapılan baĢka çalıĢmalarda, SOD'un aĢırı ekspresyonu 

sonucu, MCF‐7 hücrelerinin yaralanmasının önlendiği ortaya konmuĢtur (Doroshow ve ark, 

1991; Manna ve ark, 1998). 

SOD düzeylerindeki azalmanın, H2O2 ve süperoksitler arasındaki dengenin kaymasına 

neden olup, artan süperoksit seviyeleri, yüksek toksik peroksinitrit oluĢturmak için NO ile 

etkileĢerek, artmıĢ oksidatif hasara neden olabileceği ve Fenton reaksiyonu sunucu serbest 

demir miktarının atrması yoluyla hidroksil radikal oluĢumunu desteklediği belirlenmiĢtir 

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

D vitamininin antioksidan etkileri olduğu, DNA hasarını onarmada farklı 

mekanizmalarla etkili olduğu tespit edilmiĢtir (Fleet ve ark, 2012). Yapılan in vivo 

çalıĢmalarda D vitamininin  SOD  süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin artıĢıyla  lipid 

peroksidasyonunu azalttığı belirtilmiĢtir (Mokhtari ve ark, 2017). Ayrıca 1,25(OH)2D3’nin   

prostat epitel hücreleri  ve LNCaP hücrelerinde SOD aktivitesini indüklediği belirlenmiĢtir 

(Peehl ve ark, 2004; Lambert  ve ark, 2006). Bir çalıĢmada MCF-7 hücrelerinde 

1,25(OH)2D3’nin GPx değerini etkilemezken, SCC25 hücrelerinde artırdığı belirtilmiĢtir (Lin 

ve ark, 2002). BaĢka bir çalıĢmada RWPE1 hücrelerinde 1,25(OH)2D3’nin yine GPx miktarını 

artırdığı bildirilmiĢtir (Kovalenko ve ark, 2010). 

Yapılan in vivo ve in vitro çalıĢmalarda 1,25(OH)2D3 meme kanserinde anti-

proliferatif etkisi ve pro-apoptotik faaliyetleri gösterilmiĢ olup, deneysel çalıĢmalarda hücrede 

D vitamini reseptörünün ve 1-α hidroksilazın kolorektal hücrelerinde bulunduğu 

belirlenmiĢtir. 1,25(OH)2D3 insan kolon adeno ve karsinoma hücrelerinden birincil kültürde 

oluĢturulan insan kolon adenokarsinom türevli hücre hatlarında büyüme ve farklılaĢmayı 

engellediği ortaya konmuĢtur. Aktif D vitamininin insan kolon kanseri hücresinde D vitamini 

reseptörlerine bağlanması ile proliferasyonu etkileyen çeĢitli genleri düzenleyerek kanser 

hücrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonu inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Simboli-Campbell 

ve ark 1996).  
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Yapılan in vivo bir çalıĢmada kolon kanserinde D vitamini düzeyi yeterli ve eksik olan 

fareler karĢılaĢtırılmıĢ, D vitamini düzeyi yeterli olan farelerde tümör büyümesinin anlamlı 

olarak daha az olduğu gözlenmiĢtir (Spina, 2005).  

Caco-2, SW1417 ve SW480-ADH kolon kanseri hücrelerinde 1,25(OH)2D3 

konsantrasyonları kullanılarak yapılan bir çalıĢmada hücre hatlarının her biri için hücrenin 

fosfolipit kompozisyonunu etkileyerek hücre proliferasyonunu azaltmakta olduğu 

belirlenmiĢtir (Leyssens ve ark, 2015). 

Sıçanlar kullanılarak yapılan bir çalıĢmada anjiyotensin II tip 1 reseptör blokerleri ile 

kombine edilen D vitamini, zamanla oksidatif stresi azaltarak ve böbrek antioksidan 

kapasitesini artırmıĢ, diyabetik nefropatinin tedavisi üzerinde sinerjik bir etki göstermiĢtir 

(Deng ve ark, 2016). 

Omega-3 yağ asiti kaynağı olan α-Linolenik Asit (ALA) ile yapılan çeĢitli 

çalıĢmalarda prostat, meme, mesane kanser hücrelerinin proliferasyonu azaltarak regüle ettiği 

ortaya konmuĢtur. HT 29 ve HCT116 ve MCA 38 hücre dizilerinde yapılan bir çalıĢmada 

Omega-3 yağ asidinin hücre proliferasyonunu, adezyonunu ve invazyonunu engellediği ortaya 

konulmuĢtur (Chamberland JP 2014; Manson ve ark, 2012). Omega-3 yağ asitlerinin 

antioksidan etkileri olduğu çeĢitli deneysel çalıĢmalarla da gösterilmiĢtir (Zararsız ve Ark, 

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

MCF-7 hücreleri üzerinde yapılan çeĢitli çalıĢmada farelere ALA zengini bir diyet 

uygulanmıĢ MCF-7 tümöründe büyümeyi ve çoğalmayı azalttığı gözlenmiĢtir (Mason-Ennis  

ve ark, 2016; Chen ve ark, 2007; Saggar ve ark, 2010). 

MCF-7 göğüs kanseri hücre dizisinde yapılan baĢka çalıĢmalarda ALA’nın 

metabolitleri olmadan hücre canlılığını azalttığı (LeMay-Nedjelski ve ark, 2018), 

mitokondriyal apoptoza neden olduğu ortaya konmuĢtur (Roy ve ark, 2017). 

Birkaç meme kanseri dizisi üzerinde yapılan in vitro çalıĢmalarda ALA’nın bağımsız 

etkileri görülebilmiĢ ve ALA’nın meme kanseri hücre proliferasyonunu azalttığı gözlenmiĢtir. 

(Mason-Ennis  ve ark, 2016; Wiggins ve ark, 2015; Bardon ve ark, 1996; Grammatikos ve 

ark, 1994). Bazı çalıĢmalarda ALA hiçbir etki göstermemiĢtir (Horia ve ark, 2005). 

Sıçanlar üzerinde formaldehit kullanılarak nöronal hasar ile oksidatif stres oluĢturulan 

bir çalıĢmada, omega-3 yağ asiti kullanılan grupta, kullanılmayanlara göre SOD ve GPx 
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enzim aktiviteleri artmıĢ ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmiĢ olup, formaldehitin neden 

olduğu hücresel hasarın azaldığı ve yapısal görünümün kontrol grubundaki sıçanlara 

benzediği belirlenmiĢtir. Prefrontal kortekste formaldehit ile indüklenen nöron hasarının 

omega‐3 esansiyel yağ asitleri ile önlendiği saptanmıĢtır (Zararsız ve ark, 2006).  

Sıçanlar üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada formaldehit toksititesi sonucu testislerde 

meydana gelen oksidatif doku hasarının omega-3 yağ asitleri tarafından engellendiği omega -

3 kullanılmayanlara göre SOD ve GPx enzim aktiviteleri artmıĢ ve azalan MDA seviyeleri 

tespit edilerek biyokimyasal olarak ortaya konmuĢtur. (KuĢ ve ark, 2008)  

Sıçanlar üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada omega-3 yağ asiti verilen sıçanların 

böbrek dokusunda oksidatif hasarı önlediği, antioksidan savunma sistemini güçlendirdiği ve 

böbrek dokusu üzerinde koruyucu etki gösterdiği, kontrol grubuna göre SOD ve GPx 

aktivitelerinin artarken, MDA düzeylerinin azaldığı tespit edilmiĢtir (Gülcen ve ark, 2012) 

Tip I diyabet hastası sıçan embriyoları üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada düĢük 

ALA konsantrasyonlarının lipit peroksidasyonunda yüksek konsantrasyonlardan daha etkili 

olduğu tespit edilmiĢ olup, MDA düzeylerinin, düĢük ALA konsantrasyonlarında daha düĢük 

olduğu ortaya konmuĢtur (Chirino-Galindo ve ark, 2017). 

Omega-3 kaynağı olan balık yağının antioksidatif etkileri nedeniyle kanser hücreleri 

üzerinde sitotoksik etkileri olduğu, hücre büyümesini ve canlılığını inhibe ettiği belirtilmiĢtir. 

(Silva ve ark, 2015)  

MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre dizilerinde yapılan bir 

çalıĢmada ALA’nın göğüs kanseri hücre dizilerinin büyümesini engellediği ortaya konmuĢtur 

(Wiggins ve ark, 2015). 

HT-29 kolon kanseri hücre dizisinde yapılan bir çalıĢmada ALA’nın hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Serini ve ark, 2018). 

Literatür taraması sonucunda genel olarak D ve ALA için kanser hücre 

proliferasyonunu azalttıkları, % canlılığı düĢürerek sitotoksik etki yaptıkları ve proapoptotik 

etkileri olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca D vitamininin etkisinin hücredeki VDR düzeyine bağlı 

olduğu tespit edilmiĢtir. D vitamini ile yapılan bazı çalıĢmalarda D konsantrasyonlarının 

oksidan etkileri için SOD miktarını azaltarak, NO oluĢumunu desteklediği ve lipit 

peroksidasyonunu artırdığı lipit peroksidasyonu son ürünü olan MDA miktarındaki artıĢ ile 
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belirlenmiĢtir (Doroshow ve ark, 1991; Squadrito ve ark, 1998; Minotti ve ark, 1993). Buna 

karĢılık yapılan baĢka çalıĢmalarda 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) arttığı çalıĢmalar ile GPx düzeyinin değiĢmediği (Lin ve ark, 2002) çalıĢmalar 

mevcuttur.  

Omega-3 yağ asitleri ile yapılan çeĢitli in vivo çalıĢmalarda oluĢan oksidatif strese 

karĢılık SOD ve GPx enzim aktiviteleri artmıĢ ve azalan MDA seviyeleri tespit edilmiĢtir 

(Zararsız ve ark, 2006; Mason-Ennis ve ark, 2016; Wiggins ve ark, 2015; Bardon ve ark, 

1996; Grammatikos ve ark, 1994; KuĢ ve ark, 2008; Gülcen ve ark, 2012).  

Sıçanlarla yapılan baĢka bir çalıĢmada düĢük ALA ile beslenmeye kıyasla, yeterli 

ALA veya EPA + DHA ile takviyeli diyetlerde, serebrum MDA içeriğini etkilenmedi, fakat 

karaciğerde MDA içeriğini arttığı, Uterinde MDA düzeyinin  EPA + DHA diyetinde arttığı 

belirlenmiĢtir. Ayrıca yeterli ALA veya EPA + DHA ile takviyeli diyetlerde, karaciğer ve 

uterusta SOD2 aktivitesini artırırken, sadece EPA + DHA ile takviyeli diyetinde, serebrumda 

SOD2 aktivitesini arttırdığı, SOD1, CAT ve GPx aktiviteleri ALA veya EPA + DHA 

takviyesi ile değiĢmediği tespit edilmiĢ olup, SOD, GPx ve MDA aktivitelerinin hücresel 

düzeyde spesifik olduğu söylenebilir (Garrel ve ark, 2012).  

Bununla birlikte yapılan farklı çalıĢmalarda diyabette organizmanın antioksidan 

savunma sistemini oluĢturan enzimler oksidatif stres karĢısında inaktive olduğu çalıĢmalar 

(Seven ve ark, 2004; Kakkar ve ark, 1995) mevcut olup, MDA düzeyleri yükselirken SOD ve 

GPx düzeylerinin azaldığı belirlenmiĢtir. Buna karĢılık diyabetin ileri aĢamalarında 

antioksidan enzim aktivitelerinin, MDA, SOD ve GPx düzeylerinin arttığı belirlenen 

çalıĢmalarla (Dinçer ve ark, 2002; Yıldırım ve Büyükbingöl, 2002) birlikte diyabette MDA 

düzeyi artarken, SOD düzeyinin azalıp, GPx düzeyinin değiĢmediği (Sadi G ve Sadi Ö, 2011) 

çalıĢmalarda vardır. Sıçanlarda yapılan bir çalıĢmada içme suyuyla bakır verilerek oksidatif 

stres yaratılmıĢ ölçülen MDA ve SOD seviyelerinin arttığı tespit edilirken (Toplan ve ark, 

2003; Sansinanea ve ark, 1998; Ossola ve ark, 1997), baĢka bir çalıĢmada sıçanlarda bakır 

yüklemesi sonucu SOD aktivitesinin azaldığı belirlenmiĢtir (Zhang ve ark, 2000). Bu 

bağlamda yapılan çeĢitli çalıĢmalarda elde edilen sonuçlar oksidatif stres oluĢumunda benzer 

çalıĢmalarda farklı sonuçlar bulunabileceğini göstermektedir.  
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Bu çalıĢmada öncelikle çeĢitli D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarının SW480 

hücrelerinin canlılığı üzerinde etkisinin olup olmadığını ortaya çıkarmak amacıyla WST-1 

testi yapılmıĢtır. WST-1 analizinde saptanan bulgular Annexin V analizi ile desteklenmiĢtir. 

Analiz sonuçlarına göre; 

WST-1 testinde, SW480 hücre hattı üzerine 0,001, 0,005 ve 0,01 µM D 

konsantrasyonlarının ortalama canlılık üzerine etkisi incelendiğinde çalıĢmada uygulanan en 

yüksek D konsantrasyonu olan 0,01 µM D konsantrasyonu için 72 saat sonrasında elde edilen 

ortalama Canlılık değeri % 77,10 olup, IC50 değeri tespit edilememiĢtir. D vitamini 

konsantrasyonları belirlenirken yapılan WST-1 denemelerinde kullanılan en yüksek 

konsantrasyon olan 1 µM konsantrasyonunda dahi IC50 değeri tespit edilememiĢtir.   

Konsantrasyon grubu için istatistiksel farklılığının anlamlı olduğu tespit edilmiĢ olup, 

Konsantrasyon arttıkça hücre canlılığı azalmaktadır (p<0,05). Shabahang ve ark (1993) 

tarafından SW480 hücre dizisinde VDR miktarının orta düzeyde olduğu belirlenmiĢ olup, 

Deep ve ark (2007) ve Murray ve ark (2017) hücredeki VDR miktarının D vitamininin etki 

düzeyini belirlediğini bildirmiĢlerdir. D vitamininin SW480 hücre canlılığındaki ve 

proliferasyonundaki azalmaya etkisinin düĢük olması, VDR miktarının orta düzeyde olması 

ile açıklanabilir. Annexin V testi sonuçlarına göre; DMSO kontrol grubunda yaĢam oranı % 

89,55 iken, 0,01µM konsantrasyonu için % 62,60 bulunmuĢtur. DMSO kontrol grubuna göre 

apoptotik ölüm sürecinin erken evreleri değerinin % 2,75’ten % 33,00’a çıktığı tespit edilmiĢ, 

toplam ölüm oranı % 36,95 olarak hesaplanmıĢtır. Sonuçlar literatürle (Murray ve  ark, 2017; 

O’Kelly ve Koeffler,  2003; Van den Bemd ve Chang 2002; DeğiĢli, 2010; Narvaez ve ark, 

2001) uyumlu olup, D vitamini konsantrasyonları arttıkça hücre proliferasyonu azalmakta 

olduğu fakat D vitamininin SW480 hücre dizisi üzerinde hücre proliferasyonunun 

inhibisyonunda etki düzeyinin düĢük olduğu, D vitamininin erken apoptotik etkisi olduğu 

tespit edilmiĢtir.  

SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat 

muamelesi sonrası WST-1 testinde elde edilen verilere göre; IC50 konsantrasyonu 0,25 µM 

olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Saat*Konsantrasyon interaksiyonu için istatistiksel 

farklılığın anlamlı olduğunu belirlenmiĢtir (p<0,05). Konsantrasyon miktarı arttıkça ve 

inkübasyon süresindeki artıĢa bağlı olarak hücre canlılığı ve dolayısıyla hücre proliferasyonu 

ETANOL kontrol grubuna göre daha fazla azalmaktadır (p<0,05). SW480 hücrelerinin ALA 

konsantrasyonları ile muamelesinde apoptoz ölçümü için ETANOL kontrol grubu ile IC50 
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konsantrasyonu olan 0,25 µM ALA konsantrasyonu için Annexin V analizi sonucunda, 

ETANOL kontrol grubunda yaĢam oranı % 90,50 iken, 0,25 µM konsantrasyonu için % 29,95 

bulunmuĢtur. ETANOL kontrol grubuna göre apoptotik ölüm sürecinin erken evreleri 

değerinin % 4,60’dan % 67,25’e çıktığı tespit edilmiĢ ve toplam ölüm oranı % 70,05 olarak 

bulunmuĢtur. Sonuçlar literatürle (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 konsantrasyonları arttıkça hücre proliferasyonu azalmakta oup, ALA’nın 

erken apoptotik etkisi olduğu belirlenmiĢtir. 

WST-1 analizi sonuçlarına göre; SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit+D vitamini 

konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat muamelesi sonrası elde edilen verilere göre; IC50 

konsantrasyonu 0,25-0,01 µM-µM olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Saat*Konsantrasyon 

interaksiyonu için istatistiksel farklılığın anlamlı olduğunu belirlenmiĢtir. Konsantrasyon 

miktarı arttıkça ve inkübasyon süresindeki artıĢa bağlı olarak hücre canlılığı ve dolayısıyla 

hücre proliferasyonu ETANOL kontrol grubuna göre daha fazla azalmaktadır (p<0,05). 

SW480 hücrelerinin ALA+D konsantrasyonları ile muamelesinde apoptoz ölçümü için 

ETANOL+DMSO kontrol grubu ile IC50 konsantrasyonu olan 0,25-0,01 µM-µM ALA+D 

konsantrasyonu için Annexin V analizi sonuçlarına göre; ETANOL+DMSO kontrol grubunda 

yaĢam oranı % 92,90 iken, 0,25-0,01 (µM- µM) ALA+D konsantrasyonu için  % 48,70 

bulunmuĢtur. ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre apoptotik ölüm sürecinin geç evreleri 

değerinin % 3,65’ten, % 29,10’a çıktığı tespit edilmiĢtir. ETANOL+DMSO kontrol grubuna 

göre apoptotik ölüm sürecinin erken evreleri değerinin % 2,70’den, % 19,25’e çıktığı tespit 

edilmiĢ, toplam ölüm oranı % 48,35 olarak tespit edilmiĢtir.  

ÇalıĢmada D, ALA+D ve ALA konsantrasyonlarının SW480 hücrelerinin toplam 

protein miktarına etkisi 72 saatlik inkübasyonlar sonunda BCA Toplam Protein Testi ile 

belirlenmiĢ olup, konsantrasyon arttıkça hücre proliferasyonunun inhibisyonu ile paralel 

olarak protein miktarı azalmaktadır. Toplam protein miktarları için D, ALA+D ve ALA 

konsantrasyonları için istatistiksel farklılık anlamlıdır (p<0,05).   

ALA+D konsantrasyonları bir arada kullanıldığında özellikle düĢük ALA 

konsantrasyonları (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 µM-µM) için 

toplam protein miktarında ve hücre prolifersayonunda D ve ALA konsantrasyonlarından 

farklı olarak, ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre artıĢ gözlenmektedir. Bu bağlamda, 

çalıĢmada ALA+D konsantrasyonları için düĢük ALA konsantrasyonlarında (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 µM-µM) hücre proliferasyonunu 

desteklediği, sitotoksik etki göstermediği belirlenmiĢ olup, D ve ALA konsantrasyonlarının 

bir arada kullanılmasının sitotoksisite üzerinde sinerjik bir etkisi olmadığı tespit edilmiĢtir. 

Ayrıca ALA+D konsantrasyonlarında ALA’nın hücreler üzerinde daha etkili olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

SW480 hücre dizisi D, ALA ve ALA+D konsantrasyonları ile 72 saatlik muamelesi 

sonrasında elde edilen hücre görüntülerine göre;  

D vitamini konsantrasyonlarında; Hücre sayısı Konsantrasyon arttıkça azalmakta olup, 

konsantrasyon artıĢı ile birlikte hücrelerin morfolojik yapısındaki bozulmalar hücre 

geniĢlemesi Ģeklindedir. ALA ve ALA+D konsantrasyonlarında ise, D konsantrasyonlarından 

farklı olarak, konsantrasyon artıĢı ile birlikte hücrelerin morfolojik yapısındaki bozulmalar 

hücrelerin uzaması Ģeklinde olup, hücre miktarının konsantrasyon arttıkça azalmakta olduğu 

tespit edilmiĢtir. ALA+D ve ALA konsantrasyonları için hücrelerin morfolojik yapısının 

bozulmasındaki benzerlik ALA+D konsantrasyonlarında ALA’nın SW480 hücreleri üzerinde 

daha etkin olduğu desteklemektedir.   

ÇalıĢmada D, ALA+D ve ALA uygulaması sonucu kanser hücrelerinde oluĢabilecek 

oksidatif hasarı belirleyebilmek için NO ve lipit peroksidasyon son ürünü MDA tayini yapıldı. 

OluĢan oksidatif strese karĢı geliĢebilecek olan antioksidan savunmayı gösterebilmek için 

SOD ve GPx düzeyleri belirlendi.   

ÇalıĢmada D vitamini konsantrasyonlarında antioksidan aktivite parametreleri 

incelendiğinde; 

 MDA analizi sonuçlarına göre; Farklı konsantrasyon uygulamalarında, MDA 

miktarındaki değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 0,001 ve 0,01µM 

konsantrasyonları için MDA değeri DMSO kontrol grubuna göre artmıĢ, 0,005 µM 

konsantrasyonunda ise azalmıĢtır.  

NO analizi sonuçlarına göre; Farklı konsantrasyon uygulamalarında, NO miktarındaki 

değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 0,001µM konsantrasyonu için NO 

değeri DMSO kontrol grubuna göre artmıĢtır, 0,005 ve 0,01 µM konsantrasyonunda ise 

DMSO kontrol grubu ile yaklaĢık olarak aynı miktardadır. 
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GPx analizi sonuçlarına göre; Farklı konsantrasyon uygulamalarında, GPx 

miktarındaki değiĢim istatistiksel olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 0,001 ve 0,005µM 

konsantrasyonu için GPx değeri DMSO kontrol grubuna göre konsantrasyon artıĢına bağlı  

artmıĢtır, 0,01 µM konsantrasyonunda ise 0,005 µM konsantrasyonuna göre daha az miktarda 

olup, DMSO kontrol grubundan daha yüksek miktardadır.  

SOD analizi sonuçlarına göre; Konsantrasyon grubunun istatistiksel farklılığının 

anlamlı olmadığı tespit edilmiĢtir (p>0,05). Konsantrasyon artıĢına bağlı olarak DMSO 

kontrol grubuna göre SOD değerlerinde herhangi bir değiĢim olmadığı belirlenmiĢtir.  

0,001µM D vitamini konsantrasyonu  için,  DMSO kontrol grubuna göre MDA , NO 

ve GPx miktarlarının arttığı, SOD miktarının değiĢmediği belirlenmiĢ olup, 0,005 µM D 

vitamini konsantrasyonu için,  DMSO kontrol grubuna göre GPx miktarının arttığı, MDA 

miktarının azaldığı ve NO ve SOD miktarının değiĢmediği belirlenmiĢtir. 0,01 µM D vitamini 

konsantrasyonu için DMSO kontrol grubuna göre GPx ve MDA miktarlarının arttığı NO ve 

SOD miktarının değiĢmediği belirlenmiĢtir. D vitamininin 0,001µM konsantrasyonu için 

hücrede oksidatif stres oluĢması nedeniyle MDA ve NO düzeylerinin DMSO kontrol grubuna 

göre artmıĢ olması ve oksidatif strese mukavemet göstermek için antioksidan savunma sistemi 

nedeniyle GPx miktarının DMSO kontrol grubuna göre artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bununla birlikte SOD düzeyinde DMSO kontrol grubuna göre değiĢiklik olmamıĢtır. SOD 

miktarının değiĢmemesi nedeniyle çalıĢmada, süper oksit anyon radikalinin D vitamini 

uygulamalarında üretilmediği düĢünülebilir. 0,005 ve 0,01 µM D vitamini konsantrasyonu  

için MDA, NO, düzeylerinin 0,001 µM D vitamini konsantrasyonuna göre daha düĢük olduğu 

tespit edilmiĢ olup, indüklenen GPx antioksidan enziminin MDA ve NO miktarlarını 

azalmasına neden olduğu düĢünülebilir. Bu bulgulara göre, D vitamininin SW480 hücre 

dizisinde lipit peroksidasyonunu artırdığı ve antioksidan savunmada, GPx enzim aktivitesinin 

savunma sistemi olarak geliĢtiği, oksidatif stres 0,001µM konsantrasyonda maksimum 

düzeylerde iken 0,005 ve 0,01 µM konsantrasyonlarda GPx aktivitesinin NO aktivitesini 

DMSO kontrol seviyesine çektiği MDA  seviyesinin ise, GPx etkisi ile azaldığı, fakat 0,01 

µM D vitamini konsantrasyonunda DMSO kontrol grubuna göre MDA ve GPx aktivitelerinin 

daha yüksek miktarda oldukları, buna karĢılık SOD düzeyinde değiĢiklik olmadığı 

belirlenmiĢtir.  

ÇalıĢmada ALA konsantrasyonlarında antioksidan aktivite parametreleri 

incelendiğinde; 
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Konsantrasyon arttıkça MDA, NO, GPx ve SOD düzeylerinde ETANOL kontrol 

grubuna göre daha fazla artma olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,001).  

ALA’nın hücrede oksidatif stres oluĢması nedeniyle MDA ve NO düzeylerinin 

ETANOL kontrol grubuna göre konsantrasyon artıĢıyla artmıĢ olduğu ve buna karĢılık 

oksidatif strese mukavemet göstermek için antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve 

GPx aktivitelerinin ETANOL kontrol grubuna göre artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma 

sonuçları dikkate alındığında maksimum MDA ve NO artıĢına göre (0,3µM), 0,25 µM IC50 

ALA konsantrasyonu için oluĢan orta düzeyde oksidatif strese karĢılık, antioksidan savunma 

sistemi nedeniyle SOD ve GPx miktarının ETANOL kontrol grubuna göre orta düzeyde 

artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte MDA, NO, SOD ve GPx analizinde 

maksimum değerler hücre canlılığının % 13,7 olarak tespit edildiği 0,3 µM ALA 

konsantrasyonunda elde edilmiĢtir. Bu konsantrasyonda SOD ve GPx değerlerinin artmaya 

devam etmesi hücrelerin metabolik aktivitesinin devam ettiğini, fakat MDA ve NO 

değerlerinin düĢmemesi hücrelerin apoptoza doğru gitmekte olduğunu göstermektedir. Garrel 

ve ark (2012) tarafından yapılan in vivo bir çalıĢmada sıçan beyin, karaciğer ve uterus MDA, 

SOD ve GPx değerlerin organa göre spesifik olarak değiĢtiği tespit edilmiĢtir. Ayrıca yapılan 

çeĢitli benzer çalıĢmalarda oksidatif stres oluĢumunda MDA, NO, GPx ve SOD düzeyi 

sonuçlarının farklı bulunabileceğini belirlenmiĢ olup (Seven ve ark, 2004; Kakkar ve ark, 

1995; Sadi G ve Sadi Ö, 2011; Zhang ve ark, 2000), oksidatif stres karĢısında MDA, SOD ve 

GPx değerlerinin birlikte arttığı çalıĢmalar da vardır (Dinçer ve ark, 2002; Yıldırım ve 

Büyükbingöl, 2002; Toplan ve ark, 2003; Sansinanea ve ark, 1998; Ossola ve ark, 1997). 

ÇalıĢmada ALA+D konsantrasyonlarında antioksidan aktivite parametreleri 

incelendiğinde;  

Farklı Konsantrasyon uygulamalarında MDA, NO, GPx ve SOD düzeyleri için 

istatistiksek farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). ALA’nın düĢük 

konsantrasyonları (0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 µM-µM)  

için ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre daha düĢük olduğu, ALA’nın yüksek 

konsantrasyonlarında (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 µM-µM) ise ETANOL+DMSO kontrol grubuna göre daha 

yüksek düzeyde olduğu, 03-0,01 µM-µM konsantrasyonunda ise MDA, NO, GPx ve SOD’un 

maksimum düzeye ulaĢtıkları belirlenmiĢ olup, bu konsantrasyonda SOD ve GPx değerlerinin 

artmaya devam etmesi hücrelerin metabolik aktivitesinin devam ettiğini, fakat MDA ve NO 
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değerlerinin düĢmemesi hücrelerin apoptoza doğru gitmekte olduğunu göstermektedir. 

ÇalıĢma sonuçları dikkate alındığında maksimum MDA ve NO artıĢına göre (0,3-0,01 µM-

µM), 0,25-0,01 µM-µM IC50 ALA+D konsantrasyonu için oluĢan orta düzeyde oksidatif 

strese karĢılık, antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve GPx miktarının ETANOL 

kontrol grubuna göre orta düzeyde artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. ALA’nın düĢük 

konsantrasyonları için protein miktarı ve hücre canlılığındaki artıĢa paralel olarak MDA, NO, 

GPx ve SOD düzeylerinde azalma olduğu ve ALA’nın yüksek konsantrasyonlarında ise hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu ve protein miktarındaki azalıĢa paralel olarak MDA, NO, GPx 

ve SOD düzeylerinde artma olduğu tespit edilmiĢtir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada α-Linolenik asit ve D vitamininin hücre proliferasyonu, apoptoz ve 

antioksidan etkileri SW480 insan kolon kanser hücre dizisi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmada ayrıca ALA+D konsantrasyonları kullanılarak α-Linolenik asit ve D vitamininin 

birlikte sinerjik bir etki gösterip göstermediği belirlenmiĢtir.  

SW480 hücre dizisi üzerinde D vitamininin etkisi; D vitamini konsantrasyonları 

arttıkça hücre proliferasyonu ve toplam protein miktarı azalmakta olduğu ve istatistiksel 

olarak belirlenmiĢtir (p<0,05). ÇalıĢmada D vitamini konsantrasyonlarında antioksidan 

aktivite parametreleri incelendiğinde, farklı konsantrasyon uygulamalarında, MDA, NO ve 

GPx miktarındaki değiĢim istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p<0,05). SOD analizi için, 

Konsantrasyon grubunun istatistiksel farklılığının anlamlı olmadığı tespit edilmiĢtir (p>0,05). 

Bununla birlikte 0,001µM D vitamini konsantrasyonu  için,  DMSO kontrol grubuna göre 

MDA, NO ve GPx miktarlarının arttığı ve MDA ve NO’nun maksimum düzeye ulaĢtığı ve 

0,005 ve 0,01 µM konsantrasyonlarda GPx aktivitesi nedeniyle MDA  aktivitesinin azaldığı 

ve beraberinde NO aktivitesinin DMSO kontrol seviyesine kadar azaldığı, buna karĢılık SOD 

düzeyinde değiĢiklik olmadığı belirlenmiĢtir. Annexin V testi sonuçlarına göre; Toplam ölüm 

oranı % 36,95 olarak hesaplanmıĢ olup, D vitamininin erken apoptotik etkisi olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit konsantrasyonları için IC50 konsantrasyonu 0,25 

µM olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Konsantrasyon miktarı arttıkça ve inkübasyon 

süresindeki artıĢa bağlı olarak hücre canlılığı ve dolayısıyla hücre proliferasyonu ETANOL 

kontrol grubuna göre daha fazla azalmakta olduğu istatistiksel olarak belirlenmiĢtir (p<0,05). 

ÇalıĢmada ALA konsantrasyonlarında antioksidan aktivite parametreleri incelendiğinde, 

Konsantrasyon arttıkça protein miktarındaki azalıĢa paralel olarak MDA, NO, GPx ve SOD 

düzeylerinde ETANOL kontrol grubuna göre daha fazla artma olduğu istatistiksel olarak 

belirlenmiĢtir (p<0,05).  SW480 hücrelerinin ALA konsantrasyonları ile muamelesinde 

apoptoz ölçümü için Annexin V analizi sonucunda, IC50 konsantrasyonu olan 0,25 µM ALA 

konsantrasyonu için toplam ölüm oranı % 70,05 olarak bulunmuĢtur olup, ALA’nın erken 

apoptotik etkisi olduğu tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma sonuçları dikkate alındığında maksimum 

MDA, NO, SOD ve GPx artıĢına göre (0,3µM), 0,25 µM IC50 ALA konsantrasyonu için 

oluĢan orta düzeyde oksidatif strese karĢılık, antioksidan savunma sistemi nedeniyle SOD ve 
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GPx miktarının ETANOL kontrol grubuna göre orta düzeyde artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. 

Maksimum konsantrasyonda SOD ve GPx değerlerinin artmaya devam etmesi hücrelerin 

metabolik aktivitesinin devam ettiğini, fakat MDA ve NO değerlerinin düĢmemesi hücrelerin 

apoptoza doğru gitmekte olduğunu göstermektedir. 

SW480 hücrelerinin α-Linolenik Asit+D vitamini konsantrasyonlarında; IC50 

konsantrasyonu 0,25-0,01 (µM-µM) olup, inkübasyon süresi 72 saattir. Konsantrasyon 

miktarı arttıkça ve inkübasyon süresindeki artıĢa bağlı olarak canlılık ve dolayısıyla hücre 

proliferasyonu ETANOL kontrol grubuna göre daha fazla azalmaktadır (p<0,05). ÇalıĢmada 

ALA+D konsantrasyonlarında antioksidan aktivite parametreleri incelendiğinde, farklı 

Konsantrasyon uygulamalarında MDA, NO, GPx ve SOD düzeyleri için istatistiksek 

farklılığın anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). SW480 hücrelerinin ALA+D 

konsantrasyonları ile muamelesinde apoptoz ölçümünde Annexin V analizi sonucunda IC50 

konsantrasyonu olan 0,25-0,01 (µM- µM) ALA+D konsantrasyonu için toplam ölüm oranı % 

48,35 olarak tespit edilmiĢ olup, D ve ALA konsantrasyonlarında farklı olarak erken ve geç 

apoptoz belirlenmiĢtir. ALA+D konsantrasyonları bir arada kullanıldığında özellikle düĢük 

ALA konsantrasyonları ( 0,1-0,001, 0,1-0,005, 0,1-0,01, 0,2-0,001, 0,2-0,005, 0,2-0,01 µM-

µM) için toplam protein miktarında ve hücre proliferasyonundaki ETANOL+DMSO kontrol 

grubuna göre artıĢa paralel olarak, MDA, NO, SOD ve GPx aktiviteleri de azalmaktadır.   

Sonuç olarak, D vitamininin SW480 hücre dizisi üzerinde hücre proliferasyonunun 

inhibisyonunda etki düzeyinin düĢük olduğu ve GPx aktivitesini DMSO kontrol grubuna göre 

artırırken, SOD aktivitesinde değiĢiklik olmadığı tespit edilmiĢtir. ALA ve ALA+D 

konsantrasyonlarının SW480 hücreleri üzerinde gerçekleĢen hücre ölümlerinde ALA 

konsantrasyonları arttıkça, MDA, NO, SOD ve GPx aktiviteleri artarken, hücre proliferasyonu 

ve protein miktarı azalmaktadır. MDA ve NO aktivitelerindeki artıĢ oksidatif stres oluĢtuğunu 

göstermekte olup, GPx ve SOD aktivitelerinin de artması antioksidan savunma sisteminin 

IC50 konsantrasyonlarında etkili olabildiğini, daha yüksek konsantrasyonlarda ise SOD ve GPx 

aktivitelerinin MDA, NO aktiviteleri ile birlikte maksimum düzeye ulaĢtığı, fakat 0,3 µM 

ALA ve 0,3-0,01 µM-µM ALA+D konsantrasyonlarında apoptozu engelleyemediği 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına göre, ALA ve ALA+ D konsantrasyonlarında apoptotik 

etkinin MDA ve NO artıĢı nedeniyle oksidatif stres kaynaklı olabileceği düĢünülebilir. Buna 

karĢılık antioksidan savunma sisteminin kontrol gruplarına göre artan GPx ve SOD 

aktivitesiyle ALA ve ALA+D IC50 konsantrasyonlarında etkili olması nedeniyle ALA ve 
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ALA+D konsantrasyonlarının antioksidan etkileri olabileceği de söylenebilir. Ayrıca D ve 

ALA konsantrasyonlarının bir arada kullanılmasının sitotoksisite üzerinde sinerjik bir etkisi 

olmadığı tespit edilmiĢ olup, hatta ALA+D konsantrasyonları için düĢük ALA 

konsantrasyonlarında toplam protein mktarını, hücre canlılığını ve proliferasyonunu artırdığı 

ve beraberinde MDA, NO, SOD ve GPx aktivitelerini azalttığı tespit edilmiĢtir. Ayrıca 

ALA+D konsantrasyonlarında ALA’nın hücreler üzerinde daha etkili olduğu tespit edilmiĢtir. 

Farklı hücre dizilerinde yapılan farklı çalıĢmalarda aynı konsantrasyonlar aynı 

sonuçları vermemektedir. Bu bağlamda, farklı kanser hücre dizilerinde, farklı D, ALA+D ve 

ALA konsantrasyonlarında çalıĢmalar yapılabilir. D vitamini eksikliğinde; D vitamininin 

toksik konsantrasyonları ile ALA konsantrasyonları birlikte kullanılarak çeĢitli klinik ve in 

vivo çalıĢmalar yapılabilir. Ayrıca çalıĢmada ALA+D konsantrasyonları için düĢük ALA 

konsantrasyonlarında hücre canlılığını ve proliferasyonunu artırdığı tespit edilmiĢ olup, yara 

iyileĢmesi gibi hücre proliferasyonunun önemli olduğu çalıĢmalar yapılabilir.  
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EKLER 

Ek 1. D vitamini konsantrasyonları için WST-1 Testi Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

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. α-Linolenik asit konsantrasyonları için WST-1 Testi Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Saat 2740,894 2 1370,447 122,444 0,000 

Konsantrasyon 24374,070 5 4874,814 435,547 0,000 

Saat * Konsantrasyon 2202,304 10 220,230 19,677 0,000 

Hata 402,927 36 11,192 
  

Ek 3. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için WST-1 Testi Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

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 konsantrasyonları için BCA Toplam Protein Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

KONSANTRASYON 845272,000 3 281757,333 390,787 0,000 

Hata 2884,000 4 721,000     

Ek 5. α-Linolenik asit konsantrasyonları için BCA Toplam Protein Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

KONSANTRASYON 777969,417 5 155593,883 48,634 0,000 

Hata 19195,500 6 3199,250     
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Ek 6. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için BCA Toplam Protein Tayini 

Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

KONSANTRASYON 2700229,875 15 180015,325 23,772 0,000 

Hata 121162,000 16 7572,625     

Ek 7. D vitamini konsantrasyonları için MDA Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 0,191 3 0,064 318 0,000 

Hata 0,001 4 0,000 
  

Ek 8. α-Linolenik asit konsantrasyonları için MDA Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 15,508 5 3,102 15508,267 0,000 

Hata 0,001 6 0,000     

Ek 9. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için MDA Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 39,547 15 2,636 13182,2 0,000 

Hata 0,003 16 0,000     

Ek 10. D vitamini konsantrasyonları için NO Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 65,400 3 21,800 10,900 0,021 

Hata 8,00 4 2,000     

Ek 11. α-Linolenik asit konsantrasyonları için NO Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 6686,550 5 1337,310 668,655 0,000 

Hata 12,000 6 2,000     

Ek 12. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için NO Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

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 konsantrasyonları için GPx Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 58,095 3 19,365 9,683 0,026 

Hata 8,000 4 2,000     

Ek 14. α-Linolenik asit konsantrasyonları için GPx Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 167103,390 5 33420,678 16710,339 0,000 

Hata 12,000 6 2,000     

Ek 15. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için GPx Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 171100,715 15 11406,714 5703,357 0,000 

Hata 32,000 16 2,000     

Ek 16. D vitamini konsantrasyonları için SOD Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 5,500 3 1,833 0,917 0,509 

Hata 8,000 4 2,000   

Ek 17. α-Linolenik asit konsantrasyonları için SOD Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 16053,667 5 3210,733 1605,367 0,000 

Hata 12,000 6 2,000     

Ek 18. α-Linolenik asit + D vitamini konsantrasyonları için SOD Tayini Varyans Analizi  

Varyasyon Katsayıları Kareler Toplamı 
Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 
F 

Önem 

Derecesi 

Konsantrasyon 30239,500 15 2015,967 1007,983 0,000 

Hata 32,000 16 2,000     
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