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TESEKKUR

Proje ekibi olarak, TOA-2013-4619 nolu projemizi destekleyen Erciyes Universitesi BAP
birimine sonsuz tesekkiirleimizi sunariz. Ayrica proje ekibinde yer almayan prpjenin
kabulunden sonra Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans 6grencisi olarak baslayn ve
halen yuksek lisans Ogrencisi olan Nesrin Delibasi’na projede biiyiik bir 6z veriyle ile

calistig1 icin tesekiir ederiz.
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NOROENDOKRIN TUMORLERDE DNA HASARI ve HASAR ONARIM
KAPASITESININ ARASTIRILMASI

OZET

Komet assay yontemi, DNA hasar ve tamir ¢aligsmalar1 i¢in kullanilan son derece basit ve
duyarli bir tekniktir. NOroendokrin tumorler (NET) endokrin sistemin néroendokrin
hiicrelerinden olusan tiimor grubunu temsil etmektedir. Bunlarin ¢ogu diger kanserlere kiyasla
cok yavas bilyiidiigiinden, genellikle Olgiilebilir boyuta gelmeleri ya da belirtilere neden
olmalar1 yillar siirer ve ge¢ evrede tani kondugunda hastalarin sag kalim sansi ve yasam
kalitesi (zerinde olumsuz etkilere yol acabilir. Calismamizda, komet assay yontemi ile
NET’lerde bazal diizeyde DNA hasar1 (kiriklar1 ) ve DNA hasar diizeyi (kirik orani ) ile Ki-67
arasindaki iliskiye bakildi. Calisma, NET teshisi konmus ve herhangi bir tedavi almamis 13
hastada ve bu hastalara benzer yas ve cinsiyette olan 7 saglikli kiside yapildi. Hasta ve
saglikli kontrollerden alinan periferal kan orneklerinde DNA hasarina bakmak i¢in komet
assay yontemi kullanildi. Istatistiksel analizler graph pad ve SPSS programi kullanilarak
yapildi. Komet assay analiz sonuglarimiza gére NET il hastalarda DNA hasar oran1 saglikli
kisilere gore yiiksek bulundu (p < 0.05)

DNA kiriklarindaki artig, hiicrelerdeki genomik kararsizligin gostergesi, genetik kararsizlik da
kanserin karakteristik bir 6zelligidir. Komet analizi sonucu NET hastalarinda yiiksek bulunan
DNA hasar1 bu hastalarda genomik kararsizligin bir gostergesi olup, bu durum kot huylu
sekonder tiimor gelisimine yol agabilir.

Anahtar Kelimeler: Komet assay, DNA hasari, Néroendokrin tumors, genomik karasizli



INVESTIGATION OF DNA DAMAGE AND DAMAGE REPAIR CAPACITY IN
NEURONENDOCRINE TUMORS

ABSTRACT

The comet assay method is an extremely simple and sensitive technique for DNA damage and
repair studies. Neuroendocrine tumors (NET) represent the group of tumors composed of
neuroendocrine cells of the endocrine system. Because many of these are very slowly growing
compared to other cancers, them often takes years or years to come to a measurable
dimension or cause a diagnosis, and when diagnosed late, it can lead to adverse effects on
survival and quality of life of patients. In our study, the correlation between Ki-67 and DNA
damage (DNA fractures) and DNA damage level (DNA fracture rate) at baseline was
examined by the comet assay method. The study was carried out on 13 patients with non-
treatment and 7 healthy individuals of similar age and sex. The comet assay method was
used to look for DNA damage in peripheral blood samples from patients and healthy controls.
Statistical analyzes were done using graph pad and SPSS program. According to our results of
comet assay, the DNA damage rate in NET patients was higher than that of healthy subjects
(p <0.05)

The increase in DNA breaks, the indication of genomic instability in cells, and genetic
instability are characteristic features of cancer. High DNA damage in NET patients is a
marker of genomic instability in these patients, which may lead to malignant secondary tumor

development.

Key words: Comet assay, DNA damage, neuroendocrine tumors, genomic instability.



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Kanser, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu ortaya ¢ikan ¢ok asamali bir
siirectir. Genetik degisiklikler ile kanser arasinda bir iligkinin varligi birgok caligmayla
desteklenmis olup, artik bugiin pek cok kanser tipi ile genom kararsizlig1 arasinda baglanti
oldugu bilinmektedir (1, 2). Bu genomik kararsizlik ile iliskilendirilmis belirteglerin,
hastalik/kanserle iliskili degisikliklerin erken tanisinda kullanilmasinin yararl olabilecegi ileri
siriilmektedir (3). Komet teknigi (single-cell gel electrophoresis) bu amag¢ i¢in en sik
kullanilan yontemler arasindadir (4). Bu teknik DNA hasar ve tamir g¢alismalari ig¢in
kullanilan son derece basit ve duyarl bir tekniktir. Cift zincir kiriklarinin yan1 sira tek zincir
kiriklarinin, onarimi tamamlanmamis DNA boélgelerinin, basit ve hassas bir sekilde
belirlenmesinde kullanilir (4-6).

Noroendokrin tiimorler (NET) endokrin sistemin noroendokrin hiicrelerinden olusan tiimor
grubunu temsil etmektedir. Bunlarin ¢ogu diger kanserlere kiyasla ¢ok yavas biiyiir, genellikle
Olctilebilir boyuta gelmeleri ya da belirtilere neden olmalar yillar slirer ve ge¢ evrede tani
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kondugunda hastalarin sag kalim sansi ve yasam kalitesi lizerinde olumsuz etkilere yol
acabilir (7). NET’lerde Kromogranin-A ve sinaptofizin immunohistokimyasal tanisal
belirtecler olarak kullanilmaktadir. NET lerin derecelendirilmesinde dolayisiyla prognostik
degerlendirilmesinde ise Ki-67 kullanilmaktadir (8). Serumda o&l¢iilen Kromogranin A
diizeyleri tedavi siiresinde tiimor ylikiiniin degerlendirilmesini ve hastanin takibini
yonlendirmektedir.

Calismamizda geleneksel komet assay yontemi ile NET’lerde bazal seviyede DNA
kiriklarinin  arastirilmasi amaglandi (4,5).Ayrica, DNA hasar diizeyi (kirik orani) ile Ki-67,
kromogranin-A ve timoér evreleri (WHO 2010 smiflamasina gore) arasindaki iliskiye
bakilarak NET’lerin prognozunun degerlendirilmesinde, tedavi se¢eneginin belirlenmesinde
kromogranin A ve Ki-67nin yani sira olas1 kirik oranin da ek bir belirte¢ olarak kullanilip

kullanilmayacaginin aragtiritlmas1 amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Noroendokrin timor (NET);

Noroendokrin tiimor (NET); ¢esitli endokrin hiicrelerin malin transformasyonun sonucu
olarak viicudun hemen her boélgesinde gelisebilen, noroendokrin sistemden koken alan
timorlerdir (7,9 ). NET ler nadir goriilen, lokasyonlar1 ve salgiladiklari hormonlar nedeniyle
cok cesitli klinik durumlar ortaya ¢ikaran, cogunlukla benign seyirli olmakla birlikte agresif
seyirli de olabilecek tiimorlerdir. Bu tiimoérleri bir grupta toplayan 6zellik koken aldiklari
organin Ozelliklerini tagimalarina ragmen hepsinin ortak ndéroendokrin yapi gostermeleridir.
NET insidanst 35/100.000 kisi olup NET’ler tiim kanserlerin %0.5’ini olusturur (10).
ABD’deki yillik prevalans 100.000’in iizerinde olup, bu rakam mide ve pankreas kanser
prevalansindan yiiksektir (10) . Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin ilk siniflamasinda gastro-
entero-pankreatik (GEP) sistemin noroendokrin tiimorleri i¢in  “karsinoid” terimi

kullanilmistir. Daha sonra 2000 yilinda modifiye edilmis ve karsinoidin farkli histolojik



Ozelliklerinden dolay1r noroendokrin terimi kabul goérmdastir. Buna gore, iyi diferansiye
ndroendokrin tlmorler: benign veya malign potansiyeli belirsiz tumérler; iyi diferansiye
noroendokrin karsinoma: diisilk dereceli malignansiler ve az diferansiye ndroendokrin
karsinoma (¢ogunlukla kiiciik hiicreli): yiiksek dereceli malignansiler i¢in kullanildi. Daha
sonra da prognozu belirlemede kullanilan klinik ve histolojik 6zelliklere gore alt gruplara
ayrilmistir. Klinik olarak daha anlamli gruplar olusturabilmek i¢in organlara gore tiimor
boyutu, farklilasma, lokal organ invazyonu, metastaz varligi, anjiyoinvazyon, proliferatif
aktivite, hormon salgilaylp salgilamadigi, klinik bir sendrom (karsinoid sendrom) veya
hastalik (nérofibromatozis) eslik edip etmedigine gore daha detayli tanimlamalar yapilmistir.
Gastrik ve pankreatik néroendokrin tiimoérler igin bir“grading (derecelendirme (G))” sistemi
Onerilmis, malign-benign ayrimi yapabilmek i¢in klinik 6zellikler siniflamaya dahil edilmistir.
En son 2010 yilinda WHO yapilan siniflamada neuroendokrin neoplasm (NEN) terimi
kullanild1 ve patolojik derecelendirme sistemi esas degerlendirme kriterlerinden biri olarak
kabul edildi. WHO tarafindan Ki-67 ya da mitoz sayisina gore Yazim alanlar1 gerektigi kadar
uzatilabilir NEN’ler, NET G1:< % 2 Ki-67, NET G2: % 3-20 Ki-67, NET G3: > % 20 Ki -67
seklinde 3 grupta simniflandirildi. Buna ragmen karsinoid teriminden de tamamen
vazgecilmeyip, iyi diferansiye ndroendokrin timor terimi: karsinoid ile; iyi diferansiye
noéroendokrin karsinoma terimi de: malign karsinoid ile es anlamli kullanilmaktadir. Tyi
diferansiye NET’ler benign veya malign olabilirler (11, 12).

2.2.Kromogranin A ve Sinaptofizin: Kromogranin A

Kromogranin A (CgA) endokrin ve noroendokrin hiicrelerin merkezi biiyiik yogun
vezikiillerinde (large dense core vesicles, LDCV) yer alan diger peptidlerle beraber depolanan
ve aktif olarak salgilanan glikoproteinlerin kromogranin ailesine ait tiyesidir. Bu nedenle
tanida histolojik timor belirteci olarak tedavi sirasinda da tlimor kitlesini yansitan takip kriteri

olarak kullanilir. CgA, sinaptofizin ile birlikte noroendokrin diferansiyasyon i¢in genel bir
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belirteg olarak telakki edilir ve CgA boyanmasmin kaybolmasi daha az diferansiye
histolojiyle koroledir. CJA GEP-NET hastalarinda kullanilan en yararli test olarak bilinir.
Histopatolojik tanikromogranin A (CgA), sinaptofizin ve ndron spesifik enolaz (NSE) gibi
antikorlaryardimiyla immiinhistokimyasal olarak konur.

Noronlar ve ndroendokrin hicreler peptid iceren vezikiller icerirler. Kromograninler
endokrin hucrelerde vezikillerin (hilcre ici kesecik) icinde bulunan peptidlerdir ve vasostatin
adli hormonlarin prekiirsoriidiir. Bu vezikiillerindepoladig1 ve salgiladig1 asidik 6zellikteki
¢oziinebilen proteinlere “granin” denir. “Granin” ailesi kromogranin A, kromogranin B ve
kromogranin C gibi proteinleri icerir. Kromogranin A 439 aminoasitlik bir glikoproteindir.
Vasostatin adli hormonlarin prekiirsoriidiir. Sadece prolaktinoma da bulunmaz. Diger tiim
endokrin hucrelerde bulunur. Sinaptofizin ise néroendokrin hicrelerde ve ndronlarda
presinaptik vezikillerde bulunan bir membran glikoproteindir.

2.3.Ki-67:

MKI67 geni tarafindan kodlanan Ki-67 veya MKI67 olarak bilinen bir proteindir.
Proliferasyon i¢in hiicresel bir belirleyicidir. “Ki” kisaltmasini ilk kez bulundugu
Almanya’nin Kiel isimli sehrinden almistir. Ki-67 proteini hiicrenin iki mitoz arasindaki
hazirlik fazi olarak tanmimlanabilecek interfaz (G1, S, G2) sirasinda hiicre nikleusunda
bulunur

ve mitoz sirasinda kromozomlarin yiizeyinde yer alir. Sadece dinlenen hiicrelerde (GO)
bulunmaz. Ayri ayr1 timor gesitlerinde yapilan bir¢ok ¢alismada Ki-67 prolifreasyon
indeksinin sagkalim ve rekiirrens igin 6nemli bir gosterge oldugu kabul edilmistir. Ki-67
proteini genelde MIB1 isimli antikor ile isaretlenir.

tiimor belirteclerinin 6l¢limii tanida, progresyonu ve tedaviye yaniti belirlemede onemlidir.
Kromograninler néroendokrinve endokrin hiicrelerin graniiler vezikiillerinde depolanirlar.

Kromogranin ailesininen ¢ok c¢alisilan tiyesi kromogranin A (CgA)’dir. CgA’nin
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noroendokrin tiimorlerde genel olarak en yararli, en duyarli ve en 6zgiil timor belirteci

oldugu belirtilmistir.

2.4 Komet Assay Teknigi

DNA’da olusan hasarlarin tamir edilememesi veya yanlis tamir edilmesi genomda kararsizliga
yola agar. Genetik kararsizlik kanserin en belirgin ozelligidir. Mutasyonlar genomun
biitiinliiglinli saglayan genlerde veya tiimor gelisimi siiresince somatik hiicrelerde meydana
gelebilir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok
fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA iizerinde olusan
hasar mutasyona ve sonug¢ olarak genomik kararsizliga, bu da hiicre dliimiine kadar varan
etkilere yol acar. DNA hasarinin yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem
hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin bozulmas: ile ortaya ¢ikan
hastaliklarin etyolojisinde 6nemli rol oynadig: ileri stiriilmiistiir (13,14). Hatta NET’lerin
patogenezinde de nokta mutasyonu, delesyon, metilasyon, kromozom kaybi, missense gibi
mutasyonlarin etkili faktorler olabilecegi rapor edilmistir (15). DNA’da ekzojen veya endojen
faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler "DNA hasar1" olarak adlandirilir.
Endojen kaynakli serbest radikaller ve bunlarin reaksiyon iirlinleri DNA’da 6nemli baz
oksidasyonlarina, tek ve ¢ift zincir kiriklarina ve delesyonlar gibi ¢esitli mutasyonlara sebep
olur. Bu olaylar, proto-onkogen aktivasyonu, tiimor-siipressér gen inaktivasyonuyla ile
sonuclanabilir (16,17). Somatik hiicrelerdeki DNA hasarin1 arastirmada c¢esitli yontemler
kullanilmistir.  Yogun olarak kulanilan yontemler, mitojenle uyarilmis periferik kan
lenfositlerindeki kromozomal hatalarin, MN (mikronukleus) ve SCE (Sister Chromatid

Exchange) frekanslarinin incelenmesidir (18, 19).
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Bununla birlikte bu sitogenetik yontemleri kisitlayan; hiicre popiilasyonunun proliferasyonu,
gerekli kan miktarinin ¢oklugu, daha yogun ve uzun laboratuvar islemleri gibi bazi etkenler
vardir. Comet yontemi ise tek hiicre seviyesinde, DNA tek ya da ¢ift sarmalindaki kiriklarin
belirlenmesinde kullanilan duyarli bir yontemdir ve diger bircok yontemler gore asagida
belirtilen avantajlara sahiptir (20)

Komet assay tekniginin avantajlari:

1. Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.

2. Hizl bir yontemdir, ¢cabuk sonug alinir.

3. Hassas ve guvenilir bir yontemdir.

4. Hucrelerdeki DNA kiriklarini gérsel olarak ortaya koyar.

5. Maliyeti diisiiktiir.

6. Arag gerec gereksinimi azdir
Genotoksik taramalarda comet yodntemi giderek daha fazla kabul gdrmektedir (5). Bu
yontemle DNA sarmal kiriklarinin saptanmasi ve onarim kapasitesi, hassas, hizli ve glvenilir
bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Bu ilk olarak Rydberg ve Johanson (21) tarafindan
DNA sarmal kiriklarinin lgiilmesi amaciyla kurulmustur. Daha sonra Ostling ve Johanson
(22) tarafindan gelistirilen teknikle yalnizca DNA ¢ift zincir kiriklari tayin edilmistir. Singh
ve ark. (23) tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak yontem alkali lizing
kosullarinda uygulanmistir. Alkali elektroforez uygulamasi ile ¢ift zincir kiriklariin yani sira
tek zincir kiriklarimin basit ve hassas bir sekilde belirlenmesi saglanmistir (24, 25).Bu
protokol, bugilin diinya genelinde en yaygin kullanilan genotoksisite protokolii haline
gelmistir.
Singh ve arkadaslarinin gelistirdikleri comet tekniginde, hiicreler agara gomiildiikten sonra
DNA ¢ift sarmalinin agilmasi ve hiicrelerin lizis edilmesi icin en az 1 saat sireyle alkali

cozeltide bekletilmektedir (23). Boylece DNA’nin negatif yiikli kirik uglar1 elektroforez
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sirasinda pozitif yiiklii uca yani anoda dogru goc¢ ederler. Hasarsiz DNA oldukga biiyiiktiir ve
bu akim ile kuyruk birakmadan gog¢ eder. Hasar nedeniyle pargalanan daha kiigiik kisimlar ise
geride kalarak kuyruk olustururlar bu kuyrugun kuyruklu yildiza benzemesi nedeniyle
yonteme “komet” ismi verilmistir. (26,27). DNA go¢ii hem DNA’nin biiytlikliigline hem de
DNA’daki kirik sayisina baghdir. Kuyruk uzunlugu hasara bagli olarak artar ancak
elektroforez kosullarina bagli olarak maksimuma ulagir. Diisiik hasar seviyelerinde DNA’da
gocten cok yayilma goriiliirken, kirik sayisinin artmasiyla DNA parcalar1 kuyruga dogru go¢
etmeye baslar ve ¢ok hasarli hiicrelerde (apopitotik) bas ve kuyruk tamamen ayrilmis olur
(28-30).

2.5.Komet Yontemi ile DNA Hasarmin Degerlendirilmesi

Komet yonteminde hasarsiz hiicrelerin (lenfosit) incelemesinde yuvarlak, kenarlar1 daha az
yogun olmak iizere ortasi parlak bir 151k gériiniimii (¢ekirdek) vardir. Bu hiicrelerin goriiniimii
nonmigration (NM) olarak degerlendirilir. EgGer DNA hasar1 olugmaya baslamigsa, normalde
diizglin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gociiniin de baslamasi nedeni
ile diizensiz kenarl1 bir goriiniim alir (strech ya da yeni adi ile low migration). Hasar arttik¢a
lenfositler kuyruklu yildiz (comet high migration) seklini alirlar. Son agama ise apopitozistir.
Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru uzama olur. Bu comet (kuyruk) uzunlugu
hasar ile dogrudan iliskilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesi ile
paralellik gosterir (28,29) .

Komet yonteminde lamlarin degerlendirilmesi komet gorintl analiz sistemi (comet software)
ile yapilabilecegi gibi gézle degerlendirme gibi farkli yontemlerden de yararlanilabilmektedir.
Gozle degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayrilirlar. Hasarli hiicreler ise hasar
seviyelerine gore farkl kategorilere ayrilabilir. Baz1 caligmalarda hiicreler; hasarsiz, az hasarl
ve ¢ok hasarli olarak {i¢ sinifa ayrilabildigi gibi, bazilari ise hiicreleri daha detayl bir sekilde

degerlendirerek 5 kategoriye ayirmiglardir (30, 31) . Gozle degerlendirme; 5 dakikada 1000
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hiicre sayilabilecek kadar hizli oldugundan ve bilgisayar programi gerektirmediginden ucuz
ve kolay bir yontemdir. Bu konuda yapilan degerlendirmeler, gozle degerlendirmenin

software kullanimi kadar etkili ve kullanilabilir oldugunu géstermektedir (28-31).

3. GEREC VE YONTEM

Calisma Grubu:

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji, Gastroentroloji, Genel Cerrahi, Tibbi
Onkoloji, Gogilis Hastaliklar1 Boliimlerine bagvuran, NET teshisi konmus herhangi bir tedavi
almamis toplam 13 goniillii hasta ve bu hastalarla benzer yas ve cinsiyete sahip olan 7 gonilli
saglikli kiside calisildi. NET’lere nadir rastlandigi i¢in projede belirttigimiz sayida tedavi
almamis yeterli hasta sayisina ulagilamada.

Kan oérneklerinin alinmasi:

Hasta ve saglikli kisilerin yazili onaylar1 alindiktan sonra, heparinli vacutainer tuplere 5 ml

periferik kan ornekleri alindi. Daha sonra kan orneklerinin giines 1s1¢indan korunmasi igin
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tipler hemen aliiminyum folyo ile sarildi, kan alim tinitesinden ¢alisilmak tizere laboratuvara
tasindi.

Periferal Kan Orneklerinden Lékosit izolasyonu:

Kan oOrnekleri 1:1 oraninda soguk PBS ile seyreltildi. Temiz bir epondorf igerisine 400 pL
soguk histopak kondu. Sonra kan 6rneginin 400 pL’si, 400 pL histopak iizerine yavascga
yayildi ve 1640 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santfifiij sonrasi olusan 16kosit i¢eren
beyaz tabaka temiz epondorf tiipiine alindu.

Lamlarin Hazirlanmasi

% 0.65’lik hazirlanmig olan HMA beher igerisine konarak 300 °C’de hot plate {izerinde
isitildi. Sonra Rodajli lamlar Bu beher igerisine hizli bir sekilde batirilip ¢ikarilarak
lamlaragaroz jelle (HMA) kaplandi.

Hucrelerin HMA ile Kaplanmis Lama Yayilmasi:

Izole edilen 15kositlerin 100 pL’si iizerine 37 °C’deki PBS icine hazirlanmis % 0.65°lik
LMA’dan 100 pL ilave edildi ve karistirildi. Sonra bu karisigm HMA ile kaplanmis lamlarin
lizerine yayildi. Uzerine lamel kapatildi ve agarm donmasi i¢in 30° buzdolabinda bekletildi.
Bu islem sirasinda her numuneden ikiser lam degerlendirilecegi i¢in her birey icin iki lam
hazirland.

Hucrelerin Liziz Edilmesi:

Lokositler lam Uzerinde agoroz jele gomiildiikten sonra, preparatlar yiiksek yogunlukta tuz ve
deterjan taze hazirlanmis soguk lizis solusyonunda 1 saat + 4°C’de inkiibe edildi.
Elektroforez ve notralizasyon:

Lisiz tamponundan ¢ikarilan lamlar elektroforez tamponu igeren sale icerisine yerlestirildi ve
30 dakika + 4°C’de inklbe edildi. Inkiibasyon sonrasi preparatlar, elektroforez tankina
yerlestirilerek 30 dakika 15 Voltta elektrikli ortamda yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi lamlar,

notralizasyon tamponu igeren sale igerisine yerlestirildi ve lamlar {i¢ kez noétralizasyon
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tamponu ile yikandi. Sonra lamlar %50, %75 ve %100’liikk soguk etanol serilerinden
gecirilerek fiske edildi.

Boyama:

Lamlar etidyum-bromiir ile boyandi, boyandiktan hemen sonra 30 dakika igerisinde
goruntileme yapildi.

Goruntuleme

Proje kapsaminda alinan kamera atagmanli fluoresan mikroskopta x 20 biiylitmede her bir
numune i¢in rastgele se¢ilen ortalama 10 farkli sahadan, 10 ayr1 fotograf cekilerek hiicrelerin
DNA’lar1 analiz edildi. Her bir hasta i¢in toplam 100 hiicre fotograflandu.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi i¢in graph-pad programi kullanildi. Sonuglar ortalama

+ standart sapma (mean + SD) olarak verildi. P < 0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Her bir hastadan ve saglik kontrollerden iki perparat hazirlandi. Bu preparatlardan
rastgele olarak toplam 100 hiicrenin goriintiisti floresan mikroskop kullanilarak alindi
(Sekil 1).
Floresan mikroskop altinda alinan gorlntilerden, Andrew R. Collins’e (27) gore 5
siifa ayrilarak analiz yapildi. Her hastadan toplam 100 hiicredeki DNA hasari
(comet) 0’dan 4’e kadar skorland1 (Sekil 2). Sonra asagida verilen formiill kullanilark
arbitrary unit degeri hesaplandi.
Arbitrary units; total DNA zincir kiriklarimi1 ifade eden bir birim olarak
kullanilmaktadir (27).

Arbitrary Unit (AU)=NOx 0+ N1 x1+N2x2+N3x3+N4x4/100

N degeri her bir sinifta sayilan nukleus sayisini gosterir (27).
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Hem hastalarida hem de saglik kontrollerde Arbitrary Units degeri hesaplandi ve DNA

hasar1 arbitrary units olarak ifade edildi.

Sekil 1. Hazirlanan preparattan floeresans mikroskop altinda 6rnek bir goruntd.

- 1-

Sekil 2: Floresan mikroskop altinda komet goriintiileri.0; hasarsiz DNA, 1; az hasarli

DNA, 2;orta hasarlt DNA, 3; hasarl1i DNA, 4; ¢ok hasarlit DNA
Hem hastalarda hem de saglikli kontrollerde AU degerleri hesaplandiktan sonra
istatistiksel analiz yapildi. Analiz sonucuna gore hastalar DNA harsarinin (zincir

kiriklar1 saglikli bireylardeki total DNA hasarina (zincir kiriklar1) goére anlaml
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diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p=0,0107; p < 0.05) (Tablo 1, Sekil 3). Hasta ve

kontrol gruplarinin yaslar1 arasinda fark bulunmadi (p> 0.05).

Tablo 1. Hasta ve kontrollerden comet assay yontemi ile elde edilen total DNA hasari.

DNA Hasan Yas (y1l)
Grup (arbitary Units)
Ort+SD
Hasta (n=13) 1.25+0.12 50.62 + 3.578
Kontrol (n=7) 0.64 £0.15 50.17 +1.869

=Y
[+ ]
1

=Y
o
1

@
a
L

DNA Hasari (arbitry unit)

Gruplar

Sekil 3. Hasta grubunda DNA hasari (arbitrary units) kontrol grubuna gore istatistiksel

acidan 6nemli oranda ytiksek bulundu.

DNA hasar1 (DNA zincir kiriklar1) ile yas arasinda lineer regresyon analazi

yapildiginda, hastalarin yaslart ve DNA hasar arasinda iliski bulunamazken, kontrol

grubunda yasa bagli olarak DNA hasarinin lineer olarak arttig1 bulundu (p=0,0235; p

<0.05, r2=0,7606) (Sekil 4).
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Hasta Kontrol R2 =0.7606
60-

80+
55- . A
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° 0.0 0.5 1.0 15
> o DNA hasan (AU)

Sekil 4. Hasta ve kontrol grublarinda DNA hasar1 ve yas arasindaki iliski.
Hasta grubunda patoloji laboratuarinda yapilan ki-67 boyamasi sonucu elde edilen grade

degerleri ile DNA hasar1 (arbitrary units) arasinda bir iligski bulunamadi (Sekil 5).

4-

[ ]
1

-
1
L ]
L
L
L

Ki-67 (grade)
X
-

u 1 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
DNA hasan (AU)

Sekil 5. Hastalarin DNA hasar ile Ki-67 degerleri arasinda fark bulunamad.
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5. TARTISMA ve SONUC

DNA’da olusan hasarlarin tamir edilememesi veya yanlis tamir edilmesi genomda kararsizliga
yol agar. Genetik kararsizlik kanserin en belirgin 6zelligidir. Mutasyonlar genomun
biitlinliigiinii saglayan genlerde veya tiimor gelisimi siiresince somatik hiicrelerde meydana
gelebilir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok
fazla

oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigir durumlarda DNA iizerinde olusan hasar

mutasyona ve sonug olarak genomik kararsizliga, bu da hiicre 6liimiine kadar varan etkilere
yol
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acar (1, 2).

DNA hasarinin yaglanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem hastaliklari,
dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin
etyolojisinde dnemli rol oynadig ileri stiriilmiistiir (13, 14). Hatta NET lerin patogenezinde
de

nokta mutasyonu, delesyon, metilasyon, kromozom kaybi, missense gibi mutasyonlarin etkili
faktorler olabilecegi rapor edilmistir (15).

DNA’da ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler "DNA
hasar1" olarak adlandirilir. Endojen kaynakli serbest radikaller ve bunlarin reaksiyon iiriinleri
DNA’da 6nemli baz oksidasyonlarina, tek ve ¢ift zincir kiriklarina ve delesyonlar gibi ¢esitli
mutasyonlara sebep olur. Bu olaylar, proto-onkogen aktivasyonu, tlimor-sipressor gen
inaktivasyonuyla ile sonug¢lanabilir (16,17).Komet teknigi (single-cell gel electrophoresis) bu
amag igin en sik kullanilan yontemler arasindadir (4). Bu teknik Cift zincir kiriklarinin yani
sira tek zincir kiriklarinin hassas bir sekilde belirlenmesinde kullanilir (4,5).

Genetik degisiklikler ile kanser arasinda bir iliskinin varligi bir¢ok ¢alismayla desteklenmis
olup, artik bugiin pek cok kanser tipi ile genom kararsizligi arasinda baglanti oldugu
bilinmektedir (1, 2). Bu genomik kararsizlik ile iliskilendirilmis belirte¢lerin,hastalik/kanserle
iligkili degisikliklerin erken tanisinda kullanilmasinin yararl olabilecegi ileri surulmektedir
(3).

Bu calismadaki hedeflerimizden biri hastalarda olast DNA hasari bulunmasi durumunda,
hastaligin bir belirteci olan Ki-67 degeri ile DNA hasr1 arasinda bir ilski olup olmadigini
arastirmakti. Boylece NET2lerin tanisinin konmasinda DNA hasariin da bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi Onerilecekti. Ancak arastirmamizda Ki-67 ile DNA hasar1 arasinda herhangi

bir iliski bulunamadi.
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Calismamizda kontrol grubunda yasa bagl olarak DNA hasarinda lineer bir artis bulunurken,
hastalarda DNA hasar1 ile yas arasinda bir korelasyon bulunamamistir. Bu verilerimiz
NET’lerde yiiksek bulunan DNA hasar1 hastaligin bir sonucu mu? yoksa yiiksek olan DNA
hasar1 m1 hastaliga yol agan etkenlerden biri midir? Sorusu yanitsiz kalmaktadir.

Yapilan literatiir incelemesine gére NET lerde genom hasar1 ve DNA onarim kapasitesi ile
ilgili herhangi bir calismaya rastlanilamamistir. Elde ettigimiz bu verilerin NET’lerin
patogenezine katkida bulunacagimi diisiinmekteyiz. Ancak, ¢alismamiz literatiirde bir ilk
oldugu i¢in ¢alismamizi destekleyecek ilave ¢alismalarin yapilmasi gerektigini 6nermekteyiz.
NET’ler nadir goriilen, lokasyonlar1 ve salgiladiklar1 hormonlar nedeniyle ¢ok ¢esitliklinik
durumlar ortaya cikaran, c¢ogunlukla benign seyirli olmakla birlikte agresif seyirli de
olabilecek timorlerdir (10). Calisma sonucumuza gore NET’lerde saglikli kontrollere gére
DNA hasarinda belirgin bir artis oldugu bulundu. Bu sonuglarimiz, benign tlimorlerin

ilerleyen donemlerde agresif 6zellik gosterme riskini artirabilecegine isaret etmektedir.

24



6. KAYNAKLAR

1. Saunders WS, Shuster M, Huang X, Gharaibeh B, Enyenihi AH, Petersen I, Gollin
SM.Chromosomal instability and cytoskeletal defects in oral cancer cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 97 :303-308, 2000.

2. Gollin S.. Mechanisms leading to chromosomal instability, Semin Cancer Biol.15: 33—
42, 2005.

3. Kyrtopoulos SA.Biomarkers in environmental carcinogenesis research: striving for a

new momentum, Toxicol Lett. 162: 3-15, 2006.

25



10.

11.

12.

13.

Gajski G, Garaj-Vrhovac V, Orescanin V.Cytogenetic status and oxidative DNA-
damage induced by atorvastatin in human peripheral blood lymphocytes: standard and
Fpg-modified comet assay.Toxicol Appl Pharmacol. 231:85-93, 2008.

Kushwaha S, Vikram A, Trivedi PP, Alkaline GB. Endo Il and FPG modified comet
assay as biomarkers for the detectionof oxidative DNA damage in rats with
experimentally induced diabetes .Mutation Research 726: 242— 250, 2011

Fikrova P, Stétina R, Hronek M, Hyspler R, Ticha A, Zadak Z.Wien Klin
Wochenschr. Application of the comet assay method in clinical studies. 123: 693-9.
2011.

Oberg K. The Genetics of Neuroendocrine Tumors Seminars in Oncology,40:pp 37-
44, 2013.

Lindholm DP, Oberg K. Biomarkers and Molecular Imaging inGastroenteropancreatic
Neuroendocrine Tumors Horm Metab Res. 43: 832-837, 2011.

Boris G., Naraev A, Jonathan R., Strosberg B, Thorvardur R., Halfdanarson A.
Oncology Current Status and Perspectives of Targeted Therapy in Well-Differentiated
Neuroendocrine Tumors. 83:117-127, 2012.

Modlin IM, Gustafsson BI, Pavel M, Svejda B, Lawrence B, Kidd M.A nomogram to
assess  small-intestinal neuroendocrine  tumor (‘carcinoid’) survival.
Neuroendocrinology. 92: 143-57, 2010.

Pavel M, Kidd M, Modlin I. Systemic Therapeutic Options for Carcinoid Semin
Oncol. 40: 84-99, 2013.

Emily K. Bergsland. The Evolving Landscape of Neuroendocrine Tumors. Semin
Oncol 40:4-22, 2013.

Dizdaroglu M. Oxidatively induced DNA damage: mechanisms, repair and disease.

Cancer Lett. 327: 26-47, 2012.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18485436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18485436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18485436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fikrov%C3%A1%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=St%C4%9Btina%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hronek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hy%C5%A1pler%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tich%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zad%C3%A1k%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22024999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fikrova+2011##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fikrova+2011##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Modlin%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gustafsson%20BI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pavel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Svejda%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lawrence%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kidd%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20733279##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22293091

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Decordier 1, Loock KV, Kirsch-Volders M. Phenotyping for DNA repair
capacity.Mutat Res. 705:107-29, 2010.

Introduction: Recent Advances in the Genetics, Diagnosis,and Treatment of
Neuroendocrine Tumors. Seminars in Oncology. 40: 1-3, 2013.

Evans MD, Dizdaroglu M, Cooke MS.Oxidative DNA damage and disease: induction,
repair and significance.Mutat Res.567:1-61, 2004.

Cooke MS, Evans MD, Dizdaroglu M, Lunec J.Oxidative DNA damage: mechanisms,
mutation, and disease.FASEB J. 10: 1195-214, 2003.

Mahmoodi M, Soleyman-Jahi S, Zendehdel K, Mozdarani H, Azimi C, Farzanfar F,
Safari Z, Mohagheghi MA, Khaleghian M, Divsalar K, Asgari E, Rezaei N.
Chromosomal aberrations, sister chromatid exchanges, and micronuclei in
lymphocytes of oncology department personnel handling anti-neoplastic drugs. Drug
Chem Toxicol. 27: 1-6, 2016.

Hamurcu Z, Cakir 1, Donmez-Altuntas H, Bitgen N, Karaca Z, Elbuken G, Bayram F.
Micronucleus evaluation in mitogen-stimulated lymphocytes of patients with
acromegaly.Metabolism, 60:1620-6. doi: 10.1016/j.metabol.2011.03.013, 2011
Rydberg B, Johanson J. Estimation of DNA strand breaks in single mammalian cells.
In: DNA repair mechanisms, Ed: P.C. Hanawalt, E.C. Friedberg, C.F. Fox, Academic
Press, New York, p: 465-468, 1978.

Ostling O, Johanson KJ. Microelectrophoretic study of radiation-induced DNA
damages in individual mammalian cells. Biophys Res. Commun. 123: 291-298, 1984.
Singh NP, Mccoy MT, Tice RR, Schneider EL. A simple technigue for quantitation of
low levels of DNA damage in individual cells. Exp. Cell Res. 175: 184-191, 1988.
Hoffmann H, Hogel J, Speit, G. The effect of smoking on DNA effects in the comet

assay: A Meta-Analysis. Mutagenesis, 20: 455-466, 2005.

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20478396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20478396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15341901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15341901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12832285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12832285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27461518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27461518

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Valverde, M., Rojas, E. Environmental And Occupational Biomonitoring Using The
Comet Assay. Mutation Research 681: 93-109, 2001.

McArt DG, McKerr G, Howard CV, Saetzler K, Wasson GR.Modelling the comet
assay.Biochem Soc Trans. 37: 914-7, 2009.

Fairbain, DW, Olive, P.L., O’neill, K.L. The Comet Assay: A Comprehensive
Review, Mutat. Res.339, 37-59, 1995.

Collins AR.The comet assay for DNA damage and repair. Mol Biotech, 26:249-61,
2004.

Collins AR, Duthie SJ, Dobson VL.Direct enzymic detection of endogenous oxidative
base damage in human lymphocyte DNA.Carcinogenesis. 14: 1733-5, 1993.
Balasubramanyam M, Adaikalakoteswari A, Sameermahmood Z, Mohan
V.Biomarkers of oxidative stress: methods and measures of oxidative DNA damage
(COMET assay) and telomere shortening. Methods Mol Biol. 610: 245-61, 2010.
Alessandra de Santana Braga Barbosa Ribeiro, Claudio Carlos da Silva, Flavia de
Castro Pereira , Aliny Pereira de Lima, Cesar Augusto Sam Tiago Vilanova-Costa ,
Simone Santos Aguiar ,Luiz Alfredo Pavanin , Aparecido Divino da Cruz, Elisangela
de Paula Silveira-Lacerda. Mutagenic and Genotoxic Effects of cis-(Dichloro)
tetraammineruthenium(I11) Chloride on Human Peripheral Blood Lymphocytes. Biol
Trace Elem Res 130:249-261, 20009.

Annovazzi L, Caldera V, Mellai M, Riganti C, Battaglia L, Chirio D, Melcarne A,
Schiffer D. The DNA damage/repair cascade in glioblastoma cell lines after

chemotherapeutic agent treatment. Int J Oncol. 46: 2299-308, 2015.

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19614618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19614618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8403192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8403192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20013183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20013183
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25892134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25892134

