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OZET

KOLOREKTAL KANSER TANISI ALMIS HASTALARDA DNA HASARININ
INCELENMESI VE DNA HASARI UZERINE BETA GLUKANIN ONARICI
ROLUNUN ARASTIRILMASI

DNA (Deoksiribo Niikleik Asit), organizmalarin genetik bilgilerini gelecek kusaklara
tagiyarak devamlilifi saglayan ve bir¢cok reaktif molekiiliin etkilemesiyle kolay hasar
alabilen bir biyomolekiildiir. Hasar, DNA molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal yapisindaki
degisiklikle ya da gevresel etkenlerle olusur. DNA hasart kromozom anomalilerine ve
mutasyona neden olur. DNA hasarmin dogru ve hassas bir sekilde olgiilebilmesi i¢in ¢esitli
teknikler kullanilabilmektedir. Bu yontemlerden biri de Tek Hiicre Jel Elektroforezi
(SCGE), diger adiyla “Comet Assay Yontemi” dir. Bu teknik; bir¢ok canli ¢esidinde DNA
hasarim1 belirlemek i¢in kullanilan non-invaziv, hizli, hassas ve basit floresan bir
mikroskobik yontemdir. Comet Assay yontemi; apoptozis, yaslanma, klinik ve genetik
toksikoloji, oksidatif stres- antioksidan ¢alismalarinda tercih edilmektedir.

Beta glukan, ekmek mayas1 (Saccharomyces cerevisiae) hiicre duvarindan ekstrakte edilen,
bagisiklik sistemini gii¢lendiren, uyarici etkisi olan, antioksidan etki yaratan basit bir
polisakkarittir. Calismamizda, kolorektal kanser tanisi almis hastalardan alinan tam kan
ornekleri Comet Assay yontemi kullanilarak DNA hasarinin tespit edilmesi ve hasarin ex
vivo ortamda beta glukanin onaric1 roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Gaziantep Medical
Park Hastanesi Medikal Onkoloji béliimiine ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Onkoloji boliimiine gelen ve evre 3-4 kolorektal kanser tanis1 almig, tedaviye baglanmamis
gontlli (40- 80) yas arasi toplam 19 yetiskin kadin ve erkek hasta tizerinde ex vivo ¢alisma
yapilmistir. Arastirmaya katilacak her hastaya calismamizin amaci agiklanmis ve goniillii
bilgilendirme formu verilmistir. Goniillii hastalardan steril kosullarda ayn1 giin igerisinde
EDTA'L tiiplere 10 cc alinan vendz kan uygun kosullarda laboratuvara getirilip calismaya
baslanmistir. Alinan tam kanlara Comet Assay testi uygulanarak DNA hasarina bakilmistir.
Her bir lam 6rnegi 50 pl/ml EtBr (Etidyum bromiir) ile boyandiktan sonra floresan
mikroskoptaki goriintiileri alinip fotograflari ¢ekilmistir. Open Comet Assay programi ile
her sahada 100 hiicre dikkate alarak analiz edilerek sonuglar alinmistir. Ayrica 20 kisiden
olusan saglikli goniillii kontrol grubu olusturulmustur. Bu gruba beta glukan uygulamasi
yapilmamuisitir. Hasta grubun kan 6rneklerine 50 pl/ml beta glukan ve antibiyotik olarak 100
U/ml penisilin (Noss, 2012) uygulanip 12 saat siireyle 37°C’de %5 CO:2 te inkiibasyona
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birakilmistir. Beta glukanin etki etme siiresini takip etmek igin inkiibasyonun ilk 40.
dakikasindan itibaren kontroller yapilmistir. Beta glukan uygulanmig 6rnekler Comet Assay
yontemi ile test edilmistir ve boyanarak floresan mikroskopta lam 6rnekleri incelenmistir.
Goriintiiler fotograflar1 ¢ekilerek kaydedilmistir. Open Comet goriintiilii analizle her sahada
100 hiicre dikkate alinarak analizleri yapilmistir. Beta glukanin DNA hasari tizerine etkileri
izlenmistir. Hastalarin kan orneklerine pozitif kontrol olarak uygun doz (50pumol/L)
(Angelie ve dig., 2006) ve siirede (10 dk.) H202 uygulanmistir. Ayni sekilde Comet Assay
yontemi uygulanarak boyanip mikroskopta goriintiileri alinip analizi yapilmistir.

Kolorektal kanser tanis1 almis hastalarin (tedaviye baslamadan 6nce) Comet Assay yontemi
ile DNA hasarlar1 (kuyruk DNA yiizdesi, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu parametreleri
bakimindan), kontrol grubundaki bireylerin DNA hasarlari ile kiyaslanmig olup daha sonra
Beta glukanin 50 pl/ml’lik konsantrasyonu ile, kolorektal kanser tanist almis hastalarda
DNA hasar1 onarict etkisi incelenmistir. Hasta grubun ortalamalar1 ile kontrol grubunun
ortalamalari arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi t-testi ile kontrol edilmistir Kolorektal
kanser tanist almig hastalarin DNA’larinda meydana gelen hasar, Comet yontemi ile
incelendiginde; kontrol grubuna gore; kuyruk momenti, kuyruk yiizdesi ve kuyruk uzunlugu
degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli dl¢iide artis tespit edilmistir. Kolorektal kanser tanisi
almis hastalarin kan 6rneklerine beta glukan ex vivo kosullarda 12 saat uyguladiktan sonra
Comet Assay yontemi ile incelendiginde olusan DNA hasarlarinin 6nemli 6l¢lide azaldig
istatistiksel olarak tespit edilmistir. Hasta grubunun kan 6rneklerine beta glukan uygulamasi
sonrasinda elde edilen verilerin degerleri kontrol grubu degerleriyle kiyaslandiginda, beta
glukan sonuglar1 kontrol grubu degerlerine gore daha diisiik ¢cikmistir. Beta glukanin
etkisinin sonuglari, kontrol grubunda var olabilecek olasi hasarlar1 goz Oniinde tutarsak
kontrol grubuna gore daha diisiik ¢ikmasi disiiniilebilir. Sonu¢ olarak; beta glukanin
kolorektal kanser hastalar1 lizerinde antisitotosik ve antigenotoksik etkilerinden dolay1 DNA

hasarini onarici etkisi oldugu s6ylenebilir.

Anahtar kelimeler: DNA Hasari, Beta Glukan, Comet Assay Y ontemi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DNA DAMAGE IN PATIENTS WITH COLORECTAL
CANCER DIAGNOSIS AND INVESTIGATING THE REPAIRING ROLE OF BETA
GLUCAN ON DNA DAMAGE

The DNA (Deoksiribo Nucleic Acid) is a biomolecule that provides continuity by carrying
the genetic information of organisms to the next generations and can be easily damaged by
the effects of many reactive molecules. The damage is caused by changes in the physical
and chemical structure of the DNA molecule or by environmental factors. The DNA damage
causes chromosomal abnormalities and mutations. Various techniques can be used to
accurately measure the DNA damage. One of these methods is Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE), also known as “ The Comet Assay Method”. This technique; is a
non-invasive, fast, sensitive and simple fluorescence microscopic method used to detect the
DNA damage in many living species. The Comet Assay method is preferred in apoptosis,
aging, clinical and genetic toxicology, oxidative stress-antioxidant studies.

Beta-glucan-a simple polysaccharide extracted from the cell wall of yeast- (Saccharomyces
cerevisiae), strengthens the immune system and and creates an antioxidant effect, has a
stimulating effect. This study aimed to investigate the restorative role of beta-glucan ex vivo.
The ex vivo study was conducted on 19 adult female and male patients (40-80) years of age
who were diagnosed with stage 3-4 colorectal cancer and admitted to the Medical Oncology
Department of Gaziantep Medical Park Hospital and the Medical Oncology Department of
Gaziantep University Medical Faculty. The purpose of our study was explained to each
patient who participated in the study and a consent form was given. Venous blood, which
was taken 10 cc from EDTA tubes in sterile conditions on the same day, was brought to the
laboratory under appropriate conditions and started to work. The DNA damage was observed
by applying the Comet Assay test to whole blood samples. After each slide sample was
stained with 50 pl / ml EtBr (Ethidium bromide), images were taken on a fluorescence
microscope and photographed. The Open Comet Assay program with 100 cells in each field
taking into account the results were analyzed. Also, a healthy volunteer control group
consisting of 20 people was formed and beta-glucan was not applied to this group. However,
50 ul / ml of beta-glucan and antibiotic 100U / ml of penicillin (Noss, 2012) was applied to
the blood samples of the patient group and incubated for 12 hours at 37°C at 5% CO:a.

Starting by the first 40 minutes of incubation to monitor the duration of the action of beta-
viii



glucan. controls were performed. Beta-glucan treated samples were tested by the Comet
Assay method and the stained samples were examined by fluorescence microscopy. Images
were recorded by taking photographs. 100 cells in each field were analyzed by the Open
Comet image analysis, and the effects of beta-glucan on DNA damage were monitored. The
appropriate dose (50umol / L) (Angelie et al., 2006) and duration (10 min) of H202 was
administered to the blood samples of the patients as the positive control. In the same way,
the Comet Assay method was applied and the images were taken under a microscope and
analyzed.

The DNA damage (in terms of tail the DNA percentage, tail moment and tail length
parameters) of patients diagnosed with colorectal cancer (before starting treatment) was
compared with the DNA damage of individuals in the control group and then with 50 pl / ml
concentration of beta-glucan. The repairing effect of the DNA damage in patients with
colorectal cancer was investigated. The difference between the mean values of the patient
group and the control group was checked by the t-test. The damage to the DNA of patients
with colorectal cancer were examined by the Comet method. According to the control group;
tail moment, tail percentage and tail length values were significantly increased. After the
application of beta-glucan ex vivo to the blood samples of patients with colorectal cancer for
12 hours, it was found that the DNA damage was significantly reduced when examined by
the Comet Assay method. When the values of the data obtained after the application of beta-
glucan to the blood samples of the patient group were compared with the control group
values, beta-glucan results were lower than the control group values. The effects of beta-
glucan may be considered to be lower than the control group, considering the possible
damage to the control group. As a result; It can be said that beta-glucan has a restorative
effect on the DNA damage due to its anticytotoxic and antigenotoxic effects on the colorectal

cancer patients.

Key words: DNA Damage, Beta Glucan, Comet Assay Method.
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SIMGELERVE KISALTMALAR DIiZiNi

B : Beta

e- : Elektron

ul : Mikrolitre

°C : Santigrat Derece

% - Yiizde

8-OH-Gua : 8-hidroksideoksiguanin
ATM/ATR : Ataxi-telenjiektazi mutasyonu
BG : Beta glukan

BHA : Biitillenmis hidroksi anisol
BHT > Biitillenmis hidroksi toliien
BU : Bas uzunlugu

BY : Bas Yogunlugu

CAT : Katalaz enzimi

CR3 : Komplement reseptor

DMSO : Dimetil siilfoksit

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit
Et-Br : Etidyum Bromiir

FDA : Food and Drug Administration (Amerika Birlesik Devletleri Saglik

Bakanligina bagli Gida ve Ilagtan Sorumlu Biiro)

GLOBOCAN : Global Birden of Cancer Study

GPx : Glutatyon peroksidaz enzimi

Gras : Generally recognized as safe (giivenli kabul edilen)
H2 : Hidrojen molekiili

H202 : Hidrojen peroksit
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HIV : Human immunodeficiency Virus
IARC - International Agency for Research on Cancer (Uluslararas1 Kanser

Arastirma Kurumu)

Ig : Immunglobulin

19G : Immunglobulin G

1L . Interleukin,interlokin

IL-1 . Interlokin 1

KA : Kromozom Anormallikleri
kDa : Kilodalton

KM : Kuyruk Momenti

KMi : Kuyruk Migrasyonu

KRK : Kolorektal Kanser

KU : Kuyruk Uzunlugu

KY : Kuyruk Yogunlugu

Lac Cer : Laktosil Seramid

LDL : Diistik yogunluklu lipoprotein
LH > Yag asidi

LMPA : Diistik erime noktal1 agar
MN : Mikroniikleus

NF-kB - Niikleer Faktor kappa
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PBS
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PRR

RBC

ROS

S. cerevisiae
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TBHQ

TLR

TLR-2

TLR-6

TNF

U

WBC

WHO

: Natural Killer (Dogal Oldiiriicii Lenfosit)
- Siiperoksit anyon radikali

- Oksijen molekiilii

: Peroksit radikali
: Hidroksil radikali

: Phosphate Buffer Salina (Ttuzlu fosfat ¢ozeltisi)
: Propil Gallatlar

: Pattern Recognition Reseptor

: Red Blood Cell(Kirmizi Kan Hiicresi)

: Reactive Oxygen Species(Reaktif oksijen tiirleri)
: Saccharomyces cerevisiae

- Serbest Oksijen Radikalleri

: Tersiyer biitillenmis hidroksikinon

: Toll Like Reseptor (Toll benzeri reseptor)

: Toll- like receptor-2 (Toll benzeri reseptor 2)

: Toll-like receptor-6 (Toll benzeri reseptor 6)

: Tumor Nekrozis Faktor

: Unite (birim)

: White Blood Cell (Beyaz kan hiicresi)

: World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)
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1. GIRIS

Kanser birden ¢ok genin ve faktoriin etkisi ile hiicre dongiisiiniin bozulmasi ile olusan bir
hastaliktir. Kanser kompleks bir sekilde gelismekte olup ¢evresel faktorlerden etkilenmekte,
somatik ve kalitsal mutasyonlar ve epigenetik mekanizmalar ile meydana gelmektedir
(Lichtenstein ve dig., 2000; Bertram, 2000). Proto-onkogenler ve tiimor inhibe edici
genlerde olusan nokta mutasyonlar veya yeniden diizenleme ile normal saglikli hiicreler
kanser hiicrelerine doniismektedir (Bertram, 2000). Kanser, normal hiicrelerin anormal
cogalmasi ve kanser hiicresine doniistimii, proto-onkogenler de "fonksiyon kazanimi" (Gain
of function) ve tiimdr inhibe edici genlerde "fonksiyon kaybi (Loss of function) ile gelisir
(Olah, 2005; Martinez ve dig., 2003; Kleinsmith, 2004).

Kanser diinyada morbidite ve mortalitenin en énemli sebeplerinin basinda gelir. Kanser
1900’11 yillarda 6liimciil hastaliklar arasinda yedinci sirada yer alirken giiniimiizde diinyada
ve Tirkiye'de kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada gelmektedir (Detels, 2015).
2014 yili Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurumu (IARC) verilerine gore 14,1 milyon
yeni kanser vakasindan 8,2 milyonu 6liim ile sonu¢lanmaistir.

Kolorektal kanser (KRK) kolon rektum ve apendiks bolgelerinde meydana gelen kanser
olusumlarina denir (Ozkaya, 2009). Kolorektal kanserler yasam kalitesini diisiiren, is-gii¢
kaybina neden olan Onemli bir saghk sorunu olarak gilinlimiizde en sik goriilen
kanserlerdendir. Kolorektal kanser yaygin malign timorlerden biri olup insan sagligi i¢in
ciddi bir tehdittir. Morbiditesi ve mortalitesi ¢ok yiiksektir (Vermeer ve dig., 2017). KRK
olusumu ve gelisimi ¢ok gen katilim1 ve ¢ok asamali birikimin sonucudur. KRK diinyada en
¢ok goriilen kanser gesitleri igerisinde 4. sirada, erkeklerde en ¢ok goriilen 3., kadinlarda 2.
sirada en ¢ok goriillen kanserdir. KRK diinyadaki tim tiimor tiiplerinin ylizde 10'unu
olusturur. 2012 yilinda biitiin kanser tiirlerine bagli 6liimlerin ylizde 9,8’1 yani yaklasik
693,933 kisinin oliimii KRK nedeniyle olmustur. Gelismis tilkelerde (Kuzey Amerika,
Avustralya, Kanada, Yeni Zelanda vb.) insidans oran1 yiiksek, gelismekte olan iilkelerde
(Bat1 Afrika, Dogu Avrupa ve Giiney Amerika) insidans orani diisiiktir (GLOBOCAN,
2012). Gelismis iilkelerde KRK insidansi yiiksek olmasina ragmen mortalitesinin diisiik
olmasinin sebebi erken teshis ve etkili tedavi yontemlerinin uygulanmasidir. Geligmis
tilkelerde beslenme farkliliklarindan ve diger faktorlerden dolayr insidansi yiiksektir.
KRK'nin yaga gore goriilme oran1 degigsmektedir. Kirk yas altt KRK oran1 azken; 50-60 yasta
ise risk baslar. Ortalama 60-65 yas araliginda izlenir. Geleneksel cerrahi kemoterapi,
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radyoterapi ve diger tedavi yontemleri hastalarin iyilesme ve hayatta kalma siiresini uzatmak
icin yeterli degildir. Bu nedenle yeni ve etkili tedaviler bulmak gereklidir. Son yillarda
immiinoterapi, kanser terapisi alaninda sicak bir konu haline gelmistir ve kanser hastalarinin
geg palyatif tedavisinde dikkate deger sonuglar elde edilmistir (Cao ve dig., 2018).

Beta glukanlar dogada mantarlarda, tahil bitkilerinde, ekmek mayasinda ve bakteri gibi bazi
mikroorganizmalarin hiicre duvarinin yapisinda var olan glikoz zincirlerinden olusan
bagisiklik sistemini giiclendiren uyarici etkisi olan antioksidan etki yaratan polisakkarit
polimerleridir. Beta glukan, bagisiklik sistemimizin ilk savunmasini yapan, makrofajlar
tizerindeki Ozel ylizeylere baglanarak, bagisiklik sistemini aktive etmesinden dolayi
bagisiklik sistemi diizenleyicisidir (Kim ve dig., 2006; Sener ve dig., 2006). Bu ¢alismada
amacimiz fonksiyonel yiyeceklerin icerisinde yer aldigimi bildiginiz beta glukanin DNA
hasarini onarici etkisinin, kolorektal kanserli hastalarda tedavi 6ncesi alinan ex-vivo ortamda
Comet yontemi ile beta-glukan inkiibasyonu uygulayarak DNA hasarini onarict roliini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser
KRK; kolon, rektum ve apendiks bolgelerinde meydana gelen kanser olusumlarini1 kapsar
(Ozkaya, 2009).

2.1.1. Epidemiyoloji

2012 yilinda Global Burden of Cancer Study (GLOBOCAN)nin agikladigi bilgiler
dogrultusunda diinyada 14,1 milyon yeni kanser vakasi olusmus ve kanserden Olenlerin
sayist 8,2 milyona ulasnmistir (GLOBOCAN, 2014). Insidans1 en fazla olan meme, akciger,
prostat kanseri ve KRK'dir. KRK; ABD'de erkeklerde prostat ve akciger, kadinlarda meme
ve akciger kanserinden sonra 3.siradadir (Rieset ve dig., 2000). Tiirkiye’de 2015 yili Halk
Saglig1 Genel Miidiirliigii verilerine gore KRK, hem kadinlarda hem de erkeklerde 3. sirada
yer almaktadir. Erkeklerde yiiz binde 22,8 ve kadinlarda ise yiiz binde 13,8 sikliginda
goriilmektedir. Diinyada her sene bir milyon kisi KRK tanisi alirken 500.000 hasta bu
sebepten kaybedilmektedir (Gordon, 2006). Diinyada KRK insidansi agisindan diger kanser
tirlerine gore erkeklerde iiciincii sirada, kadinlarda ise ikinci sirada gelmektedir.
Gastrointestinal sistemin en yaygin goriilen kanseri olan KRK tiim kanser vakalarinin %10'u
dur. Kolorektal kanserinde erkek ve kadin vaka sayist yakin iken rektum kanseri erkeklerde
daha ¢ok goriiliir (Stewart ve Wild, 2014; Jemal ve dig., 2014).

Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Avustralya, Kanada, Yeni Zelanda, Danimarka,
Isve¢ vb. endiistriyel anlamda gelismis bat: iilkelerinde en yiiksek insidanslar goriiliirken
gelismekte olan iilkelerde 6zellikle, Orta Afrika, Hindistan, Asya, Gliney Amerika ve Dogu
Avrupa'da insidansin diisiik oldugu (www.kanser.gov.tr; Eddy, 1990) belirtilmistir. Bu
farklilik genetik, ¢evresel faktorler ve beslenme aligkanliklarina baghdir (Kelli ve dig.,
2005). KRK'nin az goriildiigii cografi bolgelerden yogun goriildiigii bolgelere yerlesenler de
KRK goriilme orani yiikselir.

2.1.1.1. Mortalite

ABD ve diger gelismis bat1 iilkelerinde KRK'nin insidans1 yiiksek oldugu halde 1980'lerden
sonra KRK mortalitesi azalmistir. Bunun sebebi ise hastaligin erken evrelerde teshis
edilmesi ve etkin tedavinin yapiliyor olmasidir. Sporadik KRK'da ileri yaslarda risk artar 40
yasin altinda az goriiliirken 40-50 yas araligindan itibaren insidans artar (Sayek, 2004; Fry
ve dig., 2008). 50 yas iizeri insidans ylizde 9'a ¢ikarken 80 yas iizeri ise risk en fazladir. Cok
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faktorli etkenlerle meydana gelen bu hastaligin tan1 koyma yas1 62°dir (Skandalakis ve dig.,
1994). K-RAS, p53, APC gibi en ¢ok bilinen onkogen ve tiimor baskilayici genlerin KRK’de
de mutasyona ugrar (Fearon, 2011).

KRK Siniflandirilmast:

1- Ailesel fakat siniflandiriimamis KRK (%20 oraninda)

2- Sporadik KRK (%75) oraninda

3- Herediter nonpolipozis KRK (Lynch sendrom) (%3 oraninda)
4- Ailesel adenomat6z polipozis (%1 oraninda)

5- Diger nadir goriilen sendromlar (%1 oraninda)
2.1.2. Etiyolojisi

2.1.2.1. Risk faktorleri

KRK’nin ortaya c¢ikmasina sebep olan risk faktorlerini 13 kategoride degerlendirmek
miimkiindiir. Bunlar;

Yas: KRK i¢in yas ciddi bir risk faktoriidiir olgular genellikle 40 yas iistiinde goriiliir.
Hastalar 50 yas tstli tan1 alirlar. KRK teshisi 60'li yaslarda goriiliir. 60 ve 79 yas
araligindakilerin tagidigi KRK riski 40 yas altindakilere gore 50 kat daha yiiksektir (Ries ve
dig., 2008; American Cancer Society, 2005).

Sigara Tiiketimi: Tiitiin ve sigara kullanimi KRK i¢in bir risk faktoriidiir. KRK hastalarinin
yiizde 12'sinin 6liim nedeni sigara igme faktoridiir (Zisman ve dig., 2006).

Alkol Kullanimi: 40 yas alt1 kisilerde yogun alkol tiikketimi (45 g/gilin'den fazla ise) KRK
ile 6zellikle distal kolon tiimoérleri ile iliskilendirilmistir. Alkoliin organizmadaki reaktif
metabolitlerinden olan asetaldehit karsinojenezden sorumludur (Pdschl ve Seitz, 2004).
Cografya: KRK genis cografi alana sahiptir. KRK'nin en sik goriildiigii yerlerden gelismis
tilkeler Kuzey Amerika, Kuzey ve Bat1 Avrupa, Avustralya’dir. Gelismekte olan iilkelerde
riski daha azdir bu iilkelere Afrika, Orta ve Giiney Amerika'yt ornek verebiliriz
(GLOBOCAN 2012).

Ailede KRK Hikayesi: Eger bir kisinin 1. derece akrabasinda KRK varsa o kiside kanser
gelisme riski 2-4 kat artmaktadir. Eger 1.dereceden olan KRK'l1 akrabanin yasi 50'nin altinda
ise o kisi de risk daha da artar (Sadler, 1996).

Genetik Bozukluklar: Spesifik genlerdeki degisiklikler KRK olusturma riskini artirir.
Genetik bozukluklarla KRK iligkisi %5-10'dur (Jackson-Thompson ve dig., 2006).



Fiziksel Aktivite ve Obezite: Beslenme tarzinda yagli ve posasiz yiyeceklerin tiiketimi ve
sismanlik KRK i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (Wiilet, 1999). Fiziksel aktivitenin azlig1 ve
sedanter bir yasam KRK riskini artirmaktadir. Ozellikle erkeklerde daha ciddi bir durumdur.
Yapilan bir ¢alismada fiziksel aktivitenin KRK {izerine koruyucu etkisi kadinlarda daha az
oldugu tespit edilmistir (Howard ve dig., 2008).

Diyet: Islenmis besin kullanim1 kirmizi et ve alkol tiiketiminin artmasi kalsiyum ve siit
tirlinlerinin tiiketiminin azligi, posasiz yiyeceklerin kullanimi KRK riskini artirir (Yang ve
dig., 2016).

Diyabet: KRK ile diyabet arasindaki iliskiyi anlamak i¢in yapilan bir meta analizde diyabetli
kisilerde KRK riskinin olmayanlara gore %30 daha fazla oldugu sonucuna ulasilmigtir.
Diyabetli kisilerde bagirsak diizeninin yavas olmasindan dolay1 bagirsak mukozasini tahris
edici maddelere daha ¢ok maruz kalmasi sebep gosterilebilir (Larsson ve dig.,2005).
Polipler: Hamartomat6z, juvenil polipozis ve adenomatoz poliplerde KRK riskini artirir.
(Desai ve dig., 1995; Spigelman ve dig., 1989).

inflamatuar Bagirsak Hastahg: Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi gibi iltihabi bagirsak
hastaligina sahip kisilerde olmayanlara gore 4 ile 20 kat daha KRK riski yiiksektir (Janout
ve Kallarova, 2001).

Radyoterapi: Vajinal kanser, serviks ve prostat kanserleri sebebiyle radyasyon tedavisi
alanlarda rektum kanserinin 15 yil i¢inde olusma riski vardir (Génen, 2004).

HIV (Human immunodeficiency Virus): HIV’in bazi tiirleri kororektal neoplazi riskini

olusturmaktadir (Cross ve dig., 2010).

2.1.2.2. Koruyucu faktorler
KRK’dan koruyucu baz1 faktorler bulunmaktadir. Bunlar:
1- Diyet

2- Folik Asit Kullanimi

3- B6 vitamini (Pridoksin)
4- Kalsiyum

5- Magnezyum

6- Sarimsak

7- Balik

8- Fiziksel Aktivite

9- Aspirin

10- Antioksidanlar



11- Postmenopozal Hormon Tedavisi

KRK’de beslenmenin kanser olusumunun oOnlemesinde onemli etkileri bulunmaktadir
(Hamilton ve dig., 2010). Dogru ve saglikli beslenme ile KRK vakalarinin yiizde 80'
kadarinin Onlenebilecegi bildirilmistir (G6nen, 2004). Birgok girisimsel ¢alismada
kolorektal adenomlardan korunma konusunda antioksidanlarin yararl oldugu bildirilmistir
(Fletcher, 2014).

2.1.3. KRK tanis1

Tan1 koyma fizik muayene, hikdye ve tanisal testler ile yapilir. Bulgular primer tiimoriin
bulundugu yere gore degismektedir. Karin agrisi, agiklanamayan demir eksikligi, bagirsak
aligkanliklarindaki degisimler, kabizlik veya ishal, halsizlik, yorgunluk, ¢arpinti, anemi,

kilokayb1, gaitada gizli kan, batinda kitle bulgular arasindadir (Heinemann, 1994).

2.1.4. KRK tarama yontemleri

KRK tanisi koyulabilmesi igin ¢ok ¢esitli tarama yontemleri bulunmaktadir. Bunlar;
1- Dijital rektal muayene

2- Cift kontrastl baryumlu kolon grafisi

3- Kolonoskopi

4- Sanal kolonoskopi

5- Sigmoidoskopi

6- Gaitada gizli kan testi

2.1.5. KRK tedavisi

Tedavi de ilk miidahale cerrahidir. KRK evresine gore kemoterapi, ameliyat oncesi veya
sonrast uygulanabilir. Ostomi siirekli veya gegici olarak tiimor ¢ikarimindan sonra
uygulanabilir. Radyoterapi de uygulanabilecek segenekler arasinda yer almaktadir (Akcal ve
Ertiirk, 2010).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, bir atomun orbital kisminda bulunan bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron tasiyan, organizmada, metabolizma esnasinda meydana gelen ve bagimsiz olarak
bulunabilme 6zelligine sahip reaktif atom veya molekiillerdir (Halliwell, 1994; Young ve
Woodside, 2001). Atomlar en dis orbitalleri tam dolu ya da bosken kararli formdadirlar.
Serbest radikaller ise eslesmemis elektronlardan dolayr reaktiflerdir ve kararsizlardir.

Kimyasal formiillerinin sag iist kismina konulan nokta ile serbest radikaller ifade edilirler
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(Gutteridge, 1994). Oksijen molekiilii (O2) dogal olarak O2 seklinde bulunmaktadir ve stabil
degildir. Oz bir elektron aldig1 zaman siiperoksit radikali olusur ve eslesmemis bir elektronu
oldugundan kararsizlasarak oksitleyici veya indirgeyici olabilir (Southorn ve Powis, 1998).
Serbest Radikaller, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve hasarlar olusurturur. DNA
zincirinde kopmalar meydana getirir. Sonu¢ olarak da mutasyon ve malign degisim
potansiyeli meydana gelebilir ve sitotoksisite olusabilir (Chopineau ve dig., 1994).

Peroksit radikali (02%) ise Oz molekiiliiniin iki elektron almasiyla ya da siiperoksit
radikalinin bir elektron almasiyla olusabilir. Peroksit radikali ¢ok zararli olmasa da hidrojen
peroksite (H202) doniisebilmesi sebebiyle tehlikelidir. Hidrojen peroksit, siiperoksit
radikalinin bir elektron ve iki proton almas1 ya da peroksitin iki proton almasi sonucu olusur.
Yiiksiiz bir molekiil olan hidrojen peroksit, radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif oldugu
igin serbest radikal olusturan tepkimelere katilir. H2O2, demir (Fe), bakir (Cu) gibi metallerin
iyonlari ile reaksiyona girerek toksik olan hidroksil radikaline (OH") doniismektedir (Kehrer,
2000).

Biyolojik sistemlerde OH" karsilasilan en reaktif ve toksik maddedir. OH", lipitler, niikleik
asitler, elektronca zengin molekiiller ve proteinlerle ¢cok sayida ara iiriin olusturabilir.
Meydana gelen radikaller normal metabolitler oldugu i¢in zarar vermezler, fakat viicutta
antioksidan mekanizmalarin yeterli olmadigi durumlarda olusan serbest oksijen
radikallerinden kaynakli hasarlar meydana gelir (Nakazawa ve dig., 1996). Oksijenli
solunum yapan hiicrelerde serbest radikaller metabolizmada ¢ok miktarda iiretildiklerinde
karbonhidrat, protein, DNA ve lipit gibi hiicre i¢i biyomolekiillerin islevlerinde olumsuz
etkilere sebep olurlar. Serbest radikaller disinda biyomolekiillere reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve nitrojen tiirevleri de etki eder (Lander, 1997).

Serbest radikaller; elektron transferi ile molekiildeki kovalent baglarin homolitik kirilmasi
ve dolayisiyla elektronlarin ayr1 ayri farkli ortamlar iizerinde kalmast ile olusur. Iyonize
radyasyon da serbest radikal olusturur. Serbest radikallerin esas kaynagi molekiiler
oksijendir (Halliwell ve dig., 1992). Serbest radikallerin organizmada olusma hiz1 ile
antioksidan sistem tarafindan serbest radikallerin bertaraf edilmesi arasinda oksidatif bir
denge bulunmaktadir. Bu denge oldugu siirece serbest radikallerin zararli etkileri
gorilmemektedir. Aksine antioksidan sistemden kaynaklanan savunma sikintisi varsa
serbest oksijen radikali (SOR) tiretimi artar. Meydana gelen doku hasarina ise “oksidatif
stres” denir (Chauhan ve dig., 2011; Serafini ve Del Rio, 2004).

Serbest radikallerin belirli bir limitte iretiminde; bagisiklik sisteminde, fagositozda,

hiicresel sinyal iletiminde, enzim aktivasyonunda, hiicrelerin biyogenezinde, kas kasilmasi
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ve kimyasal tepkimelerin takibinde faydalar1 bulunmaktadir. Uretim fazlaliginda ise; doku
hasar1, fonksiyon bozukluklari ve inflamasyon olusturur (Revan, 2007; Singh, 2009). Serbest
radikallerin en 6nemli olanlar1 biyolojik sistemlerde oksijen icerenlerdir ve bunlara "serbest
oksijen radikalleri" (SOR), "oksidan molekiilleri" veya "reaktif oksijen tiirleri" (Raeaktive
Oxygen Spacies=R0OS) da denmektedir (Akkus, 1995). Serbest radikaller ve reaktif azot
tiirleri tablo 2.1 de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Azot Tiirleri (Auroma ve Cuppett, 1997)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit------- 0y- Hidrojen Peroksit—H,0;
Hidroksi--------- OH Hipoklorik Asit------ HOCI
Peroksi---------- ROy Hipobromik Asit----HOBr
Alkoksi---------- RO 0Ozon------==========--- O3
Hidroperoksi--HO Singlet Oksijen------ 1Ag!O;

Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Nonradikaller
Nitroz Asit------------------ HNO;
Nitrozil Katyonu----------- NO*
Nitroksi Anyonu----------- NO:
b . Diazot tetraoksit---------- N204
Adat tilit-NG» Diczot roksit————N;O3
Peroksinitrit-------------- ONOOr
Peroksinitroz Asit-------- ONOOH

Nitronyum Katyonu-----NOy*
Alkilperoksi nitriller-----ROONO

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olarak tiretilebilirler.

Endojen Kaynaklar:

-Mitokondrideki elektron transfer zincirinden radikallerin sizintis1 primer kaynaktir.

- Radikaller aldehit oksidaz, ksantin oksidaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
enzimlerinin katalitik ¢evriminde meydana gelebilir.

- Hiicre membranina bagli olan sitokromlarin oksidasyon reaksiyonlarinda olugsmaktadir.

- Peroksizomlardaki bir¢ok enzim hidrojen peroksit iiretmektedir.

- Serbest radikaller, arasidonik asit metabolizmasinda, diiz kas hiicreleri ve trombositler
tarafindan tretilirler.

-Strese bagli olarak organizmada toksik yan iiriin olarak serbest radikaller tiretilir.

Ekzojen kaynaklar:

-X 1s1nlar1, elektromanyetik radyasyon 1sinlari, gama 1sinlart.

-llaglar (Kemoterapétik ilaglar)

-Alkol ve sigara kullanimi, egzoz dumant,

-Temizlik tirtinleri, bocek ilaglari, parfiimler



-Su kirleticiler= Trihalometan, kloroform
-Boya, tiner ve tutkal

-Ozon, asbest, toluen, benzen ve karbonmonoksit gibi havay kirleten maddeler.

2.3. Antioksidanlar

Hiicrenin yapisindaki lipid, karbonhidrat, protein, DNA gibi maddelerin oksidasyonunu
geciktiren ve engelleyen molekiillere" antioksidanlar " denir. Bu olaya da "Antioksidan
Savunma Mekanizmasi"denir (Valko ve dig., 2006). Antioksidan molekiiller, viicut
tarafindan iretilen endojen kaynakli ya da dis ortamdan gidalar ile alinabilen ekzojen
kaynakli da olabilen, olusan serbest radikallere ve oksidan molekiillere bir elektron vermesi
sayesinde radikalin hasarini engelleyen kararli bir yapidirlar. Antioksidan savunma
mekanizmasi ile oksidan ve radikallerin miktar1 oksidatif dengede ise organizma sagliklidir
denilebilir. Bu dengenin bozulmasi durumunda ise "oksidatif stres" ortaya ¢ikar (Cavdar ve
dig., 1997).

Antioksidanlarin etki prensipleri sunlardir;

1- Antioksidan koruma kimyasal tepkimelerle, dogrudan ya da enzim aktivitesiyle yapilarak,
2- Oksijen igeren molekiilleri en az seviyede tutarak,

3- Reaktif metabolizma iiriinlerinin aktivasyonlarinin diisiirilmesiyle ve de toksik olmayan
iriinlere doniistiiriilmesi ile temizleyerek,

4- Antioksidan molekiillerin metal iyonlarin1 baglayarak olusturacaklar1 kalici zararlar
engelleyerek,

5- Tamir mekanizmasi ile hasar tamirini gergeklestirerek,

6- Tamiri yapilamayan iriinleri uzaklastirarak yapilir (Splettstoesser ve Werner, 2002).

2.3.1. Antioksidanlarin simiflandirilmasi:

Antioksidanlar farkli ozelliklere gore siniflandirilmaktadirlar. Coziintirliikleri, yerlesim
yerleri, yapilari ve kaynaklarima gore gruplandirilmaktadirlar (Akkus, 1995).
Coziiniirliiklerine gore yagda ve suda ¢oziinen; yerlesim yerlerine gore ekstraseliiler ve
intraseliiler yapida olan, yapilarina gére fenolik, organosiilfiir bilesikleri ve aromatik yapida
olan, kaynaklarma gore ise ekzojen ve endojen kaynakli olarak siniflandirilirlar. Tablo

2.2’de ve Tablo 2.3’de endojen ve ekzojen antioksidanlar gosterilmistir.



Tablo 2.2. Endojen Antioksidanlar (Bulmus, 2006)

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

1. Enzimatik Antioksidanlar

2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

-Siiperoksit Dismutaz (SOD)
-Katalaz(CAT)

-Glutatyon Peroksidaz(GSH-
PX)

-Glutatyon-S-transferaz(GST)
-Mitokondrial sitokrom oksidaz
-Hidroperoksidaz

[.Makromolekiiller
-Seruloplazmin
-Transferin
-Ferritin
-Hemoglobin
-Miyoglobin

II.Mikromolekiiller
-Vitamin E
-Vitamin C
-Vitamin A
-Tiyol icerenler:
Glutatyon
N-asetil sistein
Metiyonin
Kaptopril
-Glukoz

-Urik asit
-Bilirubin
-Albumin
-Ubiquinon
-Melatonin
-Selenyum
-Lipoik asit
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Tablo 2.3. Ekzojen Antioksidanlar (isbir, 1994)

EKZOJEN ANTIiOKSIiDANLAR

Vitamin olan ekzojen
antioksidanlar:

[lag olarak kullanilan ekzojen antioksidanlar:

Gidalardaki ekzojen
antioksidanlar:

-a-takoferol(vitamin E)
-B-karoten

-Askorbik asit (vitamin
C)

-Folik asit

-Ksatin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit, Tungsten),

-NADPH oksidaz inhibitorleri
(adenozin,lokal anestezikler)

-Kalsiyum kanal inhibitérleri, nonsteroid
antiinflamatuar ilaglar (diphenyline
iodonium)

-Rekombinant siiperoksid dismutaz,
-Trolox-C(vitamin E analogu)

-Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GSH-Pxaktivetisini artiran ebselen ve
asetilsistein)

-Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

-Demir redoks dongiisiiinhibitorleri
(desferroksamin),

-Nétrofil adezyon inhibitorleri
-Sitokinler(TNF ve 1L-1),
-Barbitiiratlar,

-Demir selatorleri.

-Biitil hidroksi
toliien,

-Biitil hidroksi anizol
-Sodyum benzoat
-Ethoksikuin,

-Propil galat

-Fe-siiperoksid
dismutaz.

Gida endiistrisinde genellikle biitillenmis hidroksi toluen (BHT), propil gallatlar (PG),

biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve tersiyer biitillenmis hidroksikinon (TBHQ) gibi

sentetik antioksidanlar kullanilir. Bu sentetik antioksidanlarla yapilan ¢aligmalarda, deney

hayvanlara uygulanan diisiik dozlarin kanseri 6nleme yetenegi goriilmiis, fakat yiiksek

dozlarda ise karaciger hasarina ve karsinogeneze sebep oldugu ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla

bu durum goz 6niine alinarak dogal antioksidanlara olan yonelme ve ilgi artmistir (Bobek ve

dig., 1998; Kosanic ve dig., 2012).
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2.4. DNA Hasan

Deoksiriboniikleik asit, organizmalar i¢in yapist bilinen en 6nemli biyomolekiildiir. DNA
bir organizmaya ait tiim genetik bilgiyi icerir ve diger soylara aktararak devamliligini saglar.
Organizmalarin ve viriislerin genetik bilgilerinin replikasyonu ve transkripsiyonu boyunca
enzim ve proteinlerin sentezi 6nemlidir (Wang, 2000; Gooding, 2002). DNA, tiim bagka
molekiiller gibi g¢esitli kimyasal reaksiyonlara maruz kalabilir. Fakat DNA, insan
genomunun kalic1 tek kopyasi oldugu i¢in, DNA’nin yapisinda meydana gelebilecek
herhangi bir degisiklik, hiicrenin diger bilesenlerindeki degisikliklerden daha O6nemli
sonuglar yaratir (Copper, 2016).

DNA, evren genelindeki tiim canlilarin hayatta kalmasi, gelisimi, devamliligi ve
fonksiyonlart i¢in gerekli olan genetik bilgiyi sifreler (Swift ve Golsteyn, 2014). DNA’nin
molekiiler biitiinligiinde endojen ve ekzojen faktorlerin etkisiyle olusan tiim degisiklikler
"DNA hasar1" olarak ifade edilir (Kulaksiz ve Sancar, 2007). insan genomunda giinliik
ortalama 10°den fazla ekzojen ve endojen kaynakli DNA hasar1 olusmaktadir (Lindahl,
1993).

Endojen kaynakli sebepler; hiicre DNA’sinda gelisigiizel olusan hatalar, metabolizma yan
tirtinleri olan reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidayon iiriinleri, azot {iriinleri,
alkilasyon ajanlari, kolestrol ve Ostrojen metabolitleri sdylenebilir. (De Bont ve Van
Larebeke, 2004; Hoeijmakers, 2009; lyama ve Wilson, 2013).

Ekzojen kaynakli sebepler ise; kemoterapétik ilaglar, elektromanyetik dalgalar, kimyasal
ajanlar, iyonize radyasyon, UV 1181, hava kirliligi, agir metaller, sigara dumanidir
(Hoeijmakers, 2009; Ciccia ve Elledge, 2010, Jepssen ve dig., 2011; lyama ve Wilson,
2013).

Endojen ve ekzojen DNA hasarlar1 6zetlenirse;

Endojen (spontan) Etkenler:

- Yanlis eslesmeler (insersiyon/delesyonlar),

Kimyasal degisiklikler: (deaminasyon, metilasyon),

Baz kayiplar1: (depurinasyon/depirimidinasyon),
Oksidatif hasar: 100.000/hiicre/giin

- Replikasyon hatalar1

Nokta mutasyonlari deamine bir bazin onarllamamast durumunda gorilebilir.
Depurinizasyon, purin bazlarinin (adenin ve guanin) glikozil baglarinin hidrolize
olmasindan dolay1 kaybolmasina denir. Giinliik 5000 kadar purin bazi kaybolur. Yine ayn1

sekilde giinde ortalama 100 baz giftini sitozinin urasil deaminasyonu etkiler. Somatik
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mutasyonlar, endojen etkenlerle olusan hasar onarilmazsa meydana gelir (Yetismis; Duguid
ve dig., 1995).

Ekzojen (¢cevresel) Etkenler:

- Kimyasal ajanlar: Kemoterapi ilaglari, aflatoksin, alkilleyici ajanlar, benzopren, vinil
klorid, mustard gazlar vb.

- Fiziksel ajanlar: Iyonize radyasyon, UV (Ultraviyole) radyasyon, vb.

Benzopren hiicre icerisinde okside olarak kanserojenik etkisi olmadig1 halde kanserojenik
hale gelir. Benzopren DNA’daki G-C baglantisinin arasina girerek heliks yapiy1 bozar. Deri
kanseri riski ile UV i1sinlarinin baglantis1 vardir. UV 1sinlar1 mutajenik oldugu igin
pirimidinlerin kovalent baglanarak dimerlerinin olusmasina yol agar. En sik goriilen dimer
T-T’dir. Replikasyonu, Timin dimerleri DNA polimerazin etkinligini ve DNA
konformasyonunu bozarak durdurur (Yetismis; Arlet ve dig.,2006). DNA’da zincir igi
capraz baglarin olusumuna ve ¢ift zincir kiriklarina alkilleyici ajanlar ve sisplatin gibi
kemoterapotik ilaglar sebep olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oksidatif DNA
hasarina sebep olurlar. 8-hidroksideoksiguanin 8-(OH-Gua) mutasyona sebep olmaktadir
(Balajee vd., 2000). 8-OH-Gua replikasyon sirasinda adeninle baz ¢ifti olusturdugu igin
mutajeniktir. 8-OH-Gua, G:C yerine kanserlerde en ¢ok goriilen mutasyon olan T:A
transversiyonuna yol acar (Yetismis, Verjat ve dig.,2000).

DNA molekiilii, onarilabilen tek biyomolekiildiir (Friedberg, 1984; Zhang ve dig.,2009).
DNA onariminda ortalama 130 gen vardir ve hasar tamirinde yer alan protein kodlarlar.
Protein kinazlar ATM/ATR (ataxi-telenjiektazi mutasyonu/ Rad3-iliskili) ve p53 sinyal yolu
radyasyondan kaynaklanan DNA hasarimi tamir eder (Zhang ve dig., 2009). Organizmada
DNA hasart tespit edildiginde, sistemdeki proteinler olusan lezyonu algilayip, hiicre
dongiistiniin  durdurulmasi, gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin aktiflestirilmesi,

apoptoz, kanser ve yaglanma gibi adimlar1 izler. (Hopfner ve dig., 2002).
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2.5. Beta Glukan

2.5.1. Beta glukan kaynaklari ve yapisi

Beta glukanlar, dogada mantarlarda; bugday, arpa, cavdar, yulaf gibi tahil bitkilerinde;
ekmek mayasinda ve bakteri gibi baz1 mikroorganizmalarin hiicre duvarinin yapisinda var
olan glikoz zincirlerinden olusan ve antioksidan o6zelligi fazla olan polisakkarit
polimerleridir (Kim ve dig., 2006; Sener ve dig., 2006).

Turp, havug, kereviz gibi besinlerin toplam karbonhidrat miktarinin %20’si ve kuru soyanin
agirlikga %0,8’1 beta glukan igerir (Babicek ve dig., 2007).

Glukanlar, glikoz monomerlerinin glikozidik baglarla baglanarak B(Beta)(1,3) bag: ile
dogrusal bir zincir olusturmasi ve bu zincirlere glikoz monomerlerinin B(1,6) baglar ile
baglanarak dallanmalar gostermesi neticesinde meydana gelmektedirler (Babicek ve dig.,
2007).

(1,3)-p dogrusal yapida olan beta glukanlar bakterilerde bulunur. (1,3)(1,6)-B-D glikoz
polimerleri, mantar ve mayalarin hiicre duvarlarindaki dallanmis beta glukanlardir.
(1,3)(1,4)-B-D glukanlar ise dallanmamis olarak tahillarda mevcuttur (Butt ve dig., 2008).

Farkl1 kaynaklarin beta glukan 6rnekleri ve tanimlari tablo 2.4’te gdsterilmistir.

Tablo 2.4. Farkl Kaynaklarin Beta Glukan Ornekleri ve Tamimlar1 (Volman ve dig.,
2008).

Beta Glukan Tipi Tanimi
Bakteriyel Linear B(1,3) glukan (6rnegin Kurdlan)
Mantar Kisa B(1,6) dalli, B(1,3)glukan (6rnegin Schizophyllan)

Uzun f(1,6) dalli, p(1,3)glukan (6rnegin WGP -

Maya glukanBetafektin TM)

Tahil Linear B(1,3)/ B(1,4)glukan (6rnegin ¢avdar, arpa ve yulaf)

Yulaf ve arpadaki beta glukan, yiiksek molekiil agirligina sahip (6,5 kD) suda ¢oziinen
polisakkaritlerdir ve yulaftaki igerigi %2,3-8,5 olup hiicre duvarinda bulunur. Arpadaki
igerigi ise %3-11 olup endosperm hiicre duvarinda bulunur (Butt, 2008; Theuwissen ve
Mensink, 2007; Lyly, 2006).

Ticari olarak satilan beta glukan preparatlar1 Cerevisiae’den; Phellinuslinteus ve Sparassis

Crispa gibi mantarlardan elde edilir (Butt ve dig., 2008). Beta glukanlar ve glikoproteinler
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mantar ve mayalarin hiicre duvarlarinin yapisini meydana getirirler (Akramiene ve dig.,
2006). Beta glukan, mantar hiicre duvariin kiitlece yarisini olusturur (Chen ve Seviour,
2007). Yan zincirlerinin dallanma yapilarina gore beta glukanlar; epiglukan, kurdlan,
sizofilan, pestolotan, lentinan, krestin gibi spesifik isimlendirilirler (Chen veSeviour, 2007).
Makrofaj, T ve B hiicreleri, NT hiicreleri, monosit, Langerhans hiicresi (beyaz kan hiicresi
cesidi), alveolarepitel hiicre, fibroblast ve eozinofil gibi organizmada immiin ve immiin
olmayan hiicreler lizerinde beta glukan reseptor aktivitesi belirlenmistir (Brown ve Gordon,
2003).

Graniilosit, monosit, makrofaj ve dentritik hiicre gibi immiin hiicrelerin fagositoz 6zelligini
arttiran beta glukan, bu hiicrelerin ¢ogalmalarini aktive ederek immiin sistemin savunma
etkinligini arttirir. Makrofajlar, dentritik hiicreler, notrofiller, NT (Natural Killer, dogal
oldiiriicii) hiicreler ve T hiicrelerin yiizeyinde var olan PRR (patern taniyan reseptor)’lerini
beta glukanlar tanirlar ve baglanirlar.

PRR reseptorleri sunlardir:

1- CR 3 (Komplement reseptor, ¢cogunlukla makrofajlar NT hiicreler ve nétrofillerde
mevcuttur),

2- Dectin-1 reseptorii (Genellikle makrofajlarda mevcuttur),

3- Laktosileramid,

4- TLR-2 (Toll-benzer reseptor-2)’dir.

CR 3'e baglanan diisiik molekiil agirlikli beta glukan glomerular filtrasyonla kandan
temizlenir. Biiyiik molekiil agirligi olan beta glukan polimerleri ise karacigerde metabolize
olmaktadir (Brown ve dig., 2003; Bedirli ve dig., 2003).

Beta glukanlarin immiin olmayan 6n hipofiz hiicreleri, epitelyal hiicreler, fibroblastlar,
vaskiiler endotelyal hiicrelerde de reseptorlerinin oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu
anlamda beta glukanlarin organizmada etki alan1 biiyiiktiir (Williams ve dig., 1996; Rice ve
dig., 2005; Novak ve Vervicka, 2008). Hiicrelerin yiizeyindeki reseptorlerin beta glukani
tanimasiyla hiicresel aktiviteler baslar (Williams ve dig., 1996).

2.5.2. Beta glukanin antioksidan o6zelligi

Bir polisakkarit olan beta glukanin antioksidan &zelligi; polimerlerin monosakkaritlerin
diizenlenmesi ve onlarin derisimleri ile ilgilidir.1 mg/ml derisimdeki tim karbonhidratlar
antioksidan o6zelliktedir. Anomerik hidrojenin uzaklastirilmasiyla monosakkaritlerin serbest

radikal azaltic1 etkisi meydana gelmektedir (Tsiapali ve dig., 2001).
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Beta glukanin antioksidan 6zelliginin etki mekanizmasi tam net olarak bilinmemekle beraber
pozisyonuna ve hidroksil gruplarina sahip olmasindan ileri geldigi diistiniilmektedir

(Tsiapali ve dig., 2001).

2.5.3. Beta glukanin biyolojik ve immiinolojik fonksiyonlari

Beta glukan, 1960 yilinda Dr. Nicolas Di Luzio tarafindan tanimlanmis ve immiin sistemi
aktive ettigi kesfedilmistir. Beta glukanin etkinligi molekiil dizilisindeki farkliliklardan ileri
geldigi tahmin edilmektedir (Rasmussen ve Seljelid, 1991; Abel ve Gzap, 1992).

Beta glukanlarin farkli baglanti ve dallanma derecesi, su veya alkalilerdeki solubilitesi,
molekil agirligi, polimer yiikii, ti¢ boyutlu yapisi, izolasyon kaynaklarindaki cesitlilik,
polimerlerin primer, sekonder, tersiyer yapilari biyolojik aktivitelerini etkileyen sebeplerdir
(Keser ve Bilal, 2008).

Cesitli beta glukanlarin sahip olduklar1 farkli karakteristik 6zellikler immiin sisteme tesir
etmelerinde farkliliklar meydana getirir. Funguslardan izole edilen molekiil agirligi fazla
olan beta glukanlar direkt olarak 16kositleri aktive ederlerken, diisiikk molekiil agirlikli beta
glukanlar ise sadece sitokinler tarafindan uyarilan bagisikliktan sorumlu hiicreleri aktive
ederler (Volman ve dig., 2008).

1990’11 yillara dogru makrofajlarda beta glukan reseptdrlerinin var oldugu ve beta glukanin
makrofajlar ylizeyinde bulunan spesifik reseptorlere etki ettigi ve bu reseptorlere baglanarak
makrofajlarin aktivasyonuna sebep oldugu belirlenmistir (Abel ve czop, 1992; Rasmussenve
Seljelid 1991). (Sekil 2.6.’da gosterilmistir).
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Sekil 2.1. Beta Glukan Etkileri
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Insan metabolizmasinda beta glukan sentezlenmedigi i¢in viicuda oral olarak ya da
intravendz yolla alinabilir. Beta glukanin viicuda alimiyla immiin sistem hiicreleri tarafindan
algilanir (Brown ve Gordon, 2005).

Beta glukan viicuda oral yolla alindiginda kemik iligindeki graniilositlere makrofajlar
vasitastyla ulasip aktive ederler, intravendz yolla alindiginda ise makrofaj destegi olmadan
dogrudan kemik iligindeki graniilositlere ulasip aktive eder (Hong ve dig., 2004).

Oral yolla alinan beta glukanlar ortalama 30 dakika icinde gastrointestinal sistemden
emilmekte ve bagirsak duvarindaki makrofajlar ile spesifik reseptorlere baglanmaktadir.
Ayrica beta glukan emilimi disinda bagirsaklardaki lenf nodiillerinden (peyer plagi)
bolgelerinden alinarak sitokinin salinmmini fazlalagtirarak immiin sistemi aktive ederler
(Bedirli ve dig., 2003; Chihara, 1992; Zekovic ve dig., 2005).

Mide asidine dayanikli olan beta glukan, mideden degisiklige ugramadan geger (Bedirli ve
dig., 2003). Beta glukan, bagirsakta (B-(1,3) Glukanaz enzimi var olmadigi i¢in glikoz ve d-
glikoza par¢alamadigindan bagirsak duvarindan absorbe edilemez (Bedirli ve dig., 2003).
Glukan metabolik reaksiyonlarinin bitiminde glikoza doénitisiir (Adachi ve dig., 1993). Beta
glukanlar hem dogal hem de adaptif immiiniteyi etkileyen gii¢lii immiinstimiilantlardir (Kim
ve dig., 2011). Beta glukanin immiinostimiilant oldugunun gostergesi kanser hiicre
biiytimesinin engellenmesiyle ve antimetastatik etki gostermesiyle bakteriyel infeksiyonun
baskilanmasi ve dnlenmesiyle agiklanabilir (Gardiner, 2000). Beta glukanin immiin sistemi

aktive etmesi ve immiinoregiilator aktiviteleri onun 6nemli biyolojik fonksiyonudur. Diger

17



Ozelliklerini bu aktivitelerine gore uygular. Beta glukanin makrofajlardan sitokinlerin
salinmasini stimiile etme veya baskilama 6zelligi immiino-regiilator 6zelligidir (Gardiner,
2000).

1960’11 yillarda, Japonya’da Lentinus edodes mantarindan izole edilen bir glukan molekiili
olan lentinanin immiinomodiilator ve anti-kKarsinojen etkisi ispatlanmistir (E1 Enshasy ve
Hatti-Kaul, 2013).

Insanlar iizerindeki uygulamalarda, beta glukan kullanimimin hiicrelerdeki glikoz harcani-
munin yiikseldigi ve kan kolesteroliinii disiirdiigii gosterilmistir (Delaney ve dig., 2002).
Insanlarda uygulanan diyette glikoz toleransinin %10 beta glukan eklenmesiyle arttig1 ifade
edilmistir (Gardiner, 2000).

Beta glukanlar hasarli dokular1 yenileme ve onarimi yetisine de sahiptirler (Kordon 2010).
Beta glukan yaranin iyilesmesine yardimci olur, miyokardiyal reperfiizyon hasarina karsi
viicudu savunur, Ig A salinimini artirir (Sandviv ve dig., 2007).

Beta glukanlar (LDL, low density lipoprotein) diisiik yogunluklu lipoprotein diizeyini
diisliriir ve antibiyotiklerin aktivitelerini yiikseltir (Kassai ve dig., 2001).

Beta glukanlar gida sanayisinde vizkozite artirict vasfiyla naturel hidrokloridler olarak
kullanilirlar (Byun ve dig., 2008).

Beta glukanin en 6nemli aktivitelerinden birisi de hematopoezi stimiile etmesidir (Novak ve
Vetvicka, 2008).

Beta glukan kullanimi kabizlik probleminde de etkili bir ¢6ziim olmaktadir. Beta glukanlar
merkezi sinir sisteminde mikroglia hiicrelerini etkinlestirirler. Mikroglia hiicrelerinin AIDS,

MS hastaliginda ve Alzheimer’da olumlu etkileri vardir (Jaehrig ve dig., 2008).

2.5.4. Beta glukan-patojen iliskisi

Beta glukanlarin temel immuno-farmakolojik aktivitelerinin, konak¢inin bakteriyel, viral
fungal ve parazitik infeksiyonlara direncinin artirilmasi, karsinogenezden korunma ve
antitimor etki, zararli 1sinlarin etkilerinden korunma, immiin sistemi kuvvetlendirme,
retikiiloendotelyal sistemin fagositik ve proliferatif aktivitesinin artirilmasini icermektedir
(Carrow, 1996; Browder ve dig., 1998).

Kozmetik, tip ve farmakolojik kullanimlar i¢in maya beta glukanlart uzun stiredir
kullanilmaktadir (Herbert, 2008). $-(1,3) Glukanlarin immiinolojik ve farmakolojik etkileri
ile ilgili ¢ok fazla sayida caligmalar yapilmaktadir (Li ve dig., 2005).

Beta glukanin infeksiyon diizeyini diisiirdiigiinii gostermek icin bir ¢alisma yapilmistir. Bu

calismada; agir travma hastalarindan olusan iki gruptan birine sadece antibiyotik ile tedavi,
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diger gruba antibiyotikle beraber beta glukan verilmistir. Hastalarda olusabilecek
komplikasyonlar ile mortalite insidansi Olgiitleri incelenmistir. Tamamlanan g¢alismada
antibiyotikle beta glukan tedavisi uygulanan hastalardaki sonuglar sadece antibiyotik verilen
gruba gore degerlerinde anlamli bir azalis goriilmiistiir (Felippe ve dig., 1993).

Jung ve arkadaglar1 beta glukanin domuz gribi iizerine etkisini arastirdiklari bir calismada;
beta glukanla tedavi edilen bir grup domuzdaki akciger lezyonlarinda azalma oldugu ve
virisiin daha az yayildig1 dolayisiyla bu bilesigin influenza virilisiiniin yarattigi

infeksiyonlarda tercih edilebilecegini gostermislerdir (Jung ve dig., 2004).

2.5.5. Beta glukanin yan etkisi

Immiinoterapi 6zelligi ve immiin sistem uyarici 6zellifi olan beta glukanlar ilag
kategorisinde siniflandirilirlar (Portera ve dig., 1997). FDA (Food and Drug Administration,
Amerika Birlesik Devletleri Saglik Bakanligina bagli gida ve ilagtan sorumlu biirosu)'ya
gore GRAS (GenerallyRecognised As Safe, genellikle giivenli olarak kabul edilir)
smiflandirmasinda beta glukanlarin herhangi bir zarari, toksik ve yan etkisinin olmadigi

tespit edilmistir (Carrow, 1996).
2.6. Comet Assay Yontemi

2.6.1. Tarihgesi

DNA’ya ve genlere toksik etki gostererek mutasyonlara ve cesitli kanserlere yol agan
kimyasal maddeler ve radyoaktif elemanlarin (genotoksik) ve hiicreye toksik sekilde etki
edip hiicreyi 6ldiiren ya da fonksiyonunu durduran maddelerin (sitotoksik) etkileri sonucu
olusan DNA hasarlarinin seviyelerinin tespit edilmesine yarayan 6nemli bir yontemdir.
Genotoksik ve sitotoksik etkenler disinda oksidatif stresin de DNA hasar1 olusumunda pay1
oldugundan bu alandaki ¢alismalarda da kullanilan bir metottur. Comet Assay yontemine
(kuyruklu yildiza benzer) Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (SCGE) de denilmektedir.
Hiicrelerde cesitli tiirdeki DNA hasarini belirleyebilen hizh, giivenilir, ucuz, duyarli, etik,
dogru neticeler veren kantitatif bir metottur. Kullanimi ¢ok yaygindir. Molekiiler
calismalarda hiicresel bazda birgok biyomarker {lizerinde son zamanlarda yer almaktadir.
Comet yontemi de bu ¢aligmalardan biridir.

1978 yilinda Rydberg ve Johanson isimlerinde iki arastirmaci hiicre bazinda DNA tek sarmal
kiriklarinin tespiti i¢in ilk kez DNA hasar1 ¢alismast yapmislardir. Mikroskobik lam iizerine
yayilan agaroz jele DNA hasar tespiti yapilacak olan hiicreler gdomiilmiistiir. Hafif alkali

ortamda bekletilerek DNA sarmalinin agilmasi, hiicre zarinin pargalanmasi ve proteinlerden
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uzaklastirilmas1 amacglanmistir. Hiicrelerin nétralizasyon igslemi sonrasinda, hiicreler DNA
akridinoranj ile boyanmistir. Fotometre kullanilarak tek sarmal DNA kiriklaria kirmizi
floresanin, ¢ift sarmal DNA kiriklarina yesil floresansin oranina gére DNA hasar oranint
belirlemislerdir (Fairbain ve dig., 1995).

1984 yilinda, Ostling ve Johanson, iki Isvecli bilim adami, nétral yontemi ilerleterek
mikrojel elektroforez yontemini gelistirmislerdir. Bu yontemde, agaroz jel mikroskop lami
tizerine yayilir, hiicreler igine gomilir. Konsantre tuz ve deterjandan olusan lizis
¢oOzeltisinde bekletilir. Hiicrelerin membranlar1 pargalanir. Kisa siireli olarak DNA’lara notr
pH’da elektroforez islemi uygulanarak anoda dogru hizla hareket etmeleri amaglanmustir.
Go¢ hizi, DNA’daki zincir kirigmin miktaria gore artar. Bu go¢ kuyruklu yildiza benzer.
Daha sonra DNA’lar etidyum bromiir ile boyanip yogunlugunun floresans mikroskopta
oOlgtilmesi ile tespit edilir (Ostling ve dig., 1984).

Sing vd. 1988 yilinda tek sarmal kiriklarini tespit edebilmek igin kuvvetli alkali ortamda
pH>13'te elektroforez yapmuslardir (Singh ve dig., 1988). Bu teknikte né&tral ortamda
uzaklagtirllamayan proteinler, kuvvetli alkali ortamda, proteinlerin %95’ten fazlasini
uzaklastirabilmektedir. Bu teknikte lama yayilmis yiliksek erime noktali agarin tizerine diisiik
erime noktali agaroz (LMA) igerisinde hazirlanmis hiicre siispansiyonu sandvi¢g modelini
olusturur. PH 10°da yogun deterjan ve tuzdan olusan lizis ¢ozeltisinde hiicre parcalama
islemi yapilir. Daha sonra alkali ortamda kisa bir siire elektroforez yapilir. Tek zincir
kiriklariin tespiti disinda, DNA hasar ve onarim tespiti ve tamir mekanizma ¢alismalarinda
da kullanilabilir (Taylor ve dig., 2000). Cok kiicilk hacimlerdeki orneklere
uygulanabilmektedir ve bir giin gibi kisa bir siirede sonuglara ulasilabilmektedir.

Notral kosullarda, DNA’daki ¢ift sarmal kiriklar1 belirlenir, alkali kosullarda ise DNA’daki
tek sarmal kiriklar1 belirlenir. Fakat DNA’ya hasar veren etkenler daha ¢ok tek zincir
kiriklari olusturdugu i¢in alkali yontemler (pH>13) DNA hasarini tespit etmede daha ¢ok
tercih sebebidir (Singh ve dig., 1988; Ostling ve Johanson, 1984).

Olivevd., 1990'da Ostling ve Johanson’in uyguladigi nétral yontemi degistirerek alkali
ortamda hiicrelerin mebranlarin1 yok ettikten sonra elektroforezi nétral ya da orta alkali
ortamda yaparak tek zincir kiriklarini belirleyebildiklerini soylemislerdir (Olive ve dig.,
1990). Ancak Singh’in gelistirdigi metod daha hassastir (Rojas ve dig., 1999).

Tek Hiicre Jel Elektroforezi protokolii standart olmalidir. Deneyin uygulanmasinda; agarin
dozu kullanilan kan veya benzeri 6rnegin miktari, Lizing ¢ozeltisindeki tuz ve deterjan
konsantrasyonu, pH’st ve siiresi, elektroforezin uygulanmasinda; elektroforez ¢ozeltisi

konsantrasyonu, pH’si, siiresi, voltaji ve akimi yontemin sonuglarini etkiler. Ayni sekilde
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floresan boyanin dozu ve parlakligini yitirmeden hemen goriintiilenmesi, mikroskop sartlari
ve deneyi hep ayni uygulayan kisinin yapmasi dnemlidir (Hartmann ve dig., 2003). Yontem
alkali ortamda yapildig1 i¢in alkali Comet analizi veya alkali tek hiicreli jel elektroforezi
adiyla ¢aligilmaktadir.

Son zamanlarda, (N/N) (Notr gevseme/Notr elektroforez) ve (A/N)(Alkali gevseme/Notr
elektroforez), (A/A) (Alkali gevseme/ Alkali elektroforez, pH>13) olarak uygulanmaktadir
(Lin ve dig., 2007; Gichner ve dig., 1998).

Yine son yillarda Comet yontemi, floresan in situ hibridizasyon teknigi ile yapilmaktadir.
Bu yontemde DNA dizi veya genlere Ozel isaretli problar kullanilarak hasar tayin
edilebilmektedir. FISH Comet olarak isimlendirilir.

Sekil 2.2. Cift Zincir Kiriklarim1 Tespit Eden Notral Metod ile Tek Zincir Kiriklarim
Tespit Eden Alkali Metodun Genel Uygulama Protokolii (Sardas, 1996).

LAM HAZIRLANMASI

/~

Alkali Lize NOTRALLIZE
DNA‘§arm§I YIKAMA
gozllmesi
ALKALI NOTRAL
ELEKTROFOREZIS ELEKTROFORESIS

\ BOYAMA /
2

GORUNTU ANALIZI

2.6.2. Alkali Comet ile notral Comet arasindaki farkhiliklar

-Notral elektroforez sonrasinda Comet goriintiilerinde kuyruk bir pargadir, alkali
elektroforez sonrasinda ise Comet goriintiisii etrafina dagilmis durumdadir.

-Alkali ortamda Comet 6rneklerinin kisa olusu ve yogun boyandigi, zayif alkali ortamda ise
uzun halde bulunduklar1 belirlenmistir.

-Notral ortam, gevsek DNA loplarinin komet gorintiisiini verir, alkali ortam ise serbest

kiriklar igeren DNA pargalarinin goriintiisiinii verir (Klaude ve dig., 1996).
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2.6.3. Metodoloji

Tek hiicre jel elektroforezinde canli dokulardan izole edilen g¢ekirdekteki DNA’y1 diisiik
molekiil agirlikli agar igerisine gdmerek tek tabakali olusturulan preparati yogun deterjan ve
tuz gozeltilerinden olusan Lysing ¢ozeltisinde 1 saat bekleterek hiicre membranlarinin
pargalanmasi saglanir. Lizis ¢6zeltisine McKelvey-Martin ve dig., N-Laurilsarkozin ilave
etmisgler ve bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Lizis ¢6zeltisine proteinaz K ilave eden
Rojas ve dig., ise protein kalintilarinin uzaklastirildigini belirtmislerdir (Rojas ve dig., 1999;
McKelvey-Martin ve dig., 1993).

Hasarli, kirik igeren DNA molekiilleri stiper sarmal yapidan kurtulur. Lizis isleminde DNA
aciga ciktig1 i¢in ve 1s18a duyarli olmasindan dolayr hasar miktarin1 artirmamak igin
caligmalar karanlik ortamda yapilir. DNA molekiillerinin yiiksek alkali ortamda (pH>13)
elektroforezi yapilir. Elektroforetik ortamda DNA’nin negatif yiikli kirik uglari, elektrik
akiminin etkisiyle pozitif yiiklii uca dogru yani (katottan anoda dogru) hareket ederler.
Elektroforezden sonra nétralizasyon islemi kisa siireli bekletilerek tekrari yapilir. Sonrasinda
floresans boyalarla (EtBr, DAPI) gibi boyanan hiicrelerin floresans mikroskobunda Comet
goriintiileri alinir ve analizleri yapilir. Comet sayimi yapilirken mikroskop laminin orta
boliimii ortalama bir sonu¢ i¢in incelenir. Lamin kenarlarinda yiiksek hasarli DNA’lar

oldugu i¢in kenarlar dikkate alinmaz (Green ve dig., 1996).

2.6.4. Comet Assay uygulama basamaklari

-Hiicrelerin hazirlanmasi

-Lamlarin hazirlanmasi ve hiicrelerin agara gémiilmesi

-Lizis (Hiicrenin membraninin eritilmesi), DNA sarmalinin ¢6ziilmesi
-Elektroforez

-Nétralizasyon

-Boyama (Florasan boyalar ile boyama)

-Degerlendirme

2.6.5. Comet Assay yonteminin uygulanisi

1. Hiicrelerin hazirlanmasi: Materyal olarak tam kan 6rnekleri, doku ornekleri, sperm
hiicreleri kullanilabilir. Hiicreler yiiksek erime noktali agar ile kaplanmis lamlar iizerine
uygulanir.

2. Lamlari hazirlanmasi ve hiicrelerin agara gomiilmesi: Hiicrelerin agara tutunmasini

saglamak i¢in hazirlanmis olan ve 37°C’de su banyosunda bekletilen yiiksek erime noktali
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agar, temiz ve numaralandirilmis rodajli lam {izerine boydan boya yayilarak kaplama yapilir
ve 24 mmx60 mm’lik lamel ile hava kabarcigi olmayacak sekilde kapatilip +4°C’de 25
dakika bekletilir.

Lam tizerinde agar donduktan sonra lamel ¢ekilir ve iizerine diisiik erime sicakligina sahip
olan agar belirli bir miktar hiicre ile siispanse edilip tekrar lam tizerine yayilir ve lamel ile
kapatilip sogutulur. Bu sekilde hiicrelerin iki agar tabakasi arasina gdmiilmesi saglanmis
olur. Lam {izerine diizglin agar yayma, agar yogunlugu ve miktari, hiicre konsantrasyonu
sonuglart etkiler. Agarin yogunlugunun ve miktarinin fazla olmast DNA go¢ hizini
etkileyebilir. Ayrica fazla hiicre yogunlugu ise DNA gogii esnasinda Cometlerin
cakismasina sebep olur (Dinger, 2010; Green ve dig., 1996).

3. Lizis islemi: Sandvi¢ modeli preparatta agarlar iyice donduktan sonra lamel dikkatlice
kaldirilir ve yogun tuz ve deterjandan olusan lizis soliisyonunda salede bir saat +4°C’de
bekletilir. Bu asamada kandaki eritrositlerin pargalanmasi ile ¢ikan demire bagl serbest
radikal hasar1 olmasini engellemek i¢in uygulama oncesinde lizis ¢ozeltisine %10 oraninda
DMSO eklenir. Lizis islemi ile hiicre membrani pargalanir ve hiicre igerigi ¢ekirdekten disari
cikar. Siiperkoil yapida DNA az bir miktar non-histon proteinlerle kalir. Lizis isleminden
sonra yapilacak calismalar DNA 1s18a kars1 hassaslastig1 i¢in ek hasarlar olmamasi adina
karanlik bir alanda yapilmalidir (Dinger ve dig., 2010).

4. Elektroforez islemi: Jele gomiilii halde bulunan tek zincirli DNA’ya yogun alkali
ortamda 25V, 300mA akim ve yaklagik 25 dakikada elektroforez yapilir. Islem sirasinda
uygulanan elektrik akimi sayesinde DNA'min negatif yiiklii kiriklar1 anoda dogru bir
kuyruklu yildiz modeli vererek hareket ederler. Bu gége, goriintii kuyruklu yildiza benzedigi
i¢cin “Comet” ad1 verilmistir. Hasarsiz DNA’lar nétr olduklari igin ¢ekirdekten ¢ikamaz, gog
yapamaz, parlak goriiniir ve Comet gorseli veremez (McKelvey-Martin ve dig., 1993).

5. Notralizasyon islemi: Preparatlar, elektroforez isleminden sonra, jel pH'sinin
notrallesmesi igin ve ortamdan tuz, deterjan ve artifaktlarin uzaklastirilmas: sebebiyle tris
tamponu ile (pH: 7,5) tiger kez onar dakika bekletilerek yikanir (Rojas ve dig., 1999).

6. Boyama islemi: Bu islemde DNA'nin boyanarak Comet goriintiilerinin alinmasi igin
baglayici olarak floresan boya secilir. En tercih edilen floresan boyalar; etidyum bromiir
(deneyimiz de tercih edilmistir), propidyum iyodiir, DAPI, akridinoranj, YOYO-1, Hoechst-
3258, Hoechst-33342. Glimiis nitrat da (non-floresan boya) seyrek de olsa tercih edilebiliyor.
YOYO-1 ve giimiis yesili boyalarin hassasiyeti artirdigini Singh ve ark. bildirmislerdir
(Singh ve dig., 1994). Boyama islemi yapilir ve 4 saat i¢inde boyarmadde renk verme

aktifligini kaybedecegi igin floresan mikroskobunda gériintiilere bakilir (Fairbain ve dig.,
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1995; Rojas ve dig., 1999; McKelvey-Martin ve dig., 1993). EtBr’iin (Etidyum Bromiir)
diger floresans boyalardan farkli olmadigini calismalarinda agikladiktan sonra EtBr ile
calismalarimiz yapilmistir (Gichner ve dig., 2006).

7. Degerlendirme: Comet yontemi ile DNA hasarinin 6l¢iimii nicel olarak iki sekilde
degerlendirilir.

1. Gorsel Analiz

2. Bilgisayarl1 Comet Goriintii Analizi

Bu iki yontem kullanilarak Comet goriintiistiniin kuyruk momenti, uzunlugu ve kuyruktaki
DNA yiizdesi belirlenebilir (Collins, 2002). Hasarli DNA hiicreleri bas ve kuyruk diye iki
ana boliimden olusur. Cekirdek disina migrasyon etmeyen kisim bas bolgesi, ¢cekirdek disina
migrasyon olusturan kisim kuyrugu olusturur. Yani c¢ekirdekteki saglam DNA kuyruklu
yildizin bas kismini, kuyruk kismini ise yer degistiren hasarli DNA olusturur. DNA hasarinin
miktari1 Comet’in kuyruk uzunlugu ve kuyruk uzunlugundaki DNA yogunlugu belirler.
Kuyruk uzunlugu ne kadar fazla ise DNA o kadar hasarlidir.

Hasar fazla ise DNA molekiilleri elektroforez uygulanirken elektrik akiminin etkisiyle net
yiik, molekiil agirligi ve elektroforetik ortamin viskozitesine gore belirli bir yol alir (Fidanci,
2010).

Hasarli DNA’da kiriklar oldugundan floresan goriintiisiinde cekirdekten disari dogru
(katottan anoda) yayilarak kuyrukta DNA yogunlugu goriiliir. Cok hasarli DNA
molekiillerinde ise bag ve kuyruk birbirinden ayr1 goriiniir. Az hasarlit DNA molekiilleri ise
g6¢ yapmazlar, daha ¢ok yayilma yaparlar (Fairbain ve dig., 1995). DNA hasarsi1z ise DNA
formunu kaybetmediginden dairesel bir gorlintiiyle ayni kalir, parlaktir ve kuyruk

olusturmaz. DNA’lar1 sahip olduklart hasar derecelerine gore 5 grupta kategorize edebiliriz.
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Resim 2.1. Kategorize Edilmis Hasarlh DNA Goriintiileri

-

0. derecede hasarsiz dairesel sekilde olan hi¢ kuyruk olusturmamis DNA’lar, 1.derecede ¢ok
az hasarli DNA’lar, 2. derecede az hasarli DNA’lar, 3.derecede hasarli DNA’lar, 4. derecede

ise ¢ok hasarlt DNA (Collins, 2004; Bowden ve dig., 2003; Hellman ve dig., 1995).
Her preparattan 40X’de rastgele 100 Comet sayilir ve 0-4 arasinda siniflandirarak her

siniftan Comet sayisi tespit edilir. DNA hasarini tespit etmek i¢in elde edilen degerler
formiilii edilirler.
Bilgisayar ile gortintii analizi, mikroskoba yerlestirilen dijital kamera sistemi ile otomatik

yapilir. Teknolojik analiz programlarinda;

. Bas ¢ap1: Comet baginin piksel cinsinden gap1

. Bas alami: Bastaki DNA miktarinin piksel cinsinden ifadesi

. Bastaki DNA: Bastaki piksel yogunlugunun miktari

. Bas yogunlugu (Bastaki DNA %): Comet basindaki DNA yiizdesi
. Kuyruk alami: Kuyruktaki DNA miktarmin piksel cinsinden ifadesi
. Kuyruk DNA’s1: Kuyruktaki piksel yogunlugunun miktari

. Kuyruk DNA’s1%: Comet kuyrugundaki DNA yiizdesi

o N O O A W N

. Kuyruk uzunlugu: Basin tam uzayan kismi ile kuyrugun sonu arasindaki mesafenin
piksel cinsinden ifadesi (KU, birim Mikrometre)

9. Comet uzunlugu: Basin tam kenari ile Kuyrugun son arasindaki kismin Piksel cinsinden
ifadesi

10. Head mean intensity: Bastaki ortalama renk dagilimi
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11. Tail mean intenstiy: Kuyruktaki ortalama renk dagilimi

12. Kuyruk momenti: Kuyruk uzunlugu x kuyruktaki % DNA

Kuyruk uzunlugu x migrasyon yapmis DNA (KM, birim Mikrometre)

13. Migrasyon yapmis DNA %: Migrasyon yapan DNA miktar1

14. Cekirdek kuyruk momenti: Bas ile kuyruktaki DNA yogunlugunun merkezi
arasindaki mesafe gibi parametrelerle 6l¢iiliip hesaplanarak bilgisayar destekli goriintii

analiz programinda DNA hasarmin niceligi hakkinda bilgi saglanabilir (Basaran, 2002).

2.6.6. Comet Assay yonteminin avantajlari ve dezavantajlari

Alkali Comet Assay yonteminde genotoksisite c¢alismalarinda, DNA hasarlarinin
mikroskobik tespitlerle giivenilir, ucuz, basit, hizli bir sekilde sonuglandirilabilmesi
sebebiyle tercih edilmektedir. Kan ve doku ile yapilan ¢alismalarda 16kositler, lenfositler ve
gesitli hiicreler kullanilarak Comet testleri yapilmaktadir. Comet testinde, ¢ok az miktarda
hiicre materyalinin uygulamada yeterli olmasi1 ve bir giin i¢inde sonuca ulasilmasi
bakimindan baska bir avantajidir (Vrzoc ve dig., 1997).

Comet Assay teknigi, insan ve hayvan hiicrelerinden sonra bitkilerde ve funguslarda
denenmistir ve olumlu sonug vermistir (Vajpayee ve dig., 2006; Gichner ve dig., 2009; Rank
ve dig., 2009).

Radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar ol¢iimiinde tercih edilen bir
metottur. Comet yontemini uygularken kullandigimiz agaroz jelin konsantrasyonu ve
miktari, kullanilan hiicrenin miktari, elektroforez pH's1, voltaj1 ve siiresi, lizis ¢6zeltisinin
pH's1 ve preparatin bu ¢ozeltide bekleme siiresi, boyama miktar1 ve goriintiileme siiresi,
mikroskop sartlar;, Comet sayiminin deney siiresince ayni kisinin goziinden yapilmasi ve
farkliliklarda olusabilecek istatistiksel yanliglar bu yontemin dezavantajlarindandir

(Forchhammer ve dig., 2008).

2.6.7. Comet Assay yonteminin kullamildig1 alanlar

Comet Assay yontemi klinik arastirmalarda da kullanilmistir. Baz1 hastaliklarin patojenik
isleyislerinin anlagilmasi, kansere yatkinligin tespitinde, kanser tedavisi uygulanirken izleme
asamasinda, diyabetusmellitus, katarakt, glokom, bazi kornea hastaliklari bazi genetik
hastaliklarin ~ prenatal  teshisinde, = romatoidartrit,  sistemik  lupuseritematozus,
polikistikoversendromu, Alzheimer, postmenopozal kadinlarda hormon replasman
tedavisinde, sigaray1r ¢ok tiiketenlerde sigaranin DNA {izerine etkilerinde, reprodiiktif

tedavide erkek infertilitesi gibi durumlarda sperm DNA biitiinliigii Comet Assay yontemi ile
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test edilmistir. Insan ve hayvan lenfositlerinde oksidatif stresin roliiniin arastirilmasi,
iyonizasyon radyasyonunun direkt olarak olusturdugu lezyonlarn tespiti ve tamir

calismalarinda Comet testi kullanilan bir yontemdir.

2.6.8. Comet Assay analizinde DNA hasarin etkileyen sebepler

Yas, cinsiyet, giines 15181, enfeksiyon, hava kirliligi, sigara, egzesiz, diyet ve meslek gruplari,
saglikli ve tedavi almayan kisilerde DNA hasarini etkileyen sebeplerdir (Moller ve dig.,
2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmann Tiirii

Arastirmanin tiirii deneyseldir.

3.2. Arastirmanin Yapildig1 Yer ve Zamani
Arastirma Gaziantep Medical Park Hastanesi Medikal Onkoloji Boliimiinde ve Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Boliimiinde Nisan 2018-Nisan 2019 tarihleri

arasinda yapilmstir.

3.3. Arastirmanin Evren ve Orneklemi

Arastirmanin Gaziantep Medical Park Hastanesinde ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Onkoloji Boliimiinde yapilmasinin sebebi; Gaziantep ilinde bu iki merkez disinda
baska Onkoloji boliimii olan hastanenin bulunmamasidir. Bu iki merkeze gelmis ve evre 3-
4 kolorektal kanser tanisi almis, tedaviye baslanmamis goniillii (40-80) yas aras1 toplam 19
yetiskin kadin ve erkek hasta iizerinde ex vivo ¢alisma yapilmistir. Ex vivo, yapilan deneyin
veya Ol¢iimiin organizma diginda, dogal kosullara miimkiin oldugunca benzer bir ortamda
gerceklestirildigini tarif etmek i¢in kullanilir. Arastirmaya katilmis hasta ve kontrol grubu
bireylerine c¢alismamizin amaci agiklanmis ve Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu
verilmistir. Ayrica (40-80 yas aralifinda olan) 20 kisiden olusan saglikli goniilli kontrol
grubu belirlenmistir. Arastirmanin evrenini Nisan 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda
Gaziantep Medical Park Hastanesine gelmis 40 kisi ve Gaziantep Universitesi Tip Fakkiiltesi
Tibbi Onkoloji Boliimiine gelmis 50 kisi; toplamda 90 kisi olusturmaktadir. Calismaya,
hasta grubu olarak (40-80) yas araliginda olan, kadin-erkek kolorektal kanser evre 3-4 tanisi
almis, kanser tedavisine baslanmamis, ve siirekli antioksidan kullanmayanlar dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilmeme kriterleri ise; 40 yasindan kiiciik olanlar, gebe olanlar,
emzirme doneminde olanlar, calimaya katilmak istemeyenler, bulagici hastaligi olanlar, ilag
kullanimi1 olanlar, siyah irktan olanlar, bobrek hastaliklari, tansiyon, kardiyak yetmezlik,
diyabet hastalifi olanlardir. Kontrol grubuna sigara ve alkol tiiketimi olanlar dahil
edilmemistir. Bu iki merkeze bagvurmus 90 hastadan sadece 19 tanesi ¢alismaya dahil
edilmistir. Bunun sebebi ¢alismaya dahil edilme kriterlerine uymamalaridir. Bagvurmus 90
hastanin 21 kisisi yas aralifinin uymamasi1 sebebiyle, 15 kisisi ek hastaliga sahip

oldugundan, 20 kisisi Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formuna onay vermediginden ve 15
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kisisi tan1 almig fakat tedaviye bu merkezlerde devam etmediginden g¢alismaya dahil

edilmemistir. Calisma, 19 KRK hastas1 ve 20 kisilik kontrol grubu ile yapilmistir.

3.4. Verilerin Toplanmasi
Arastirmada veriler, goniillii hastalardan steril kosullarda ayn1 giin i¢inde EDTA’l1 tiiplere
alimmis olan 10 cc vendz kan uygun kosullarda laboratuvara getirilerek toplanmistir. Veri

toplama araci olarak Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (EK-1) kullanilmistir.

3.4.1. Veri toplama araglari

- Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu, ¢alismanin
adi, ¢calismanin konusu ve amaci, ¢alisma yontemi, caligmaya katilmanin olas1 yararlari, soru
ve problemler i¢in basvurulacak kisilerin iletisim bilgileri ve ¢alismaya katilma onayi igin

gerekli olan goniilll, refakatci, tanik ve aragtirmacinin iletisim bilgilerinden olusmaktadir
(EK-1).

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
- Bagimh degisken: Etkilenen degisken olarak DNA hasaridir.
- Bagimsiz degisken: Etkileyen degisken olarak beta glukandir.

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Tanimlayic istatistik olarak; stirekli degigkenler icin ortalama ve standart sapma, nitel
degiskenler i¢in frekans ve ylizde degerleri verilmistir. Siirekli degiskenler i¢in; bagimsiz
grup karsilastirmalarinda bagimsiz 6rneklemler t-testi, 6nce ve sonra degerlendirmelerin
karsilastirmasinda eslesmis gruplarda t-testi kullanilmistir. Nitel degiskenlerin grup
karsilastirmalari igin ki-kare testi kullanilmistir. Anlamlhilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.

3.7. Arastirmanin Simirhiliklar: ve Genellenebilirligi

Bu ¢alismanin sonucu sadece Gaziantep Medical Park Hastanesi Medikal Onkoloji
Béliimii’ne ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Béliimii’ne gelmis, evre
3-4 KRK tanisi almis, tedaviye baglanmamuis, goniillii (40-80) yas arasi kadin-erkek bireylere

genellenebilir.
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3.8. Arastirmada Etik Kurallar

SANKO Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan Etik Kurul Karar Formu (EK-2)
ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Béliimiinden Kurum Izni (EK-3)
alinmustir.

Goniillii hastalardan steril kosullarda ayni giin i¢erisinde EDTA'l tiiplere 10 cc alinmis olan
vendz kan uygun kosullarda laboratuvara getirilip ¢alismaya baglanmistir. Alinan tam
kanlardan Comet Asssay testi uygulanarak DNA hasari tespit edilmistir. Her bir lam 6rnegi
50 ul/ml EtBr ile boyandiktan sonra floresan mikroskoptaki goriintiileri alinip fotograflari
¢ekilmistir. Open Comet analiz programi ile her sahada 100 hiicre dikkate alarak analiz
edilerek sonuclar alinmistir. Ayrica 20 kisiden olusan saglikli goniillii kontrol grubu
olusturulmustur. Bu gruba beta glukan uygulamasi yapilmamisitir. Hasta grubun glukan kan
orneklerine 50 pl/ml beta glukan ve antibiyotik olarak 100 U/ml penisilin (Noss, 2012)
uygulanip 12 saat siireyle 37 °C’de %5 COz te inkiibasyona birakilmistir. Beta glukanin etki
etme stiresini takip etmek i¢in minimum ilk 40. dakikadan itibaren kontroller yapilmistir.
Beta glukan uygulanmis ornekler Comet Assay yontemi ile test edilmistir. Boyanarak
floresan mikroskopta lam ornekleri incelenmis ve gorlntiller fotograflar1 gekilerek
kaydedilmistir. Open Comet goriintiilii analizle her sahada 100 hiicre dikkate alinarak
analizleri yapilmistir. Beta glukanin DNA hasarini tamir etme yetenegi izlenmistir.
Hastalarin kan 6rneklerine pozitif kontrol olarak uygun doz (50 umol/L) (Angelie ve dig.,
2006) ve siirede (10 dk.) H202 uygulanmistir. Ayni sekilde Comet Assay yontemi

uygulanarak boyanip mikroskopta goriintiileri alinip analizi yapilmustir.

3.9. Comet Assay Yonteminde Kullanilan Cihazlar
. Hassas terazi

. Mikrodalga firn

. Su banyosu

. Manyetik karistirict

.Dijital pH metre

. Kronometre

. Yatay elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi
. Ev tipi buzdolab1

. CO2’1i inkiibator

10. Otoklav

11. Floresan mikroskobu (Zeiss)

© 0O N o o B~ W DN -
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3.10. Comet Assay Yonteminde Kullanilan Sarf Malzemeler ve Diger Malzemeler
. Tartim kabi

. Spatiil

. Meziir

. Cam sise, Beher

. Cam baget

. Distile su, otoklavlanmis su

. Manyetik balik ve tutucusu

. Mikroskop rodajli Lami (76 mmx26 mm)

© 00 N o O A W N

. Lamel (Kaplama camlar1)(24 mmx60 mm)

10. Dikey sale

11. Elektronik pipet

12. Mikropipet

13. Steril pipet ucu (10 mikrolitre, 100 mikrolitre, 1000 mikrolitre)
14. Cam pipet (5 ml,10 ml)

15. Folyo

16. Kurutma kagid1

17. Sterilependorf tiip (1,5 ml)

18. Steril eldiven
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3.11. Comet Assay Yonteminde Kullamilan Kimyasallar

Tablo 3. Kullamlan Kimyasallar

No Kimyasal Ad1 Kullanim Amaci

1. PBSTablet— Hiicrelerin arindirilmasi
PhosphateBufferedSaline

2. LMA-LowMeltingAgar Comet uygulamasinda hiicrelerin iginegdmiilmesinde ve
(Diisiik Erime Noktali Agar) tutunmasinda kullanilir.

3. HMA-High MeltingAgar | Mikroskobik canlilarin kaplanmasinda ve hiicrelerin
(Yiiksek Erime Noktali Agar) | tutulmasinda kullanilir.

4. NaCl -Sodyum Kloriir Hiicre duvarindan gecerek proteinleri ayirir ve DNA'nin negatif
yiikiinlin nétralize olmasini saglar.

5. DMSO-Dimetilsiilfoksit Lizing basamaginda kullanilir.

6. Triton X-100 Lipidler arasindaki baglar1 dejenere ederek hiicre igeriginin
DNA'nin izolasyonunu saglar. Lysing ¢6zeltisini hazirlarken
kullanilir.

7. Trisma Base Notralizasyon tampon ¢dzeltisinin  ve lizis ¢Ozeltisinin
hazirlanmasinda kullanilir.

8. EDTA- DNA zincirinin uzatilmasinda DNA polimeraz enziminin

Etilendiamintetraasetikasit magnezyuma ihtiyaci vardir. EDTA DNA zincirinin uzamasini
onlemek icin magnezyumu baglayarak DNAz aktivitesini
inhibe eder. Lizis ¢ozeltisi ve elektroforez tampon ¢ozeltisinin
hazirlanmasi i¢in kullanilir.

9. HCI - Hidroklorik Asit Elektroforez tampon ¢ozeltisinin pH’sin1  ayarlamak igin
kullanilir.

10. | NaOH -Sodyum Hidroksit Elektroforez tampon ¢6zeltisinin hazirlanmast i¢in kullanilir.

11. | EtBr — Etidyum Bromiir Preparatlardaki agaroz jelin i¢inde gomiilii olan DNA’larin
arasindaki baglara tutunarak floresans mikroskopta DNA’larin
goriiniir hale getirilmesi i¢in kullanilir.

12. | dH20 - Distile su Cozeltileri hazirlarken

13. | Beta Glukan (arpadan) Beta glukanin antioksidan etkisiyle DNA hasarinin onarimini
yapmak
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3.12. Comet Assay Yonteminde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanisi

PBS cozeltisi: 10 adet PBS tablet 800 ml dH2O ile ¢oziilerek pH:7.4 olacak sekilde ayarlanir
ve 1 L'ye hacim tamamlanir oda sicakliginda saklanir.

Yiiksek erime noktali agaroz (HMA): 0.15 g. agar 50 ml distile suda ¢6ziiliir. Mikrodalga
firinda yaklasik 1 dakika kadar kontrollii bir sekilde 1sitilarak ¢6zelti homojen hale getirilir.
Deney yapilirken kullanim siiresince akigkanligini kaybedip donmamasi i¢in 37°C’de su
banyosunda bekletilir. (Resim 3.2.a’da gosterilmistir)

Diisiikk erime noktah agaroz (LMA): 0.21 g. agar 15 ml PBS ¢o6zeltisinde ¢oziiliir.
Mikrodalga firinda yaklasik 1 dakika kadar kontrollii bir sekilde 1sitilarak ¢ézelti homojen
hale getirilir. Deney yapilirken kullanim siiresince akiskanligini kaybedip donmamasi igin
37°C’de su banyosunda bekletilir (Resim 3.2.a’da gosterilmistir).

Lizis tampon cozeltisi:

2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trisma Base, ¢6zeltiyi olusturmak i¢in bilesenler 700
ml dH>O’da 5 dakika 1s1 verilerek manyetik karistiricida ¢ozelti homojen hale gelinceye
kadar karistirilir. pH:10 oluncaya kadar konsantre HCI veya NaOH ile ayarlanir. Cozelti 1
litreye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Lysing cozeltisi: Slaytlarin dikey salede lizis ¢Ozeltisinde bekletilmesinden once lizis
¢ozeltisine, kullanilacak lizis soliisyonunun %1°i kadar Triton X-100 ve %10’u kadar da
DMSO eklenir. Bu sekilde Lysing ¢6zeltisi hazirlanmis olur. Coézelti ve sale kullanilmadan
once en az 30 dakika buzdolabinda sogutulmalidir.

Elektroforez tampon c¢ozeltisi: Elektroforez Tampon ¢o6zeltisini hazirlamak igin 10 N
NaOH ve 200 MM EDTA'dan stok ¢ozeltiler hazirlanir.

10 N NaOH (Stok): 200g. NaOH 500 ml distile suda ¢oziiliir.

200 mM EDTA (Stok): 14.89 g EDTA 200 ml distile suda ¢oziiliir ve pH's110’a ayarlanr.
Stok ¢ozeltiler oda sicakliginda saklanir. Bu stok ¢ozeltilerin her iki haftada bir taze
hazirlanmasi1 gerekir. Elektroforez tampon ¢ozeltisi ise elektroforez isleminden hemen 6nce
taze hazirlanir. Stok ¢d6zeltilerin den alinan 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA 1000 ml’ye
tamamlanacak sekilde distile su ile hazirlanir. Tampon ¢ozelti pH> 13 olacak sekilde
ayarlanir.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisi:

0,4 M (48,5g.) Trizma Base, distile su ile tamamlanarak ¢ozeltisi hazirlanir. pH’s1 7,5 olacak
sekilde konsantre HCI ile ayarlanir.

Boyama cozeltisi: Hazir halde aldigimiz EtBr ¢ozeltisi kullanilir.
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Beta glukan stok ¢ozeltisinin hazirlanisi:

Arpa beta glukan [Cas no. 9041-22-9], Sigma, USA firmasindan > %90 saflikta ve kuru toz
olarak satin alinmistir. Cozelti, agik bir homojen fazda olustugu igin ¢6ziinebilir olarak kabul
edildi. 1mg arpa beta glukan, 1 ml ultra saf suda otoklavlanarak ¢oziliir. (Noss ve dig., 2012).
Beta glukan, daha 6nceki galismalarda en yiiksek koruyucu etkiyi verdigi bildirilen 50 pl
doz seviyesinde uygulandi (Angeli ve dig., 2006).

3.13. Comet Assay Protokolii

Goniilli hastalardan steril kosullarda ayni giin igerisinde EDTA'l1 tiiplere 10 cc alinmig olan
vendz kan uygun kosullarda laboratuvara getirilmis ¢alismaya baslanmistir. Alinan tam
kanlardan Comet Asssay testi uygulanarak DNA hasari tespit edilmistir. Her bir lam 6rnegi
50 pl/ml EtBr ile boyandiktan sonra floresan mikroskoptaki goriintiileri alinip fotograflar:
cekilmigtir. Open Comet analiz programi ile her sahada 100 hiicre dikkate alarak analiz
edilerek sonuglar alinmistir. Ayrica 20 kisiden olusan saglikli goniillii kontrol grubu
olusturulmustur. Bu gruba beta glukan uygulamasi yapilmamisitir. Hasta grubun glukan kan
orneklerine 50 pl/ml beta glukan ve antibiyotik olarak 100 U/ml penisilin (kontaminasyonu
onlemek i¢in kullanilmistir) (Noss, 2012) uygulanip 12 saat siireyle 37 °C’de %5 CO»‘te
inkiibasyona birakilmistir. Beta glukanin etki etme siiresini takip etmek i¢in minimum ilk
40. dakikadan itibaren kontroller yapilmistir. Beta glukan uygulanmis 6rnekler Comet Assay
yontemi ile test edilmistir. Boyanarak floresan mikroskopta lam o6rnekleri incelenmis ve
gorintiiler fotograflar1 ¢ekilerek kaydedilmistir. Open Comet goriintiilii analizle her sahada
100 hiicre dikkate alinarak analizleri yapilmistir. Beta glukanin DNA hasarini tamir etme
yetenegi izlenmistir. Hastalarin kan Orneklerine negatif kontrol olarak uygun doz (50
umol/L) (Angelie ve dig., 2006) ve siirede (10 dk.) H2O2 uygulanmistir. Ayni1 sekilde Comet

Assay yontemi uygulanarak boyanip mikroskopta goriintiileri alinip analizi yapilmistir.

-Lamlarin hazirlanmasi1 basamag

Caligmaya baslamadan once rodajli lamlarin rodajli kenarmna preparatin bilgisi kursun
kalemle yazilir ve silinmemesi i¢in selebant ile kaplanir.(Resim 3.1.a’da gdsterilmistir)
Hiicrelerin lama tutunmasi icin, lamlar, distile su ile hazirlanan (yiliksek erime 1sil1 agar)
(HMA)-High Melting Agaroz’dan pipet yardimiyla 80 mikrolitre alarak lam tizerine yayilir
(Resim 3.1.b’de gosterilmistir).

Lamin iizerine 24 mmx60mm’lik lamel, 45°C’lik ac1 olusturacak ve hava kabarcig

olmayacak sekilde kapatilir.
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Lamlar yaklagik 25 dakika kadar +4°C’de buzdolabinda sogutulur.

Sogutulmus lamlarin {izerindeki lameller, lama paralel bir sekilde agaroz jele zarar
vermeyecek sekilde cekilerek alinir.

1.5 ml’lik bir ependorf tiipe, 6nce 20 mikrolitre hastanin kan 6rnegi alinir sonra da PBS ile
hazirlanmis olan (diisiik erime 1s1l1 agar) LMA-Low Melting Agar’dan 80 mikrolitre alarak
hizl bir sekilde pipetaj yapilarak karistirilir. Bu karisim donmus olan agarin iizerine pipetle
agara zarar vermeden yayilmistir (Resim 3.2.b’de gosterilmistir).

Yine lamin iizerine 45°C’lik bir ac1 olusturacak ve hava kabarcigl olmayacak sekilde 24
mmx60 mm’lik bir lamel kapatilir.

Lamlar yaklasik 25 dakika +4°C’de buzdolabinda sogutulur.

Lamlar sogutulduktan sonra lamlarin {izerindeki lameller agaroz jele zarar vermeden
dikkatlice alinir.

Bu basamaktaki amacimiz; hiicrelerin 2 agaroz jel katmani arasinda sabitlenmesini saglamis

olmaktir.

Resim 3.1.a. Comet Assay Protokoliinde Lamlarin Hazirlanmasi
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Resim 3.1.b. Agar Cozeltilerinin Hazirlanmasi

arcelik

-Lizis islemi basamag

Hazirlanan preparatlar, etrafi 151k almayacak sekilde aliminyum folyo ile kaplanmis dikey
salelere birbirlerine temas etmeyecek sekilde dikey yerlestirilir.

Saleye, stok lizis ¢ozeltisinden sale hacmi kadar (84 ml, preparatlarin {izerini kapatacak
kadar yeterli oluyor) alinip bu hacmin %1°1 kadar Triton X-100 ve %10’u kadar DMSO
eklenerek olusturulan lysing soliisyonu (pH:10) ilave edilir.

Lysing soliisyonu ve sale kullanilmadan en az 30 dakika once buzdolabinda +4°C’de
sogutulmalidir.

Preparatlart igeren aliiminyum folyo ile kapli 151k almayan salenin kapagi kapatilir ve
+4°C’de buzdolabinda 1 saat bekletilir.

Siire dolduktan sonra preparatlar saleden ¢ikarilir ve kurutma kagidi tizerine dizilir.

Bu basamaktaki amacimiz; 2 agaroz jel arasinda sabitlenmis olan hiicreler, yogun deterjan
ve tuza sahip lysing ¢ozeltisinde 1 saat bekletilerek hiicrelerin membranlarinin pargalanmasi
ve ¢ekirdek zarimin erimesiyle DNA’larin agaroz jel igerisinde serbestleserek elektroforeze
hazir hale getirilmesi saglanmistir.

Bu basamakta serbestlesen DNA 1s18a karst hassas oldugu icin ilave DNA hasarlarinin
olugmamasi i¢in bu ve bundan sonraki ¢aligmalar karanlikta yapilmalidir.

- DNA cift zincirli formun tek zincirli forma doniismesi basamag

Lizis isleminden sonra preparatlar elektroforez tankina dikkatlice yerlestirilerek iizerleri
tamamen elektroforez tampon c¢ozeltisiyle (pH>13) oOrtiilmiistlir. Preparatlar bu sekilde
karanlik ortamda 25 dakika bekletilmisitir.

Bu basamakta amacimiz; lizis islemiyle serbestlesen DNA’nin ¢ift zincir yapisinin tek
zincirli hale indirgenmesini saglamaktir. Yiiksek alkali ortamda (pH>13) elektroforez
tampon ¢ozeltisinde 25 dakika bekletilen DNA fragmentlerinin zincir kiriklarinin oldugu

noktalarda agilmasi1 amaglanir.
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-Elektroforez islem basamag

Tek zincirli DNA’lardan olusan preparatlar, elektroforez tankinda, ytiksek alkali ortamda
(pH>13) (elektroforez c¢ozeltisinde, 25V, 300mA’de 25 dakika karanlik ortamda
elektroforezi yapilmistir.

Islem tamamlandiktan sonra giic kaynagi kapatilarak preparatlar kurutma kagidina
alinmuslardir.

Bu islem basamagindaki amacimiz; olugan negatif yiiklii tek zincir kiriklarmin agaroz jel
tabakalar1 arasinda g¢ekirdekten uzaklasarak katottan anoda dogru (-)—(+) go¢ ederek
(kuyruklu yildiz) Comet goriintiilerinin elde edilmesidir.

Negatif yiliklii parcaciklarin elektroforezde elektrik akiminin sebebiyle aldigi yol; net yiik ile
dogru, elektroforetik ortamin akigskanligi ve molekdil biiyiikliigii ile ters orantilidir (Fidanci,
2010).

-Notralizasyon islemi basamagi

Elektroforez isleminden sonra preparatlar elektroforez tankindan lamlarin rodajli kismindan
tutarak dikkatlice alinirlar ve kurutma kagidina birakilirlar.

Isik gecirmemesi i¢in aluminyum folyo ile kaplanmis salelere preparatlar dikkatlice
yerlestirilir.

Saleye (pH:7.5) olan nétralizasyon tampon c¢ozeltisi lamlarin iizerini kapatacak sekilde
eklenir.

Salenin kapagi kapatilarak preparatlar nétralizasyon tampon c¢ozeltisinde 10 dakika
bekletilir. (Bu islem 2 kez daha tekrar edilir).

10 dakika sonrasinda saledeki ¢ozelti bosaltilir yerine yeni nétralizasyon tampon ¢ozeltisi
lamlarin lizerini kapatacak sekilde eklenir ve 10 dakika daha bekletilir.

3. ve son uygulamada siire dolduktan sonra yine sale icerisindeki ndtralizasyon tampon
¢ozeltisi bosaltilir ve yenisi lamlarin {izerini kapatacak sekilde ilave edilir ve lamlar son kez
10 dakika notralizasyon ¢ozeltisinde bekletilir.

Stire dolduktan sonra preparatlar lamlarin rodajli kisimlarindan tutulacak sekilde saleden
alinarak kurutma kagid1 lizerine birakilirlar.

Bu basamaktaki amacimiz; elektroforez islemi esnasinda preparatlarin elektroforetik
ortamda bulunan yogun konsantrasyondaki tuz ve deterjan etkenlerinin ortamdan

uzaklastirilmasini saglamaktir.
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-Boyama islemi basamag

Uygulamada kullandigimiz EtBr soliisyon halinde oldugundan ¢ozeltisi hazirlanmamastir.
Notralizasyon isleminden sonra kurutma kagid1 tizerine birakilan preparatlarin iizerine EtBr
soliisyonundan pipet yardimiyla 50 mikrolitre ¢ekilir ve preparata zarar vermeden, hava
kabarcig1 yapmadan yayilir, boyanir.

24 mmx60 mm’lik lamel ile preparatin {izerine 45°C’lik agiyla hava kabarcigi olmayacak
sekilde kapatilir.

Bu asamadan sonra preparatlar Comet sayimina hazir hale gelmistir.

Boyama yapildiktan sonra floresan boya olan EtBr parlak renk verme yapisini yitirecegi igin
4 saat icerisinde goriintiilemeler, sayimlar ve incelemeler yapilmis olmasi gerekir (Fairbain
ve dig., 1995; Rojas ve dig., 1999; McKelvey ve dig., 1993).

Hasta grubunun Comet yontemi ile DNA hasari sonuglarini almak igin boyama islemi
yapilip floresan mikroskopta goriintiiler incelenir, fotograflar1 c¢ekilir, Open Comet
programiyla her sahada 100 hiicre dikkate alarak analizi yapilir. Beta glukanin DNA
hasarinin onarici 6zelligini gérmek i¢in hasta grubunun kan drneklerine 50 pl/ml beta glukan
ve antibiyotik olarak 100 U/ml penisilin (Noss, 2012) uygulanip 12 saat siireyle 37°C’de %5
CO: ‘te inkiibasyona birakilmistir. Beta glukanin etki etme siiresini takip etmek icin
minimum ilk 40. dakikadan itibaren kontroller yapilmistir. Inkiibasyon sonras1 Comet assay
yontemi uygulanir. EtBr ile boyamanin ardindan floresan mikroskopta goriintiiler incelenir
ve fotograflan ¢ekilerek kaydedilir. Open Comet programa ile her sahada 100 hiicre dikkate
alarak analiz hesaplamalar1 yapilir. Hastalarin kan 6rneklerine negatif kontrol olarak uygun
doz (50 umol/L) (Angelie ve dig., 2006) ve siirede (10 dk.) H2O2 uygulanmistir. Yine ayni
sekilde Comet analizi uygulayarak boyama yapip floresan mikroskopta goriintiiler incelenir,
fotograflar cekilerek kaydedilir. Open Comet programiyla her sahada 100 hiicre dikkate
alarak sayma islemi ve analizleri yapilir. Tiim ¢alismalarin SPSS 23 ile hesaplamalar

yapilarak istatistiksel analiz yapilir.
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Resim 3.2. Beta Glukan Uygulamasi1 Sonrasi DNA Hasarinda Meydana Gelen Degisim

Hasta hasarli DNA Comet goriintiisii Kontrol grubu DNA Comet goriintiisii
Hasta+Beta glukan Comet goriintiisii Hasta+H.O,+Beta glukan Comet
(50 ul/ml) goriintiisii
(50 pl/ml)

Hasta+H20 (50 pl/ml) Comet goriintiisii

(Floresan mikroskobunda DNA goériintiilerin orijinal Comet fotograflar1 alinmistir.)
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4. BULGULAR

Calismamiza evre 3-4 toplam 19 KRK hastas1 ve 20 saglikli goniillii dahil edilmistir. Tim

gontllilerin demografik bilgileri tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta Grubu ve Kontrol Grubunun Demografik Bilgileri

I Sigara Ek
Yas Cinsiyet Kullanim Hastahk Evre

Erkek:%40
Kontrol | 60.50+12.378 Kadin: - - -

%60

Erkek:%40 Evre 3:%57,9
Hasta 63.11+13.051 Kadin: %15,8 - Evre 4:

%060 0042,06

Istatistiksel analizde student t-testi kullanilmistir.

Kolorektal kanser tanisi almis hastalarin (tedaviye baslamadan 6nce) Comet Assay yontemi

ile DNA hasarlar1 (kuyruk DNA yiizdesi, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu parametreleri

bakimindan), kontrol grubundaki (saglikli birey) bireylerin DNA hasarlar ile kiyaslanmis

olup daha sonra beta glukanin 50 ul/ml’lik konsantrasyonu ile, kolorektal kanser tanis1 almis

hastalarda DNA hasar1 onarict etkisi asagidaki ¢izelgelerde gosterilmistir. Hasta grubun

ortalamalari ile kontrol grubunun ortalamalari arasindaki farkin 6nemli olup olmadig: t-testi

ile kontrol edilmistir (Tablo 4.2. ve Sekil 4.1).

Tablo 4.2. DNA Fragmanlarinin Beta Glukan Uygulama Oncesi Olgiileri

Deney Muamele siiresi Konsant Kuyruk Kuyruktaki DNA Kuyruk
grubu (saat) ' Momenti % Uzunlugu
Kontrol O] O] 11,95+5,65 26,99+9,75 18,63+8,20
KRRl ) ) 17,19+8,24 39,24+11,73 37,21+12,25
hasta
p 0,02 0.001 p<0,001

Istatistiksel analizde student t-testi kullanilmisgtir.
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Kolorektal kanser tanisi almis hastalarin DNA’larindaki meydana gelen hasar, Comet

yontemi ile incelendiginde kontrol grubuna gore; kuyruk momenti, kuyruk yiizdesi ve

kuyruk uzunlugu degerlerinde onemli 6lgiide artis1 (p=0,02; p=0,001; p<0,001) tespit
edilmistir (Tablo 4.2. ve Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. DNA Fragmanlarinin Beta Glukan Uygulama Oncesi Olgiilerinin Grafik

Gosterimi
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Sekil 4.1. DNA Fragmanlarimin Beta Glukan Uygulama Oncesi Ol¢iilerinin Grafik

Gosterimi (devami)
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Tablo 4.3. Beta Glukan Uygulama Oncesi ve Sonras1t DNA Fragmanlarimin Olgiileri

Muamele Kuyruk Kuyruktaki Kuyruk
Deney grubu Konsantrayon
siiresi (saat) Yogunlugu DNA% Uzunlugu
KRK’l1 Hasta ) ) 17,19+8,24 39,24+11,73 37,21£12,25
Beta-Glukan 12 Saat 50 ul 3,5542,36 8,41+,0,54 19,72+13,15
p p<0,001 p<0,001 p<0,001

Istatistiksel analizde student t-testi kullanilmistir.

Kolorektal kanser tanis1 almis hastalara Beta Glukan ex vivo kosullarda 12 saat uyguladiktan

sonra Comet Assay yontemi ile incelendiginde olusan DNA hasarlarinin énemli dl¢lide

azaldig1 (p<0,001; p<0,001; p<0,001;) tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Beta Glukan Uygulamasi Sonrasinda DNA Fragmanlarmin Olgiilerinin
Grafik Gosterimi
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Tablo 4.4. Kontrol Grubu ve Beta Glukan Uygulanan Hasta DNA Fragmanlarinin

Olgiileri
Deney Muamele siiresi Konsant Kuyruk Kuyruktaki DNA Kuyruk
grubu (saat) ' Momenti % Uzunlugu
Kontrol ) ) 11,95+5,65 26,99+9,75 18,63+8,20
Beta ) ) 3.5542.36 8 410,54 10.72413.15
glukan
p p<0,001 p<0,001 0,761

Istatistiksel analizde student t-testi kullanilmistir.

Kolorektal kanserli hasta grubuna beta glukan uygulandiktan sonra elde ettigimiz veriler
kontrol grubu degerleriyle kiyaslandiginda, beta glukan sonuclart kontrol grubu degerlerine
gore daha diisiik ¢itkmistir. Beta glukanin tedavi sonuglari, kontrol grubunda var olabilecek

olas1 hasarlar1 g6z 6niinde tutarsak kontrol grubuna gore daha diistik ¢ikmasi diisiintilebilir.

Sekil 4.3. Kontrol Grubu ve Beta Glukan Uygulanan Hasta DNA Fragmanlarinin
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Sekil 4.3. Kontrol Grubu ve Beta Glukan Uygulanan Hasta DNA Fragmanlarinin

Olciilerinin Grafik Gosterimi (devami)
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5. TARTISMA

Yapilan bir¢ok calisma antimutajenik ajanlarin DNA tamir mekanizmalarinda etkili rol
oynadigimi gostermektedir (Kada ve Shimoi, 1987; De Flora, 1998). Antimutajenik ajanlar,
sitokrom P450 ailesindeki faz 1| enzimlerinin inhibe edilip, faz 1l enzimlerinin
aktivasyonunu, apoptozun indiiklenmesi ve serbest radikallere karsi koruma gibi farkli
mekanizmalarla antimutajenik veya antigenotoksik etki gdstermektedirler (Lee ve Park.,
2003). DNA onarimmin uyarilmasinda, immiinostimiilator etkiler, siklooksijenazin
inhibisyonu, kalorik kisitlama ve gastrointestinal kanalda mutajenlerin azaltilmis gegisi gibi
bazi1 mekanizmalar rol alabilmektedir (Ferrari ve Torres., 2003).

Bagisiklik sistemi iizerinde beta glukanin aktif rol oynadigi ve toksik etkisinin
gbzlemlenmedigi ve kuvvetli bir immiinostimiilatér olarak tanimlanmis olup, ayrica
antioksidan 6zelligi bildirilmistir (Sandvik ve dig., 2007; Vetvika ve dig., 2002). Bir glukan
reseptorii olan Dectin-1’in T-lenfositlerin ¢ogalmasinda aktif rol oynadigi ortaya
koyulmustur (Brown ve Gordon, 2005).

Beta glukan, kanser hiicrelerinin ve tiimorlerin gelisimlerinde immiinomodiilator etkiye
sahiptir (Gardier, 2000). Farelerin kullanildig: bir deneyde lokositlerdeki CR 3 reseptorlerini
beta glukan aktive ederek fagositleri stimule etmis ve bu yolla timor %57-90 geri
dondiirilmistir (Yan ve dig., 1999). Beta-glukan bu yolla fagositozu ve NK hiicrelerini
etkinlestirerek ve interferon yayarak anti-timor fonksiyonunu ortaya koymustur (Gardier,
2000).

1975'te Peter W. Mansell ve arkadaslarinin beta glukanin kanser vakalarindaki roliinii
incelemek i¢in yaptiklari bir ¢alismada; (1,3) beta glukan deri kanseri hastalarinin malign
nodiillerine verilmis ve ¢ok kisa bir siirede lezyonlarda ciddi bir sekilde azalma goriilmistiir
(http://www.betaglucan.org/history.htm). Li ve arkadaslar1 beta glukanin kanser tedavisinde
etkinligini 6l¢mek icin bir caligma yapmislar. Bu ¢alismada hastalara antitiimér ilaglar ile
birlikte beta glukan verilmis. Zaman igerisinde tiimor gelisiminin inhibe edildigini
belirlemisler. Beta glukanin nétrofillerdeki CR3 reseptoriine baglanarak fagositozu etkin
hale getirmesinden dolay1 oldugu kanisina varmislar (Li ve dig., 2006).

1985'te Patchen ve arkadaslari, B (1,3) glukani ¢cok yiiksek dozda agiz yoluyla si¢anlara bir
kez uyguladiklari bir deneysel ¢alisma yapmislardir. Deney sonucunda siganlarin %70'inin
radyasyonun zararh etkilerinden beta glukan sayesinde korundugunu ispatlamislardir

(http://www.betaglucan.org/history.htm).
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Suzuki ve arkadaslarinin yaptigi bir fare deneyinde; akcigerlerinde tiimor metastaz yapmis
bir gruptaki farelerin tiimor hiicrelerine agiz yoluyla ya da intravenoz yolla beta glukan
uygulanmasiyla metastazin engellendigi goriilmiistiir. Uygulanan beta-glukan sayesinde
farelerin kemoterapi tedavisine pozitif cevap verdigini ve farelerin karacigerlerinde yapilan
deneylerde antitiimor ve antimetastatik rolii ortaya konmustur (Jung ve dig., 2004).

Yapmis oldugumuz ¢alismada, kolorektal kanser hastalarina exvivo kosullarda beta glukan
ile muamele sonucunda DNA kuyruk uzunlugu, DNA kuyruk yiizdesi ve kuyruk momenti
parametlerinde istatistiksel olarak 6nemli 6l¢tide azalttigi saptanmustir.

Benzer sekilde, Angeli ve dig., (2009), Agaricus brasiliensis mantarindan elde ettikleri beta
glukanin farkli konsantrasyonlarini (1 mg/mL, 5 mg/mL, 25 mg/mL, 100 mg/mL ve 200
mg/mL) in vitro kosullarda 40 dakika boyunca muamele etmis ve diisiik konsantrasyonlarda
antigenotoksik etki gosterdigini ancak yiiksek konsantrasyonlarda ( >200 mg/mL ) sitotoksik
ve genotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Angeli ve dig., (2006), saglikli sigara
kullanmayan bir erkek ve bir bayandan elde ettikleri lenfosit kiiltiiriine in vitro kosullardaki
Agaricus brasiliensis mantar tiiriinden elde ettikleri beta glukanin antigenotoksik etkilerini
incelemis ve DNA hasarini1 doza bagli olarak azalttigin1 tespit etmislerdir.

Beta glukanlarin ayn1 zamanda serbest radikal azaltic1 6zelligi vardir. Serbest radikal ajanlari
kanser gelisiminde, yaslanma hizinda ve hastaliklarin belirlenmesinde rol oynarlar (Patchen
ve dig.,)

Bayrak ve arkadaslari ratlarla yaptiklart bir ¢alismada agiz yoluyla ratlara beta glukan
uygulamislar ve bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinda beta glukanin oksidan maddeleri
azalttigin1 ve antioksidan enzimleri artirdigin1 gostermislerdir (Bayrak ve dig., 2008).

Zilli ve arkadaslar1 1995 yilinda beta glukanin oksidatif strese karsi insan deri hiicrelerini
koruma faktorii tizerinde ¢alismislardir (Zulli ve dig., 1995).

B-(1,3) glukan, serbest oksijen radikallerinden kaynaklanan lipit peroksidasyonunu inhibe
ederek olusan membran hasarini iyilestirici ve oksidatif hasara kars1 onleyici bir davranis
gosterir. Beta glukan lipit peroksidasyonunu kontrol edebilmek icin indikatorii olan
malondialdehit oranindaki artis1 baskilar (Sener ve dig., 2005).

Calismamizda giiglii bir antioksidan olarak bilinen beta glukanin KRK hastalarda DNA
hasarii onarici roliiniin olup olmadigii arastirdik. Yaptigimiz ¢alisma sonunda, hasta
grubunun beta glukan uygulamasi oncesi kuyruk yogunlugu 17,19+8,24 iken beta glukan
uygulamasi ile 3,55+2,36 olarak bulundu. Kuyruktaki DNA %’si hastada 39,24+11,73 iken
beta glukan uygulamasi ile 8,41+,0,54 olarak tespit edildi. Kuyruk uzunlugu ise hastada

37,21+12,25 iken beta glukan uygulama sonrasi 19,72+13,15 olarak saptandi. Yapmis
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oldugumuz c¢alismada, KRK hastalarina exvivo kosullarda beta glukan ile muamele
sonucunda DNA kuyruk uzunlugunda, DNA kuyruk yiizdesi ve kuyruk momenti
parametlerinde istatistiksel olarak onemli Ol¢iide azalttigi saptanmistir (p<0,001). Ayrica
Beta glukan uygulanmis hastalar ile kontrol grup arasinda yaptigimiz bir diger
karsilastirmada kuyruk momenti, beta glukan uygulanmis hastalarda 3,55+2,36, kontrol
grubunda 11,95+5,65, kuyruktaki DNA %’s1 beta glukan uygulanmig hastalarda 8,41+0,54,
kontrol grubunda 26,99+9,75 olarak saptandi. Kuyruk uzunlugu bakimindan ise her iki
grupta herhangi bir fark olmadigi tespit edildi (p=0.7). Kuyruk uzunluklar1 kontrol grubu ile
herhangi bir farklilik gozlenmemesi beklenen bir sonug¢ iken beta glukan uygulanmis
hastalarda kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk momentinde kontrol grubuna gore anlamli
derecede azalma oldugu saptandi (p<0,001). Bu durumun, giiglii bir antioksidan olan beta
glukanin DNA hasarini yiiksek derecede azalttigi sonucuna varabiliriz. Ancak, bu
caligmanin sonucunun desteklenmesi i¢in beta glukan ile farkli konsantrasyonlarda farkli
stirelerde yeni caligmalar yapilmasi 6nerilebilir.

Ozetle, elde ettigimiz sonuglar daha &nce beta glukan ile ilgili yapilan farkli doku ve canli
tiirlerindeki ¢alismalar1 destekler yondedir. Beta glukanin kolorektal kanser hastalarinda
meydana gelen DNA hasarii biiyiik dl¢iide azalttig1 ve antimutejenik etki gosterdigi tespit

edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada DNA hasarini belirlemek i¢in; hasar tespit yontemlerinden biri olan Comet Assay
yontemine gore DNA fragmanlarinin parametreleri (KU, KM ve kuyruktaki DNA %’si)
Ol¢iilmiis ve beta glukanin onarict etkisi gozlemlenmistir. Beta glukanin antisitotoksik ve
antigenotoksik oldugu sonucuna varilabilir.

Bu ¢alismaya ek olarak farkli DNA hasar tespit yontemleri ile ve de farkli kanser tiirleri ile

yeni ¢alismalar yapilmasi onerilebilinir.
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Y GAZIANTEP UNIVERSITESI
" ’ Sahinbey Aragtirma ve Uygulama Hastanesi
A x Baghekimligi
Say1 :91786782/302.08.01/E.18028 27/09/2018

Konu  :Nilay UCAR 'a ait ¢aligma Hk.

SANKO UNIVERSITESI REKTORLUGUNE

Gazi Muhtar Pasa Blv. No:36 PK:27090
Sehitkamil/GAZIANTEP

figi :25/09/2018 tarihli, 103 sayili ve "Nilay UCAR'a ait tez caligmast." konulu yazi

Sanko Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiiniin ilgi yazisina istinaden; Melekiiler
Tip Yiiksek Lisans dgrencisi Nilay UCAR "Kolorektal Kanser Tamist Almus Hastalarda DNA
Hasanmin Incelenmesi ve DNA Hasan Uzerine Beta Glukanin Onanici Rolinin
Arastinlmas1" konulu tez galismasim Hastanemiz I¢ Hastaliklari Anabilim Dah Dr. Ogr.
Uyesi Havva YESIL CINKIR 'n gézetiminde 2018-2019 yili iginde yiiritmesi uygun
miitalaa edilmigtir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.

e-imzalidir
Dog.Dr. Suat ZENGIN
Bashekim

DAGITIM _
Geregi: ) . Bilgi: o
SANKO UNIVERSITESI REKTORLUGUNE TIBBI ONKOLOJ BILIM DALINA

Evraki Dojrulamak lgin: h!tps.,f/ebvs.ganup.edu.tt,'enwslonmoqmlifLs-uCUS

Universite Bulvar P.K. 27310 Sehitkamil / Gazlantep, TURKIVE Aynnth bilgl Igin Irtibat: = E
Tel:: 0(342) 360 1200 Faks: 0 (342} 360 1013 T
E-Posta: : bilgi edu.tr El i al:hitp:/fwww gantep.edu.trf 5

Bu belge 5070 sayil Elektronik imza Kanununun 5. Maddes) ééreglm:e giivenli elektronik imza ile imzalanmigtir,



EK- 4 Tez Intihal Raporu

T.C. .
_ SANKO UNIVERSITESI FORM
g LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU ey
SAE';'KO NiHAI TEZ INTIHAL RAPORU FORMU

I- OGRENCI BILGILERI

Adi : Nilay Anabilim Dali : Molekiiler Tip
Soyadi : UCAR Programi : Molekiiler Tip Tezli
Ogrenci No : 151102001 Statiisii : [X Yiiksek Lisans [] Doktora

1I- TEZ BILGILERI
Tez Damisman Adi Soyadi : Dr. Ogr. Uyesi Necla BENLIER

Tez Adi : Kolorektal Kanser Tanist Almis Hastalarda Dna Hasarinin incelenmesi ve DNA Hasar1 Uzerine
Beta Glukanin Onarici Roliiniin Aragtirilmasi

I1I- INTIHAL RAPOR BiLGILERI

Benzerlik Oram (%) Tarih
X Tez Savunmast Oncesi 8 17/06/2019
X Tez Savunmasi Sonrast 9 19/07/2019

Yukarida belirtilen tez ¢aligmasinin kapak sayfasi, giris, ana boliimler ve sonug kisimlarindan olusan toplam 49 sayfalik
kismina iliskin, TURNITIN adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak almmis olan orijinallik
raporuna gore, tezin benzerlik orant alintilar dahil %9’dur.

Uygulanan filtrelemeler:
X] Tez On Sayfalari (onay, etik beyan, tesekkiir, 6zet ve dizin sayfalar1) harig,
Kaynaklar harig,

Ekler haric,

X Bes kelimeden daha az ortiisme iceren metin kisimlari harig.

ENSTITU ONAYI

UYGUNDUR

Duygu ALANGIL
Enstitii Sekreteri

ACIKLAMA

*Enstitii s6z konusu teze iligkin intihal yazilim programi (TURNITIN) raporunu alarak tez danigmanina ve jiiri tiyelerine gonderir.
*Rapordaki verilerde gergek bir intihalin tespiti halinde gerekgesi ile birlikte karar verilmek iizere tez, Enstitii Yonetim Kuruluna gonderilir.



EK-5 Ozgecmis

Adi Soyadi: Nilay UCAR
Dogum Tarihi/Yeri: 14.11.1975/Istanbul
Unvam: Kimyager
Ogrenim Durumu: Yiiksek Lisans
Yabana Dil: Ingilizce (Ileri Seviye)
Almanca(Orta Seviye)
Egitim Durumu: ISTEK Vakfi Ozel Florya Bilge Kagan Ortaokulu
ISTEK Vakfi Ozel Florya Bilge Kagan Lisesi
Yildiz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Cab Air Ugus Okulu
Hezarfen Ugus Okulu
Anadolu Universitesi Agikdgretim Fakiiltesi Isletme Boliimii (Devam)
SANKO Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Molekiiler Tip
Anabilim Dal1
Kurs/Sertifika: Flow Sitometri Kursu (Cukurova Universitesi)
Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasi (Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi)
TANDEM Kiitle Spektrofotometri ve DNA Hasar1 Kursu (9 Eyliil
Universitesi)
Is Deneyimi: Alfa Kimya (istanbul)
THY (istanbul)
Ozel Seckin Koleji (Gaziantep)
SANKO Universitesi Tip Fakiiltesi (Laboratuvar Béliimii) (Devam)








