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OZET

Amag: Canli sistemler genomun islevsel ve yapisal biitiinliigiiniin korunmasi ve timér olusumunun
engellenmesi i¢in gesitli DNA onarim mekanizmalari gelistirmislerdir. Topoizomeraz I enzimi de
DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda gérev yapan niikleer bir proteindir. Topoizomeraz
1T inhibitorii olan etoposit, DNA hasari olusturarak apoptozun uyarilmasini saglayan antineoplastik
bir kimyasaldir. Etoposit, topoizomeraz II'ye baglanarak DNA’nin yeniden birlesmesini engeller
ve ¢ift zincir DNA kiriklar1 olusturarak hiicre dongiisiinii durdurur. Topoizomeraz II inhibitorleri
uzaklastirildiktan sonra olusan ¢ift zincir DNA kiriklari hizli bir sekilde onarilabilir. Bu ¢alismada
L1929 hiicrelerinde etoposit uygulamasinin ardindan gelisen apoptotik olaylari ve apoptozu
engelleyebilecek DNA onarim mekanizmalarini arastirdik.

Yontemler: Cesitli etoposit konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi zamana bagli olarak MTT
testi ile belirlendi. Cift zincir kiriklarinin varligi komet deneyi ile gosterildi. Akridin turuncusu/
etidyum bromiir floresan boyalar ve kaspaz 3/7 aktivite deneyleri ile apoptoz degerlendirildi. DNA
onarimi ile baglantisi bilinen Ku70, Ku80, BRCA2, RADS51, XRCC4 genlerinin mRNA ifade
diizeyleri cesitli etoposit konsantrasyonlarinda zamana bagl olarak belirlendi.

Bulgular: Etopositin ¢ift zincir DNA kiriklar1 yaparak sitotoksik ve apoptozisi uyaran bir ajan
oldugu hiicre canlilig1, komet ve floresan boyama deneylerinde gosterildi. Ku80 mRNA diizeyleri
etoposit uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore azalirken, RAD51, XRCC4 ve BRCA2 mRNA
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi. Ku70 ifadesi ise 9 ve 12. saatlerde kontrol
grubuna gore artig gosterdi.

Sonug¢: Sonuglarimiza gore, etoposit apoptozisi uyarmakta, ayrica DNA onarim enzimlerinin
mRNA ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore genellikle daha az olmas1 hiicrede DNA hasarinin
onarimini engellemektedir.

Anahtar Kelimeler: Etoposit, topoizomeraz II, DNA onarimi, apoptosis

Cikar Catismasi: Bu calismada yazarlar, konuyla ve/veya herhangi baska bir yazar ile ilgili maddi
veya manevi bir ¢ikar iligkisi iginde bulunmamaktadir.

ABSTRACT

Objective: DNA repair pathways in cells are essential for the maintenance of genome
integrity, and for countering the induction of tumorigenesis. Topoisomerase II is a nuclear
enzyme that functions during both DNA replication and transcription. The topoisomerase 11
inhibitor etoposide is an antineoplastic drug that has been used to generate DNA damage and
maintain apoptosis. Etoposide blocks cell division by interfering with the topoisomerase 11
and generates double strand breaks. Application of topoisomerase II inhibitors leads to the
formation of double strand breaks that are rapidly repaired following removal of the drug.
In the present study, we searched the apoptotic events and early double strand DNA repair
process that prevent the apoptotic cell death of L929 fibroblasts in response to treatment with
etoposide.

Methods: Cytotoxicty of etoposide on L929 cells was determined in a time and
dose dependent manner with MTT assay. The double strand DNA breaks were
determined with comet assay. Acridin orange/Ethidium bromide fluorescence
staining and Caspase 3/7 activity assays were performed in determined etoposide
concentrations at 24 hour. Quantitative mRNA expressions of DNA repair genes
(Ku70, Ku80, BRCA2, Rad51, XRCC4) were determined after etoposide treatment.
Results: The levels of apoptotic cell markers and DNA double strand breaks were elevated in
the increasing doses and time. The relative expression levels of Rad51, XRCC4 and BRCA2
were unstable in a time and dose dependent manner. Ku80 levels were generally decreased in
etoposide treated groups when compared with controls. However, Ku70 was highly expressed
at 9 and 12 hour with the increasing doses.

Conclusion: According to the results of this study, etoposide activates apoptotic events. Also,
low expression levels of DNA repair enzymes prevent cell survival from DNA damage.
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Giris

Hiicreler, DNA hasar tipine bagl olarak farkli meka-
nizmalar1 isleterek olusan hatalar1 diizeltmeye calisirlar.
Iyonize radyasyon, oksidatif stres ve kimyasal ajanlar
gibi etkenlerle olusan DNA c¢ift zincir kiriklarinin ona-
rimi serbest uglarin non-homolog sekilde baglanmasi
(NHEJ) ya da homolog rekombinasyon ile olur [1]. DNA
¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesi ve onarilmasi hiic-
re sagkalimi i¢in gereklidir. Diizeltilemeyen ¢ift zincir
kiriklar1 DNA’da duplikasyon, translokasyon, delesyon
gibi degisimlere neden olabilmektedir. Tim bu DNA-
yeniden diizenlenmeleri genomik kararsizliga ve timor
olusumuna yol agabilir.

DNA’da hasarli bolge tanindiktan sonra en dnemli asa-
ma, bu lezyonun onarimi i¢in hangi yolagin kullanila-
cagidir. Non-homolog rekombinasyon gibi bazi onarim
mekanizmalar1 hataya yatkindir ve kirilan bolgelerde
genetik bilginin kaybiyla sonuglanabilir. Cift zincir ki-
riklarinin tamirinde en temel mekanizmalardan biri ise
homolog rekombinasyondur [1].

Cift zincir DNA kiriklarinin NHEJ yolagi ile onarimi
DNA bagimli protein kinaz (DNA-PK) ve DNA ligaz
IV-XRCC4 protein kompleksleri araciligi ile olur. DNA-
PK; Ku70/80 heterodimeri ve DNA-PK’1n katalitik alt
iinitesinden (DNA-PKc) olusur [2].

Cift zincir DNA kirigi olustugunda, kirik bolgeye ilk
gelen proteinler MRX/MRN kompleksidir (Mrell-
Rad50-Nbsl). Eger hiicreler G1 fazinda ise non-homolog
ve ug birlestirici mekanizmalar tercih edilir [3]. Ku70/80
(XRCC6/XRCCH) protein heterodimeri DNA’ya bagla-
nir ve kirilan uglari stabilize eder. Uglar MR X proteinleri
ve DNA ligaz-XRCC4 ile birlestirilir. Eger hiicreler S ya
da G2 fazinda ise onarim RAD, BRCA1 ve BRCA2’nin
gorev aldig1 homolog rekombinasyon ile olur [1]. Hiicre
dongiisii sinyallerinin farkli onarim mekanizmalarina
nasil etkiledigi halen tam olarak bilinmemektedir.

DNA topoizomerazlar DNA’da geg¢ici kiriklar olusturan
ve hiicre sagkalimi igin gerekli olan ve evrimsel agidan
son derece iyi korunmus c¢ekirdek enzimleridir [1]. To-
poizomeraz I tek zincir kirig1 olustururken, topoizome-
raz II ATP kullanarak, ¢ift zincir kiriklar1 olugturur ve
sarmal DNA’nin ¢6zililmesini saglar [2]. Fonksiyonel
olarak tiim topoizomeraz enzimlerinin DNA’ya bag-
lanma, ¢ift zincir DNA yikimi ve birlestirilmesi gibi
islevleri vardir. In vitro molekiiler etkilesim calismalari
etoposit, amsakrin, genistein ve florokinol gibi anti-
neoplastik inhibitdrlerin dkaryotik topoizomeraz II’ye
baglandigin1 gostermistir [3]. Giiniimiizde kullanilan
topoizomeraz I inhibitorleri irinotecan (CPT-11) ve to-
potecan, FDA onayli topoizomeraz II inhibitérleri ise
etoposit, teniposit, doksorubisin, idarubisin, epirubisin
ve mitoksantronedur [4].

Etoposit akciger kanseri, 16semiler, non-Hodgkin’s len-
foma, Kaposi sarkomu, yumusak doku sarkomu ve no-
roblastoma gibi bircok farkli hastalikta kemoterapotik
ajan olarak kullanilmaktadir [5].

DNA cift zincir kiriklarinin onarimi sirasinda hatalar
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olusabilmekte, bu hatalar da hiicrenin onkolojik trans-
formasyonuna neden olabilmektedir. Hata onariminda
islevsel olan bazi genlerin bu siiregte dnemli rol oynadig:
bilinmektedir. Ayrica DNA onariminin bazi durumlar-
da, hasar sonucu olusan apoptozise engel oldugu ve bu
durumun hiicrede ilaca kars1 gelisen direng mekanizma-
larindan biri oldugu belirlenmistir [2-4]. Calismamizda,
sitotoksisite ve DNA hasar ¢aligmalarinda siklikla kul-
lanilan ve tiimdrijenik 6zelligi olan fare fibrosarkoma
1929 hiicre hattinda etoposit kullaniminin hiicre can-
lilig1 ve apoptozise etkisi arastirilmistir. Ayrica etopo-
sit indiikli ¢ift zincir DNA kirik onariminin ardindan
gelisen DNA onarim mekanizmasinin apoptozise etkisi
aragtirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

L1929 hiicreleri, %10 fetal dana serumu iceren DMEM
besiyerinde %95 nem ve %5 CO,’li ortamda 37°C’de
inkiibe edilerek ¢ogaltildi. 75 cm?’lik flasklarda gogalti-
lan hiicreler, hiicre kiiltiir kaplarin1 kapladiklar1 zaman
%0.05 tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile flask yiizeyinden kal-
dirild1. Pasajlama sirasinda yeni pasajda 1:2 hiicre olacak
sekilde hiicre aktarimi yapildi. Kiiltiir besiyeri pasajdan
sonra her iki giinde bir degistirildi. Hiicreler, 0-1000 uM
arasinda gesitli konsantrasyonlarda etoposit ile 3, 6, 9,
12 ve 24 saat inkiibe edildi. DMSO ¢oziicii kontrolii ola-
rak kullanild1 ve ayni siireler i¢in inkiibe edildi.

MTT Sitotoksisite Deneyi

L929 hiicrelerinde etopositin sitotoksik etkisinin deger-
lendirilmesi i¢gin MTT kolorimetrik kiti kullanildi. Ayni
pasaj numarasina sahip L929 hiicreleri, hiicre kiiltiir
kaplarinin ortalama %70’ini kapladig1 zaman besiyer-
leri uzaklastirildi. Tripsin-EDTA karisim1 kullanilarak
hiicrelerin tabandan ve birbirlerinden ayrilmasi sag-
land1. Daha sonra hiicreler sayilarak her kuyucuga 10*
hiicre/200 pL gelecek sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina ekildi. Hiicreler 37°C ve %5 CO,’li etiivde bir
gece inkiibe edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi.
Daha sonra hiicreler yukarida belirtilen dozlarda etopo-
sit igeren besiyerinde, 3, 6, 9, 12 ve 24 saat inkiibe edildi.
Belirtilen siirelerin sonunda her bir kuyucuga 10 pL ge-
lecek sekilde MTT karigimi eklendi ve olusan formazan
kristallerinin DMSO ile ¢6ziinmesi ile ortaya ¢ikan renk
degisimi 4 saat sonunda mikroplaka ELISA okuyucu ile
572 nm dalga boyunda belirlendi.

Floresan Mikroskobunda Apoptozun Deger-
lendirilmesi

L929 hiicreleri 24°li kiiltiir kaplarina herbir kuyuda
2x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve bir gece bekledikten
sonra, 24 saat boyunca 1, 10 ve 50 puM etoposit ile
inkiibe edildi. Hiicre kiltiirlerinin sonlandirilmasini
takiben hiicreler 3 pL akridin turuncusu (0.lmg/ml) ve 3
pL etidyum bromiir (0.1mg/ml) ile boyanarak floresans
mikroskobunda apoptozis agisindan degerlendirildi.
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Akridin turuncusu sadece canli hiicrelerin DNA’sina
baglandigindan canli hiicreler yesil renkte goriiliirken,
etidyum bromiir nekrotik hiicrelerde kirmizi rengin
olusmasina neden oldu. Buna karsin iki boya birlikte
kullanildiginda, apoptotik hiicreleri boyayarak sari-tu-
runcu renkte ve karakteristik apoptotik cekirdek gorii-
niimiinii yansitarak apoptozun belirlenmesine olanak
sagladi. Hiicreler Leica DM6000 mikroskobunun Leica
DFC420C kamerasi ile, Leica Application Suite v.2.8.1
programi kullanilarak goriintiilendi.

Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Belirlenmesi

1929 hiicreleri 6’11 kiiltiir kaplarina herbir kuyuda 1x10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve bir gece bekledikten
sonra, 24 saat boyunca 1,10 ve 50 pM etoposit
konsantrasyonlar1 ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
bittiginde kuyucuklar, PBS ile yikandi1 ve hiicreler
kazinarak epondorf tiiplerde toplandi. Hiicre lizis tam-
ponu ile protein izolasyonu yapildi ve {ireticinin 6ner-
digi protokole gore kaspaz 3/7 aktivitesi florometrik
olarak APC konjugatinin agiga ¢ikmastyla 376/499 nm
dalga boyunda 6l¢tildii (Anaspec, Fremont, CA, ABD).

Comet Deneyi

Comet deneyi ile DNA ¢ift zincir kiriklar1 belirlenebil-
mektedir. Hiicreler agaroz kapli mikroskop camlarinin
tizerine aktarilip, deterjan ve yiiksek tuz iceren ¢ozelti
ile patlatilmakta ve yiiksek pH’da elektrik alana maruz
birakilmaktadir. Deney sonunda hiicrelerin mikroskop-
ta elde edilen goriintiileri kuyruklu yildiza benzemekte
ve bu kuyrugun uzunlugu DNA fragmentasyonunun yo-
gunlugunu gostermektedir [2]. Cesitli etoposit (1, 5, 10,
50, 100 uM) konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibe edi-
len hiicreler Comet Assay (Trevigen, Gaithersburg, MD,
ABD) protokoliine gore analiz edildi. Degerlendirmeler
Leica DFC420C floresan mikroskobunda, Leica Appli-
cation Suite v.2.8.1 programu ile yapildi.

Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA Saflastiriimast ve
c¢DNA Sentezi

L929 hiicreleri 25cm?’lik flasklarda  herbir kuyu-
da 1.5x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve bir gece
bekledikten sonra, 3, 6, 9, 12 ve 24 saat boyunca
1, 5, 10 ve 50 ve 100 uM etoposit konsantrasyonlari

ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda steril
flasklarda ekili bulunan hiicrelerden RNA izolasyonu
kit (Roche Applied Science, Almanya) yardimiyla
Onerilen protokole uygun olarak yapildi. Elde edilen
RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda
oOlgiilerek mikrolitredeki nanogram degerleri belirlendi.
Primer olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA
sentez kiti (Roche Applied Science, Almanya) ile total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Kontaminasyonu
engellemek amaci ile saflastirma islemi biyogiivenlik
kabininin i¢inde gerceklestirildi.

Gen Ifadelerinin Real-Time PCR ile Ol¢iimii

Ku70, Ku80, BRCA2, Rad51, XRCC4 genlerinin mRNA
ifadelenme diizeylerini dlgmek icin, 2 ul cDNA, 0,5 pl il-
eri ve geri primerler (Tablo 1) 0,2 pl prob (Tablo 1) (Uni-
versal Probe Library, Roche Applied Science, Almanya),
2,5 ul TagMan master karisim (Roche Applied Science,
Almanya), 4mM MgCl, ve toplam hacim 10 ul olacak
sekilde saf su karigtirilarak Real-time PCR reaktanlari
hazirlandi. Real-time PCR cihazinda (LC480, Roche
Applied Science, Almanya) 95 °C 10 dakika baslangi¢
inkiibasyonu, 55 tekrarli 95°C 10 saniye, 60°C 20 saniye,
60°C 1 saniyelik primer yapisma dongiisii sonucu elde
edilen Ct degerleri kaydedildi. Ku70, Ku80, BRCA2,
Rad51, XRCC4 mRNA ifadelenmesini normalize etmek
icin B-Actin mRNA diizeyi referans olarak alindi.
Istatistiksel Analiz Yéntemleri

Deneyler tglii tekrarlar halinde yapildi. Doza ve zama-
na bagli olarak degisen Ku70, Ku80, BRCA2, Rad51 ve
XRCC4 mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar Relati-
ve Expression Software Tool (REST, 2008 Beta V2.0.7)
istatistik programu ile karsilastirildi. Diger analizler ise
tek yonlit ANOVA testiyle yapildi. Veriler SPSS 15.0 is-
tatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Istatiksel
anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Etopositin L929 hiicre canlilig iizerine etki-
leri

Etopositin 1929 hiicre canliligr tizerindeki etkilerinin
belirlenmesi icin MTT deneyi yapildi. Hiicreler etopo-
sitin artan konsantrasyonlar1 ile zamana bagli olarak

Tablo 1. mRNA diizeylerinin belirlenmesi i¢in Real Time PCR yonteminde kullanilan prob numaralar: ve primer dizileri

Gen ismi ;?gg’lﬁg Sol Primer Sag Primer

BRCA2 63 GACTTTGTTTAATTCGAGAACTAGGAA TCTTTTGATTGGGGGTTGTC
Ku70 63 AACTGAGGGCGAGGAAGAG TCAACCAGAAAAATCAAGCTATCTC
Ku80 64 AGAAAGAAGAAGATCACATCAGCA CAGGATTCACACTTCCAACCT
Rad51 22 GGCTGTTACATGCCAGCTC AATGTACATGGCCTTCCCTTC

XRCC4 64 CCGGCTTTGTTATTACACTTACTG TCTTGGGAAATCTCCAATTCAG

B-Actin 64 CTAAGGCCAACCGTGAAAAG ACCAGAGGCATACAGGGACA
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inkiibe edildi. Kontrol grubu ile etoposit uygulanan
gruplar hiicre canlilig1 agicindan kiyaslandiginda, grup-
lar arasinda anlamli fark gozlendi (p<0.05). Her ne ka-
dar diisiik etoposit konsantrasyonlar1 L929 hiicrelerinde
canlilik tizerinde etkili olsa da belirli bir doza kadar
hiicreler ilaca direng gostermislerdir. Sekil 1’de gdste-
rildigi gibi etoposit 24 saatlik zaman diliminde 1 mMda
IC50ye ulasirken, diger zaman dilimlerinde daha yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksisite gostermistir (Sekil 1).

Etoposit uygulamasi apoptotik hiicre sayisini
arttirmigtir

Apoptozun goriintiilenmesi i¢in etidyum bromiir ve ak-
ridin turuncusu kullanilarak floresan mikroskobunda
hiicre sayimi1 yapilmistir (Sekil 2a). Etoposit uygulama-
sindan 24 saat sonra ilacin artan dozlar1 apoptotik hiic-
re sayisinda da anlamli diizeyde artisa neden olmustur
(Sekil 2b). En yiiksek apoptoz oranina 10 mM etoposit
konsantrasyonunda erisilmistir. Nekrotik hiicre sayllarl,
beklendii gibi apoptotik hiicre saylsindan daha az be-
lirlenmistir. En yiiksek nekrotik hiicre saylsl, apoptotik
hiicre saylslna paralel sekilde 10 mM etoposit konsant-
rasyonunda gozlenmistir.

Etoposit, kaspaz 3/7 aktivitesini etkilememis-
tir

Apoptotik hiicre 6liimii, kaspaz proteazlarin aktiflesme-
si sayesinde gergeklesir. Caligmamizda artan apoptotik
hiicre sayisina bagli olarak, etoposit uygulanan gruplar-
da kaspaz aktivitesini de arastirdik. Ancak uygulanan
doz ve zamanda kaspaz aktivitesinde belirgin bir artig
gozlenmemistir (Sekil 3). Bu sonug hiicre canliligi ve
apoptozun goriintiilenmesi deneylerinde gozlenen so-
nugtan farklilik gostermektedir.

Etoposit uygulamasinin ardindan olusan
DNA hasart

Genotoksik etkinin degerlendirilmesinde yardimci bir
yontem olan komet deneyi ile etopositin L929 hiicrele-
ri lizerindeki etkisi arastirilmistir. Etoposit 1929 hiic-
relerinde ¢ift zincir DNA kiriklart olusturmustur ve
bu durum floresan mikroskobunda hiicrenin arkasinda
uzayan kuyruk seklindeki yesil goriintii ile belirlene-
bilmektedir (Sekil 4). L929 hiicrelerinde 24 saat cesitli
etoposit konsantrasyonlari ile yaptigimiz deneyde, 50 ve
100 uM etoposit inkiibasyonu, 1, 5 ve 10 uM’a gore daha
fazla kuyruklu yildiz goriiniimiine neden olmustur.

Etopositin DNA onarim gen ifadeleri iizerin-
deki etkisi

Etoposit uygulanan ve uygulanmayan 1.929 hiicre grup-
larinda 3, 6, 9, 12 ve 24 saatlik Ku70, Ku80, Rad51,
BRCA2 ve XRCC4 mRNA ifadelenme diizeyleri Re-
al-time PCR yontemi ile arastirildi. Rad51, BRCA2 ve
XRCC4 genlerinin goreceli ifadelenme diizeyleri za-
mana ve doza bagli olarak anlaml bir artis ya da aza-
lis gostermedi (Sekil 5). Istatistiksel olarak bir anlam
bulunmamasina ragmen, Ku80 mRNA ifade diizeyinin
etoposit uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore ge-
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nellikle daha az oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda
Ku70 mRNA diizeyi, 9 ve 12. saatlerde etoposit uygula-
nan gruplarda, uygulanmayan gruba gore anlamli dere-
cede artmistir. BRCA?2 ifade diizeyi ise etoposit uygula-
nan gruplarda 3, 6 ve 12. saatte azalmis, 9. saatte anlamli
sekilde artmis, 24. saatte 1 ve S mM etoposit konsantras-
yonlarlnda artmls, ancak daha yiiksek konsantrasyon-
larda ani bir diisiis gostermistir. XRCC4 mRNA ifade-
lenmesi gruplar araslnda anlamll sekilde deismemistir.
RADS1 mRNA diizeyi 3, 6 ve 9. saatlerde azalmls, daha
sonra artmaya baslamlstlr; fakat bu artls ya da azalma-
lar istatistiksel olarak anlamll bulunmamaistir.

Tartisma

Topoizomerazlar DNA replikasyonu, transkripsiyon,
rekombinasyon, kromozom yogunlasmasi ve ayrilmasi
gibi siireclerde ortaya ¢ikan topolojik sorunlarin gideril-
mesinde gorev alirlar. Giiniimiizde pek¢cok FDA onayli
kemoterapdotik ajan, topoizomerazlar ile etkilesime gi-
rebilmektedir. Topoizomeraz II'nin alfa ve beta olmak
iizere iki alt Unitesi vardir. Alfa izoformunun konsant-
rasyonu hizli ¢ogalan hiicrelerde ve G2/M gegisinde ar-
tar. Alfa izoformunu hedefleyen bir ajan olan etoposit
topoizomeraz II'nin kirtk DNA’y1 tekrar birlestirmesini
engeller ve apoptozisi uyarir [14].

Calismamizda L929 hiicrelerine cesitli
konsantrasyonlarda etoposit uygulanarak, DNA hasar1
olusturulmus ve hiicreler apoptozise ydnlendirilmeye
calisilmistir. DNA onarim siirecinde ¢esitli gen ifadeleri,
onarim siirecini etkilemekte ve bazi genlerin fazla ya
da az ifadesi hiicre canliligi, apoptozis ve onkogenez
iizerinde etkili olmaktadir [10-12]. Bu nedenle 1.929
hiicrelerinde etoposit uygulamasinin ardindan apop-
tozise karsi gelisen bir direng mekanizmasi olabilecek
DNA onariminda etkili bazi gen ifadeleri RNA diize-
yinde arastirilmistir. Sonuglarimiza gore etoposit hiicre
canliligini azaltmakta ve ¢ift zincir DNA kirig1 yaparak
apoptozise neden olmaktadir. L929 hiicrelerinde DNA
hasar1 sonrasi aktiflesen onarim mekanizmasi apopto-
zisi engelleyememistir.

Topoizomeraz uyarimli DNA hasar ile gelisen apopto-
zun mekanizmasi tam olarak bilinmese de, kaspaz 2’nin
mitokondriyal apoptotik yolak ve topoizomeraz uyarim-
I1 DNA hasarinda énemli bir molekiil oldugu diisiiniil-
mektedir [15]. Kaspaz 2 enzimi, kaspaz 8’1 aktiflesti-
rerek mitokondriyal apoptotik yolagi uyarir. Ardindan
kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonu gerceklesir [16]. Kas-
paz 3, apoptoz aracilt DNA fragmentasyonu ve niikleer
yikimda kritik bir molekiildiir. Kaspaz 3 enzimi olma-
yan hiicreler etoposite direnglidir [17].

P53, c-myc gibi hiicre dongiisii diizenleyicisi proteinler
etoposit uyarimli apoptoz i¢in de onemlidir [18]. Eto-
posit, G2-M gegisini inhibe eden iki yolag:i aktiflesti-
rir. Bunlardan birisi p53 bagimli, digeri p53 bagimsiz-
dir. G2-M gegisinde ve DNA onarim mekanizmasinda
gorevli olan ber-abl, etopositin sitotoksisitesini diistiriir.
ATM (ataxia-telangiectasia mutated) olmayan fibrob-
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Etoposit konsantrasyonlar

Sekil 1. Cesitli etoposit konsantrasyonlarinin 1929 fibroblast hiicre canlilif1 lizerine zamana bagli etkisi. L929 hiicrelerinde etopositin hiicre
canliligina etki etmeye basladigi konsantrasyon 50 uM, en etkili zaman araliginin ise 12 saat oldugu belirlenmistir.
* 1929 hiicrelerinde ¢esitli saat ve konsantrasyonlarda etoposit uygulamasinin ardindan hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli olarak

azalmistir (p<0.05).

lastlarda oldugu gibi G2/M kontrol noktasi olmayan
hiicrelerde etoposit uygulamasinin ardindan kromozo-
mal anomaliler artmistir [19].

Bir calismada MEK-ERK yolaginin DNA-PKc araci-
It NHEJ yolaginda gorev aldig1 gosterilmistir. MCF7
hiicrelerinde etoposit DNA ¢ift zincir kiriklar olustur-
mus ve bu kiriklar bir MEK inhibitorii olan U0126 var-
liginda daha hizli tamir edilmistir. Bu durum ERK’in
DNA-PKc araciligi ile ¢ift zincir kirig1 tamirini azaltti-
gin1 gostermistir [20]. Korwek ve arkadaslar1 etopositin
DNA kiriklari olusturup replikasyonu ve ayni zamanda
transkripsiyonu da etkiledigini géstermislerdir. Etoposit
ATM ve onun substratlart H2AX ve p53’iin fosforilasyo-
nunu etkilemekte ve bdylece apoptotik hiicre 6limiini
aktiflestirmektedir [21].

Cesitli kanser hiicre hatlarinda, HDAC6’n1n inhibisyonu
hiicreleri etoposit ve doksorubisin gibi antineoplastik
ajanlara duyarl hale getirmistir. Bu duyarliligin ATR/
Chkl yolagmin apoptozu aktiflestirmesiyle olustugu
diisiniilmektedir [22]. Hep3B hepatoma hiicrelerinde
etopositin apoptotik etkilerinin yaninda otofajik etki-
lerinin de oldugu gézlenmistir. Anti-apoptotik ve anti-
otofajik bir protein olan Bel-2’yi agir1 ifade eden Hep3B
hiicrelerinde etoposit uyarimli programlanmis hiicre
oliimiinde Bcl-2’nin Beclin 1’den ayrildigi ve apopto-
zun uyarildigi gosterilmistir [23]. PI3K ve DNA-PK’nin
ikili inhibitoérii olan KU-0060648 etoposit ve doksoru-
bisin birlikte kullanildiginda DNA-PKc olan hiicrelerde
sitotoksiteyi arttirirken, DNA-PKc olmayanlarda etkili
olmamuistir. Bu bulgu DNA-PK inhibisyonunun sitotok-
sisitede onemli oldugunu gostermistir [24].
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Calismamizda, etoposit 1929 hiicrelerinde hiicre
canliligin1 doz ve zamana bagli olarak azaltmistir. Yu
ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada gastrik kanser
hiicrelerinde etoposit daha diisiikk dozlarda hiicre
olimiini saglarken [25], bizim ¢alismamizda IC50 yak-
lagik 500 mM civarlnda bulunmustur. Bu konsantras-
yon farklnln hiicre tipleri araslndaki deisikliklerden
kaynaklandllnl distinmekteyiz.

Bonelli ve arkadaslar1 etoposit uygulamasinin 1929
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurdugunu ve apop-
tozisin uyarildigini goéstermislerdir. Ancak, bizim c¢a-
lismamizda oldugu gibi apoptozisi mikroskobik olarak
gostermisler, fakat kaspaz uyarimli DNA fragmentasyo-
nu gozlememislerdir [26]. Cesitli caligmalarda da gos-
terildigi lizere apoptotik silire¢ bazt durumlarda kaspaz
proteinlerinden bagimsiz olarak da ilerleyebilmektedir
(caspase- independent apoptosis). Ayrica apoptozisin
belirtegleri olan DNA fragmentasyon, apoptozom gibi
apoptotik protein komplekslerinin olusumu gdzlenme-
mektedir (atipik apoptozis) [27,28]. Calismamizda elde
ettigimiz apoptozisin mikroskobik olarak ve fragmen-
tasyon ile gozlenip, kaspaz aktivitesinin degismemesi
bu olgu ile agiklanmaktadir.

Abe ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Ku70, Ku80,
DNA-Pkc ve Artemis proteinlerinin yiiksek etoposit
dozlarinda apoptotik yolagi uyardigini, ancak diisiik
etoposit dozlarinda ise DNA onarim mekanizmasinda
bu proteinlerin beraber ¢alistigint géstermislerdir [30].
Ku70’in Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik bir iiyesi olan
Bax’a baglandig1 ve onun fonksiyonunu baskiladigi gos-
terilmistir, bu Ku70’in ayn1 zamanda anti-apoptotik bir

Dogan ve ark.



90 I

m .

_ 60
w
=
a
o 50 * Canh
]
2  Apoptotik

40 ®

2 | Nekrotik

30

20

10

0
0 1pM 10uM 50uM

Etoposit konsantrasyonlar

Sekil 2. (a) L929 hiicrelerinde 24. saatte etoposit uygulamasinin ardindan gergeklesen apoptozisin floresan mikroskop goriintiileri (20X)

Yesil hiicreler canli, kirmizi hiicreler nekrotik, turuncu hiicreler ise apoptotik hiicrelerdir.

(b) L929 hiicrelerinde 24. saatte etoposit uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak hiicre dliimiine etkisi

* 1929 hiicrelerinde 24 saat sonra ¢esitli konsantrasyonlarda etoposit uygulamasinin ardindan apoptotik hiicre sayist kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmistir (p<0.05).
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Sekil 3. L929 hiicrelerinde 24. saatte etoposit uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak kaspaz 3/7 aktivitesi lizerine etkisi.
Etoposit 24. saatte kaspaz aktivitesini gruplar arasinda degistirmemistir (p<0.05).

Sekil 4. Etoposit uygulamasindan 24 saat sonra olusan ¢ift zincir DNA kiriklarini belirleyen komet goriintiisii (40X)
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Etoposit uygulanan doz ve zaman

Sekil 5. Cesitli konsantrasyonlarda etoposit uygulanan ve kontrol grubu L929 hiicrelerinde 3, 6, 9, 12 ve 24 saatlik Ku70, Ku80, Rad51, BRCA2
ve XRCC4 genlerinin goreceli mRNA ifade diizeyleri. Her gruptaki gen ifadeleri b-Actin ifadesine gore normalize edilmistir.
¥ 1929 hiicrelerinde 9 saat etoposit uygulamasinin ardindan BRCA2 mRNA ifade diizeylerindeki degisim kontrol grubuna gore anlamlidir

(p<0.05)

§ L929 hiicrelerinde 9 saat etoposit uygulamasinin ardindan Ku70 mRNA ifade diizeylerindeki degisim kontrol grubuna gére anlamlidir (p<0.05)
* 1.929 hiicrelerinde 12 saat etoposit uygulamasmin ardindan Ku70 mRNA ifade diizeylerindeki degisim kontrol grubuna goére anlamlidir

(p<0.05)

94/ L929 hiicrelerinde 24 saat etoposit uygulamasinin ardindan BRCA2 mRNA ifade diizeylerindeki degisim kontrol grubuna gore anlamlidir

(p<0.05)

gorevi oldugunu da gostermektedir [31]. Calismamizda
etoposit uygulanan gruplarda Ku70 mRNA ifade diizey-
leri 9 ve 12. saatlerde kontrol grubuna gore artarken, 24.
saatte doza bagimli olarak azalmistir. Bu durum eto-
posite saat ve doza bagli olarak maruziyetin artmasiy-
la apoptozun da arttigini1 gostermektedir. Ku80 mRNA
ifade diizeylerinde ise kontrol grubuna gore genellikle
bir azalis gdzlenmistir.

Kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinde etoposit var-
liginda RADS1 protein ifadesinin arttigi gézlenmistir
[32]. Bununla birlikte, BRCA2 ve RADS51 mutant Chine-
se hamster hiicrelerinin topoizomeraz 2 inhibitorlerine
daha duyarli oldugu belirlenmistir [33]. Calismamizda
RADSI1 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir azalis
ya da artis gostermese de etoposit uygulanan gruplar-
da 3, 6, 9. saatlerde azalirken, 12 ve 24. saatte artmasi
etoposite maruziyetin artmasiyla apoptozun artmasinin
diger bir gostergesi olarak diisiiniilebilir.

Etoposit, topoizomeraz II varliginda gorev yapmaktadir
ve BRCA1, BRCA2 gibi DNA onarim enzimleri olmayan
hiicrelerin etoposite duyarliliginin arttig1 gosterilmistir
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[33]. Calismamizda BRCA2 mRNA ifade diizeyleri za-
man ve konsantrasyonlar arasinda farklilik gostermistir.
Ancak ytiksek etoposit konsantrasyonlarinda BRCA2
ekspresyon diizeyindeki azalisa, etopositin etki ettigini
gostermektedir.

Sonug olarak, etopositin L929 fare fibroblastlarinda
DNA kiriklart olusturdugunu, bu kiriklarin zamanla
ve yliksek konsantrasyonlarda arttigini gozledik. Lite-
ratiirde bir ilk olarak 1929 hiicrelerinde ¢ift zincir ki-
rig1 olustuktan sonra DNA onarim mekanizmalarinda
gorev alan gesitli enzimlerin mRNA ifadeleri doza ve
zamana bagli olarak degisse de apoptozu engelleyecek
kadar etkili olamadig1 belirlenmistir. Bu durum etoposit
aracilifiyla olusturulmus DNA c¢ift zincir kiriklarinin
L929 hiicreleri iizerinde de apoptozu uyaran etkili bir
mekanizma oldugunu gostermektedir.
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