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OLEUROPEIN VE SISPLATIN'IN (Bagimsiz Degisken) NOROBLASTOM
HUCRELERI (Bagimli Degisken) UZERINE ETKISI

Duygu DURSUN

Dokuz Eylil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisti, Onkoloji Enstitlisti, Temel
Onkoloji AD, Inciralti/ IZMIR

OZET

Noroblastom (NB), tim cocukluk ¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur.
Sisplatin (cis-diaminedichloroplatinum Il; CDDP) ¢ocukluk ¢agi ve eriskin dénemdeki
bircok farkli insan kanserinin tedavisinde kullanilan yan etkileri bulunan bir
kemoterapodtiktir. Zeytin yapraginda bulunan Oleuropein’in (OLE) mezotelyoma ve
malign melanom gibi kanser hucrelerinde hicre canliligini azaltici etkisi daha once

gOsterilmistir.

Bu calismanin amaci iyi prognostik SH-SY5Y N-MYC(-) ve kotl prognostik
KELLY N-MYC(+) noroblastom hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde (PSI2 12S6),
OLE’nin tek basina ve CDDP kombinasyonu ile olasi anti-proliferatif etkisi ve apoptotik

hiucre 6liumune yol acgip agmadiginin belirlenmesiydi.

PSi2 12S6, SH-SY5Y ve KELLY hiicrelerine OLE (500uM) ve CDDP (50uM)
uygulanmigtir. CDDP, OLE ve OLE-CDDP kombinasyonu uygulanarak apoptotik hiicre

olumleri Akim sitometrik olarak belirlenmistir.

OLE’nin PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde canlihi§ azaltici ve apoptotik etkileri
saptanmistir. SH-SY5Y ve KELLY hicrelerinde OLE tek basina 6zellikle canlihgi

azaltmis ve apoptotik etki gostermistir.

OLE’nin néroblastomda anti-proliferatif etki mekanizmalarinin in vitro ve in vivo

calismalarla degerlendiriimesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Oleuropein, Sisplatin, Apoptoz
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THE EFFECTS OF OLEUROPEIN AND CISPLATIN ON NEUROBLASTOMA CELLS
ABSTRACT:

Neuroblastoma (NB) accounts for 8-10% of all childhood cancers. Cisplatin (cis-
diaminedichloroplatinum II; CDDP) is a chemotherapeutic drug with side effects that
are used in the treatment of many different human cancers in childhood and adulthood.
Oleuropein (OLE), an olive leaf, has been shown to reduce cell viability in cancer cells

such as mesothelioma and malign melanoma.

The aim of this study was to investigate OLE alone and in combination with
CDDP has possible anti-proliferative effect and induce apoptotic cell death in good
prognostic SH-SY5Y N-MYC (-) and poor prognostic KELLY N-MYC neuroblastoma
and fibroblast cells.

OLE (500uM) and CDDP (50uM) were applied to PSI2 1256, SH-SY5Y and
KELLY cells. Apoptotic cell deaths were determined by Akim cytometry using CDDP,
OLE and a combination of OLE-CDDP.

The anti-proliferatif and apoptotic effects of OLE on PSi2 12S6 fibroblast cells
were determined. OLE and CDDP-OLE combinations reduced viability in SH-SY5Y
and KELLY cells and showed apoptotic effects.

The mechanisms of anti-proliferative effects of OLE in neuroblastoma should be

evaluated in vitro and in vivo studies.

KEY WORDS: Neuroblastoma, Oleuropein, Cisplatin, Apoptosis
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1. Girig ve Amag:

1.1.Problemin Tanimi ve Onemi:

Oleuropein (OLE); antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-
hipertansif ve anti-kanserojen etkilere sahip oldugu; hem kultlr hicrelerinde hem
de model organizmalarda norodejenerasyona kargi vyararl etkileri oldugu
gOsterilmistir. Literatir taramalarinda oleuropein ve noéroblastom ile ilgili 6 tane
calisma vardir. Bu 6 calismanin 4 tanesinde kullanilan néroblastom hlcre hatlari
Alzheimer Uzerine arastirma yapmayl amaclamistir. Yalnizca bir tanesinde
noroblastom ana hedef olan calisma vardir ve bu ¢alismada da sadece SH-SY5Y
néroblastom hticre hatti kullaniimigtir. Ayrica oleuropein ve sisplatin (CDDP)
kombinasyonunun noéroblastomdaki etkinligini gosteren herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamigtir ve bu ilk kez in vitro olarak arastiriimigtir. Burada oleuropeinin
CDDP varhginda néroblastom hiicre hatlarinda etkinligi ilk kez in vitro olarak
arastinlmistir. Bu etkilesimin ileriye yonelik ndroblastom tedavi kombinasyonlarina
yeni bir ajan olarak isik tutucu bilgileri sunabilecegi amaciyla bdyle 6zgun bir

calismay gerceklestirdik.
1.2. Arastirmanin Amaci:

Bu calismanin amaci insan kokenli farkh Kklinik 6zellikleri yansitan; iyi
prognostik grubu yansitan N-MYC negatif SH-SY5Y, kétl prognozu yansitan N-
MYC pozitif KELLY ndéroblastom hucrelerinde ve saglikli hicreleri temsil eden
fibroblast (PSi2 12S6) hiicrelerinde oleuropeinin (OLE) tek basina ve sisplatin
(CDDP) kombinasyonu ile olasi anti-timoral etkinligini ve eger varsa bu etkinligin
apoptoz (programli  hlicre 06limi) mekanizmasi Uzerinden gercgeklesip

gerceklesmediginin arastiriimasiydi.
1.3. Aragtirmanin Hipotezi:

Bizim bu calismada hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi (bagimsiz
degisken) ile CDDP’nin etkisini arttirir ve Oleuropeinin Noroblastomda tek basina
ve sisplatin (bagimsiz degisken) ile antitimoral etkisi vardir ve bu etki apoptoz
hicre 6lum tipini (bagimli degisken) uyararak meydana gelir” seklindeydi. Calisma
sonucunda gorduk ki; hipotezimiz SH-SY5Y noéroblastom hicreleri igin

dogrulanirken KELLY hucreleri igcin kismen dogrulanmistir.
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2. Genel Bilgiler:

2.1.NoOroblastom:

Noroblastom; adrenal medulla ya da sempatik ndronlardaki néronal krest kokenli
hdcrelerin diferansiasyonun bozulmasina bagli olusan en sik rastlanan ekstrakraniyal

cocukluk ¢agi solid tumoruduar (1,2).

Noroblastom (NB) tim c¢ocukluk ¢adi kanserlerinin % 8-10’unu olusturmaktadir

ve ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde 6lum nedeni olarak ilk siraya yerlesmektedir.

Farkli bir biyolojik davranisa sahip olan noroblastom, sut ¢ocuklugu doneminde
% 2 civarinda spontan regresyon gosterebilirken, Ozellikle yiksek risk ileri evre
metastatik hastalikta multimodal intensif tedavi yaklagsimlarina ragmen 10 yilllik yasam
(overall survival) % 30 larin altinda seyretmektedir (4). Tedavi protokolleri yas, evre,
histopatoloji, N-mycn gen amplifikasyon kopya sayisi, ploidi, 11g LOH gibi segmental
aberasyonlara dayanarak hazirlanan risk protokollerine gore uygulanmaktadir ve bu
protokollerde de uygulanan sisplatin ana ajandir. Yuksek doz kemoterapi
protokollerine ragmen gelinen noktanin tatminkar olmayisi farkli tedavi ve

kemoterapdtik arayislarini beraberinde getirmektedir (4).

2.2.0leuropein (OLE):

Zeytin yapraginin aktif bileseni olan oleuropein, polifenol grubuna aittir ve
antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-hipertansif ve anti-kanserojen etkilere
sahiptir (6).

Zeytinyaginda bulunan ana polifenol olan oleuropein aglycone'un (OLE) hem
kultar hudcrelerinde hem de model organizmalarda ndérodejenerasyona karsi yararli

etkileri gosterilmigtir (5,7).

Otofaji stimllasyonunda, akdeniz diyetini niteleyen bazi bitki polifenollerinin
saglikh etkilerinin, epigenetik ve biyolojik degdisikliklerden kaynaklandigi gosterilmigtir.
OLE'nin kultirlenmis SH-SY5Y hicrelerinde otofajiyi Ca2 + -CAMKKB-AMPK ekseni

Uzerinden tetikledigi saptanmistir (7).
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Ayrica oleuropein, Bcl-2'yi inhibe ederek ve Bax, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gen

ekspresyonlarini aktive ederek SH-SY5Y hucrelerinde apoptozu uyarir (6).

OLE’nin SH-SY5Y hucrelerindeki invazyonu azalttigi gosterilmistir. Oleuropein,
SH-SY5Y ndroblastoma hicrelerinde hicre ¢ogalmasini, CCND1, CCND2, CDK4,
CDK®6, p53 ve CDK inhibitorlerinin gen ekspresyonu dedisiklikleri yoluyla hicre
dongusu durdurarak inhibe ettigi dolayisiyla oleuropein'in néroblastom tedavisinde

terapotik bir madde olabilecegi belirtiimigtir (6).

Oleuropein, SH-SY5Y'de intrinsik yol ile apoptotik mekanizmalari uyardigi
belirtiimigtir (6). Oleuropein, SH-SY5Y noroblastoma hicrelerinde invazyon,

migrasyon ve koloni olusumunu azaltmaktadir (6).

2.3.Sisplatin (Cis-diaminedichloroplatinum II- CDDP)

CDDP, antimitotik aktivitesi ve antineoplastik 6zellikleri olan ¢ocukluk ¢agi ve
eriskin dénemdeki birgok farkli insan kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan

bir ajandir. Hucre siklus bagimsiz etki eden bir ajandir.

CDDP, neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilir ve etkisi DNA ile olan
etkilesimine baglidir. CDDP, en iyi bilinen DNA hasar ajanidir ve sitotoksik aktivitesini
gostermesinde DNA-platin etkilesimi ilk adimi olusturur. Aktif sisplatinin sitotoksik
formu DNA zincirinde ¢apraz baglar olusturarak DNA sentezini baskilayip bazi sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu saglayarak apoptozu uyarir. CDDP, sitotoksik etkisini
DNA'nin butun bazlarina, ozellikle guanin ve adeninin 7'inci pozisyonundaki azot
atomuna baglanarak gosterir. Mitokondriyal DNA, RNA ve diger hucresel bilesenler,
platin yapisi i¢in gucli reaktanlar icerirler (11,12). Sisplatinin néroblastom tedavisinde
yaygin bir sekilde kullaniimakla beraber nefrotoksisite, ototoksisite ve nérotoksisite gibi

doz sinirlayici etkileri bulunmaktadir (13).

2.4. Apoptotik Hiicre Oliimii ve iligkili Proteinler (BCL2, BCL-XL, BAX)

Kemoterapdtik ajanlarin ¢gogu kanser hucrelerinde hlcre 6limund apoptozu
tetikleyerek ortaya cikarirlar. Burada intrensek ve ektrensek apoptotik yolaklar ve

pro/apoptotik ve anti-apoptotik proteinler apoptotik sireci yonetirler. BCI-2 ve Bcl-XL
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proteinleri anti-apoptotik iken Bax ayni suregte apoptotik aktiviteyi tetikleyen
faktorlerdir. Bcl-2 ve Bcl-XL ile apoptozi bagslatan yollarin kesistigi temel nokta
mitokondridir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu apoptotik sirecte, geri
donusumsuz noktayi gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agcan en onemli faktor
ise Bcl-2 ailesidir (14, 17). Bcl-2 ailesi birbirine zit etkili iki gruptan olusur. Bu gruplarin
biri anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) digeri ise pro-apoptotiktir (Bax) (15, 17). Antiapoptotik
grup apoptozi baskilayicidir. Pro-apoptotik grup ise apoptozi indikleyici etkiye sahiptir.
Hucrelerin apoptotik uyariya hassasligi pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri
arasindaki dengeye baghdir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin agiri ekspresyonu
apoptozi baskilarken, pro-apoptotik Uyelerin asiri ekspresyonu apoptoze neden olur
(16, 17).
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3. Gereg ve YOntem:
3.1. Arastirmanin Tipi:
Arasgtirma deneysel bir caligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestiriimistir. Projeye Haziran 2017 de baslanmis olup Aralik 2017’de tez
savunmasi ile sonlanmistir.
3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Galisma Gruplar:
Calismada farkli klinik 6zellikleri yansitan insan kokenli iki néroblastom hticre hatti
(iyi ve kot prognostik) kullaniimigtir.
3.4.Calisma Materyali:
Bu galismada farkh klinik durumu yansitan insan kokenli iki néroblastom
hdcre hatti olan SH-SY5Y ve KELLY (iyi ve kot prognostik) ve saglikl fibroblast

(PSi2 12S6) hiicreleri kullanilmistir. Hiicre hatlari ticari olarak satin alinmistir.

Deney Plani;
NB hiicrelerinin (KELLY, SH-SY-5) ve fibroblast hiicrelerinin (PSi2 12S6)
¢ogaltiimasi
\2
OLE, CDDP ve OLE-CDDP kombine uygulamalari
\2
Hucre canlilik analizleri ile LD50 dozlarin saptanmasi

\

Apoptozun Deg@erlendirmesi (Akim sitometrik Anneksin/PI analizi)

Hicre Kultdri

Yapilan bu galismada; SH-SY5Y (N-MYC negatif) ve KELLY (N-MYC
pozitif), insan kokenli ndroblastom hicre hatlari (DSMZ) kullaniimigtir. Ayrica saglikli
durumu yansitan fibroblast hiicre hatti (PSi2 12S6) (DSMZ) kullaniimistir. Néroblastom
hiicre hatlari (KELLY, SH-SY5Y) ve fibroblast hiicre hatti (PSi2 12S6) 25 cm? flasklara

alinmistir. Hucre hatlari, 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli %10 fetal
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bovin serum iceren DMEM ve RPMI 1640 ortamlarinda kultture edilmigstir. Haftada 2
veya 3 defa ortamlari tazelenerek 37°C de % 5 COz2 ’lik inkUibatdrde inklbe edilmistir.
Kaltarler yaklagik %80 sikigikhda eristiginde tripsin/EDTA solisyonuyla kalttr
kaplarindan kaldirilarak 1:2 oraninda pasajlanmigtir. Calismalar 3 farklh zamanda 3

tekrar ile gergeklestirilmistir.

Caligsma Gruplari:

Kontrol grubu: Herhangi bir ajan uygulanmayan hucre kultur ortamlari ile diger
calisma gruplarn ile es zamanda idame edilen néroblastom ve fibroblast hicreleri
(KELLY, SH-SY5Y ve PSi2 12S6)

Sisplatin uygulanacak grup (CDDP): 5-200 uM (5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM)
araliginda hucre kultur ortamlarinda CDDP (Kogak farma) uygulanan gruptur (22). Bu

uygulamalar sonucu LD50 dozu 50uM olarak bulunmustur.

Oluepeinin grubu (OLE): 50-800 uM (50uM, 100uM, 200uM, 400uM, 800 uM)
araliginda hucre kiltir ortamlarinda OLE (Sigma) uygulanan grup(6). Bu uygulamalar

sonucunda en etkin degerin 500 uM oldugu bulunmustur.

Sisplatin ve Oluepeinin kombine uygulanan grup (CDDP-OLE): OLE ve CDDP’nin
LD50 dozlari diger gruplarda CDDP igin 50uM ve OLE i¢in 500uM olarak bulunmus ve

sonra bu grupta denenmistir.

Oleuropein ve Sisplatin Uygulamasi

Kulture edilen hicrelerin ortamlari uzaklastirilip, PBS ile yikanmistir. Daha sonra
tripsin-EDTA solusyonu ile muamele edilerek hicrelerin flasklardan kalkmasi
saglanmistir. 1:1 oranda ortamlar eklenip hucreler falkon tlpler icinde santrifj
edilmistir. Elde edilen hicre pelleti Gzerindeki supernatant uzaklastirilmistir. Hicreler
uzerine farkli dozlarda hicre kultir ortamlar ile dilie edilerek hazirlanmig CDDP
(kogak farma) ve oleuropein (sigma) uygulanmistir.
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WSTL1 ile Hicre Proliferasyonunun Tayini

Hicreler her kuyucukta 10 hiicre olacak sekilde 96 well plate ekilmis, ertesi giin
ortamlar gekilerek ajanlar uygulanmistir. Ajan uygulamasi sonrasinda 24, 48 ve 72
saat inklibe edilerek doz ve zaman bagimli hucre canhligi Uzerindeki etkisi

degerlendirilmistir.

inkiibasyonlarin sonunda hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu plate iginde bos
bir kuyucuga da sadece ortam koyularak kor olarak kullaniimistir. 100 pl/kuyucuk hicre
icin her kuyucuga 10 pl/kuyucuk WST1 hicre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10
dilisyon) htcreler 35°C %5 COz2 lik etuvde 2 saat inkiibasyona birakilmigtir. Plate
calkalayicida 1 dk galkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutulmustur.
Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlasi (630 nm) segcilmistir. Kontrol grubunun
absorbans ortalamalari %100 canliik olarak kabul edilerek diger absorbanslar

karsilastirlarak hucre canlilk yuzdeleri tayin edilmigtir.
Akim sitometrik Annexin V-FITC/Pl Boyamasi ile Apoptoz tayini

Annexin V-FITC/Propidium lodide (Pl) boyamasi apoptotik hicre 6lum oranini
kantitatif olarak belirlemek icin; ndroblastom hucrelerine oleuropein ve CDDP
uygulamasi sonrasinda yapilmistir. Hicreler Annexin V-FITC apoptoz deteksiyon Kiti
(BD) kullanilarak protokole uygun olarak boyanmistir. Ajan uygulamalari sonrasinda
hiicreler PBS ile 3 er kez yikanmis ve ortam i¢inde resispanse edilmigtir. Daha sonra
hlcreler oda sicakliginda 15 dakika Annexin V-FITC ve Pl ile inkibe edilerek Akim

sitometride analiz edilmigtir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Noroblastoma uygulanan OLE ve CDDP badimsiz degiskenler olup, ajanlarla
meydana gelecek hicre olum degisiklikleri (apoptozun degerlendirmesi) bagimli

degiskendir.

3.6. Veri Toplama Araclart:

Hucre canlilik analiz sonuglari, apoptoz sonuglari
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3.7.Arastirma Plan ve Takvimi:

Haziran- Agustos-Ekim Kasim 2017 Aralik 2017
Temmuz 2017 2017

Deneylerin plani | Hicrelerin Degerlendirme Yayina
. Proliferasyonu . donusturme
Malzeme temini y Analiz 3
Oleuropein Sunma
Yazma

Uygulama "
¥ . - Bitirme raporu
Literatlr guincelleme

Cisplatin Uygulama
Wst-1 testi

Apoptoz testi

Tablo 1: Arastirma Plan ve Takvimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS i¢in Windows istatistik programinin
15.0 versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik duzeyinde incelenecektir. Bulgular,

Kruskall-Wallis sonrasi Mann Whitney-U testiyle analiz edilmistir.

3.9. Arastirmanin Sinirhiliklari:
Bu arastirma hucre kudlturd arastirmasi olup hasta ornegi ve deney hayvani

asamalarini icermemesi arastirmanin sinirliliklarini olusturur.
3.10.Etik Kurul Onay::

Bu calisma igin; 11.05.2017 tarih ve 2017/11-17 karar numarali, Dokuz EylUl

Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul Onay alinmistir.
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4. Bulgular:

Noéroblastom hticre hatlari olan KELLY (N-MYC pozitif) ve SH-SY5Y (N-MYC
negatif) ile saglikli fibroblast hiicre hatti olan PSi2 12S6 hiicre hatlari, hiicre kiiltiriinde
confluent olduktan sonra deney setleri kurulmustur. Deney setlerinde sisplatin (CDDP)
ve oleuropein (OLE) ve bunlarin cesitli kombinasyonlari igin doz denemeleri
gerceklestiriimis ve en etkili dozlarin 50uM CDDP ve 500uM OLE oldugu asagidaki
grafiklerde de belirtiimigtir. Deney setleri 24h, 48h ve 72h igin ayri ayri
gerceklestirilmistir.
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%canlihk

%canlilik
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o
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kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uM 50 uM

PSi2 1256 24H WST-1 SONUGCLARI

kontrol 50uM 100 uM 500uM 100 uM 50 uM

50uM  50uM 50uM 50 uM
OLE OLE OLE OLE CcpP

Cp,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

PSi2 1256 48H WST-1 SONUCLARI

kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uM 50 uM

50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cp

Cp,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

PSi2 1256 72H WST-1 SONUCLARI

50uM 50uM 50uM
CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

OLE OLE OLE OLE CcpP

Tablo 2: 24h, 48h ve 72h PSi2 1286 WST-1 sonuglari
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%canhlik

%canlilik

%canhlik

12
10
8

pit
2

120
100
80
60
40
20

120
100
80
60
40
20

0
0
0
60
0
0
0

SH-SY5Y 24H WST-1 SONUCLARI

kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uMCP 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE Ccp,50 (CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

SH-SY5Y 48H WST-1 SONUCLARI

- T T T T T T T T T

kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE Ccp CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

1

1

1

SH-SY5Y 72H WST-1 SONUCLARI

] T I T I T I T I T I T I T I T I T l

kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cp CcpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

1

1

1

1

Tablo 3: 24h, 48h ve 72h SH-SY5Y WST-1 sonuglari
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% canlilik

%canlilik

%canhlik

KELLY 24H WST-1 SONUCLARI

12

10
8

0
0
0

60

40

20
0

kontrol 50uM 100uM 500uM 1000 uM50uMCP 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE CP,50 uM CP,100 CP,500 CP,1000
OLE uMOLE uMOLE uMOLE

KELLY 48H WST-1 SONUCLARI

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 - - -
O 1 T T T T T T T T T
kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cpP CcpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE
KELLY 72H WST-1 SONUCLARI
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
O 1 T T T T T T T T T

kontrol 50uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cp CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

Tablo 4: 24h, 48h ve 72h KELLY WST-1 sonuglari
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WST-1 deneyleri sonucu LD50 dozu CDDP igin 50uM ve OLE igin de yine en

etkin dozun 500uM oldugu saptanmistir. Bu dozlar ve bunlarin kombinasyonlari ile

hlcre kaltira calismalari yapilmig, ardindan Akim sitometri ile apoptotik hiicre 6lumu

degerlendirilmigtir.

Saglikli fibroblast hiicre hattimiz olan PSi2 12S6 hiicrelerinin 24h, 48h ve 72h’
lerde Akim sitometrik apoptoz degerlendirmelerine baktigimizda belirlenen % canlilik
ve % apoptoz degerleri asagida ifade edilmigtir;

PSi2 1256 24h % canlilik

120

100
84.62

80

60

40

20

0

Kontrol CDDP  OLE+CDDP

%canhlik

PSi2 1256 48h % canlilik

120
100
100 2
82.68
80
~ 69
S 60
Q
X
40
20
0
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP

%apoptoz

%apoptoz

PSi2 1256 24h % apoptoz

120

100
80
60
40
22 2
20
0
Kontrol CDDP  OLE+CDDP

PSi2 12S6 48h % apoptoz

120

100

80 67.8
60 55.4

40

26.8 26.9

i I I

0

Kontrol OLE CDDP OLE+CDDP
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PSi2 12S6 72h % canlilik PSi2 1256 72h % apoptoz

120 120

100 100

80 ~ 80
= g 60.3
= 52.3
£ 60 g 60
2 g
= 40 x40

20 20 I

0 0

Kontrol ~ OLE  CDDP OLE+CDDP Kontrol CDDP  OLE+CDDP

Tablo 5: PSi2 12S6 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglari

Canlilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; bu galismada PSi2
1256 fibroblast hicrelerinde OLE’nin hiicre canliidini zaman bagimli olarak hemen
hemen degistirmedigi saptanmistir. Apoptoz degerlendirmesinde ise OLE tek basina
Ozellikle 72.saatte daha belirgin olmak Gzere apoptozu artirmistir. OLE-CDDP
uygulamasi ise PSi2 12S6 hiicrelerinde OLE ile karsilastirildiginda canhlig
azaltirken, apoptozu indiikledigi saptanmistir. Ote yandan CDDP ile OLE-CDDP
kombinasyonu karsilastirildiginda; canliligi 48.saatte azaltirken, diger saatlerde

canlihdi pek degistirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye gdre apoptozu artirdigi
saptanmigtir.

PSi2 12S6 hiicre hatlarinin 24. saat hiicre kiltiiri gérintiileri sekil 1’de asagida

gOsterilmigtir.

a) 24h PSi2 12S6 Kontrol b) 24h PSi2 1286 CDDP
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c) 24hPSi212S6 OLE d) 24h PSi212S6 Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 1: PSi2 12S6 hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

PSi2 12S6 hiicrelerinin genel durumunu da gérmek igin gesitli blyiitmelerde

fotograflar alinmig ve bu fotograflarda Akim sitometri sonuglarini desteklemisgtir.

a) 4x b) 10x c) 40x

Sekil 2: 48h PSi2 1256 Kontrol Hiicreleri

a) 4x b) 10x c) 40x

Sekil 3: 48h PSi2 1256 CDDP
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a) 4x b) 10x c) 40x

Sekil 4: 48h PSi2 12S6 OLE

a) 4x b) 10x c) 40x

Sekil 5: 48h PSi2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP)

PSi2 12S6 hiicrelerinin 72.saat hiicre kultir(i gérintileri asagidadir. OLE’nin

PSi2 12S6 hiicreleri canliligi lizerine, burada az da olsa katkisi oldugu gorilmektedir.

a) 72h PSi2 1286 Kontrol b) 72h PSi2 1286 CDDP
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c) 72hPSi212S6 OLE d) 72h PSi2 1286 Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 6: PSi2 12S6 hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

Canlilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; SH-SY5Y, N-MYC (-)
iyi prognostik néroblastom hiicrelerinde OLE tek basina 6zellikle 72. saatte canhligi
azalttigi saptanmistir. Yine OLE tek basina zamanla artis géstermeyen apoptoz
artisina yol agmistir. OLE ile OLE-CDDP kombinasyonu degerlendirildiginde, canlilik
zamanla azalirken apoptoz duzeyleri artis gostermigtir. CDDP ile OLE-CDDP
kombinasyonu deg@erlendirildiginde apoptotik hiicre 6lumUinin sadece 72. saatte artis
gosterdigi saptanmistir.

SH-SY5Y 24h % canlilik SH-SY5Y 24h % apoptoz
120 120
o0 100 100 100
88
83 80
80 2
e o
= 0 § 60 49.3
C o .
3 S 40 37.6 32.2
X
% . N
> < Q Q
© N Q Q
0 %o& © (JQ %x(“o
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP o
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SH-SY5Y 48h % canlihk SH-SY5Y 48h % apoptoz

120 120
100 100
80 . 80
~ o
= =3
§ 60 9 60
< S
40 40
213
20 20
0 0
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP Kontrol OLE CDDP OLE+CDDP
SH-SY5Y 72h % canhilik SH-SY5Y 72h % apoptoz
120 120
100 100
80 80
~ o
- -
T 60 26.72 S 60
Q.
Q ©
SN X
40 40
20 20 |II
0 0
Kontrol CDDP OLE+CDDP Kontrol CDDP OLE+CDDP

Tablo 6: SH-SY5Y hicrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglari

SH-SY5Y noéroblastom hicre hattinin 24. saatte alinan fotograflari asagidaki
gosterilmistir.  Fotograflardan da  goraldigu  gibi  6zellikle  OLE+CDDP

kombinasyonunda hucrelerin ¢eper butunliginun bozuldugu ve apoptoza girdigi
fotograflanmistir.
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a) 24h SH-SY5Y Kontrol b) 24h SH-SY5Y CDDP

c) 24h SH-SY5Y OLE d) 24h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 7: SH-SY5Y hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

a) 48h SH-SY5Y Kontrol b) 48h SH-SY5Y CDDP
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b) 48h SH-SY5Y OLE d) 48h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 8: SHSYS5Y hiicre hattinin 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

c)48h SH-SY5Y OLE 10x d) 48h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP) 10x

Sekil 9: SH-SY5Y hicre hattinin 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 10x buylitmede gosterimi

32



Hucrelerin genel durumu sekil 9'da 10x buaylitmede daha net gérulmektedir. SH-
SY5Y hdcreleri 48. saatte hem OLE’nin hem de CDDP’nin etkisi ile apoptoza
girmektedir. SH-SY5Y hicrelerinin 72. saatte alinan sekil 10’daki, asagidaki
goruntileri hem OLE’nin hem de OLE+CDDP kombinasyonun SHSY5Y hucreleri
canlihgi Gzerine olumsuz etkileri oldugunu ortaya koymaktadir.

a) 72h SH-SYS5Y Kontrol b) 72h SH-SY5Y CDDP

c) 72h SH-SY5Y OLE d) 72h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 10: SH-SY5Y hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

Hucre kultira galismasinda; KELLY hicre hattinin, kontrol (a), sisplatin (b),
oleuropein (c), 50uM CDDP ve 500uM OLE kombinasyonu (d) 24. saatte sekil 11’ de
asagida gosterilmistir. CDDP’nin ndroblastom htcre hatlarini éldturdiga ¢ok net bir
sekilde gorulmektedir.
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c) 24h KELLY OLE d) 24h KELLY OLE+CDDP

Sekil 11: KELLY hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

KELLY hdcrelerinin  24h, 48h ve 72h’lerde OLE, CDDP ve bunlarin
kombinasyonlarinin Akim sitometri sonuglarina asagida gosteriimektedir;
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Tablo 7: KELLY htcrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglari



Canhilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; KELLY hicrelerinde
OLE’nin canlihgi 6zellikle 72. saatte tek basina azalttigi saptanmistir. OLE uygulamasi
OLE-CDDP kombinasyonu ile karsilastirildiginda yine daha fazla canlilik azalmasina
yol agmistir. Tek basina CDDP ile OLE-CDDP uygulamasi karsilastirildiginda ise
canlihgi pek fazla degistirmemistir. OLE’'nin tek basina ya da CDDP ile kombine
uygulamasi belirgin apoptotik etki olusturmamistir. Sadece tek basina OLE ile
karsilastirildiginda 72. saatte apoptoz artisi yapmistir. CDDP uygulamasina goére daha
fazla apoptoz artisi gdéstermemistir.

KELLY hicre hatlarinin kontrol grubunun degisik buyutmelerdeki fotograflar
asagidaki gibidir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 12: 48h KELLY Kontrol

Sekil 12°de KELLY hdcre hatlarinin 48. saatte kontrol grubu 4x (a), 10x (b) ve
40x (c) buyutmede fotograflanmistir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 13: 48h KELLY CDDP

Sekil 13'de KELLY hicre hatlarinin 48. saatte CDDP uygulanan grubu 4x (a),
10x (b) ve 40x (c) buyltmede fotograflanmistir. Burada CDDP’nin KELLY hicreleri
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Uzerine olan olduricu etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda net bir sekilde
farkedilmektedir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 14: 48h KELLY OLE

Sekil 14’de KELLY hicre hatlarinin 48. saatte OLE uygulanan grubu 4x (a), 10x
(b) ve 40x (c) buylitmede fotograflanmistir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 15: 48h KELLY Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 15'de KELLY hucre hatlarinin 48. saatte OLE+CDDP kombinasyonunun
uygulandigi grup 4x (a), 10x (b) ve 40x (c) buyutmede fotograflanmigtir. Burada elde
edilen sonuclar da yine Akim sitometri ile gergeklestirilen deneylerin sonuglarini
destekler niteliktedir.
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a) 72h KELLY Kontrol b) 72h KELLY CDDP

c) 72h KELLY OLE d) 72h KELLY (OLE+CDDP)

Sekil 16: KELLY hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)
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5. Tartigma:

Noroblastom g¢ocukluk ¢aginda en sik gorulen ikinci solid tumor olmasi ve
tedavisinde kullanilan ana tedavi ajani olan CDDP’nin doz sinirlayici 6nemli yan etkileri
nedeniyle Kklinikte yeni anti-timoral ajanlara ihtiyag vardir. CDDP sadece
noroblastomda dedgil, eriskinde basta akciger kanseri tedavisinde olmak Uzere, sik
kullanilan klasik kemoterapotik ajanlardan biridir. Ayni sekilde bu yan etkiler erigkin

kanser tedavilerinde de onemli olmaktadir.

Oleuropein zeytin yapragi ekstresinde bulunan ana etken maddedir. OLE’nin
yapilan sinirli sayida caligmalarda; hem antioksidan (29), anti-mikrobik (30), anti-
inflamatuar (31), anti-hipertansif etkileri hem de ndrodejeneratif etkileri 6zellikle in vitro
olarak ortaya konmustur. Buna karsin OLE ve kanser ile ilgili yapilan hicre kualttrG
calismalarinda; osteosarkom (32), melanom (33), mezotelyoma (34), glioblastoma
(35), prostat (36), tiroid (37) ve meme (38) kanserinde hucre ¢ogalmasini azaltici ve
cogunlukla apoptozu arttirici etkiler saptanmistir. Néroblastom ve OLE ile ilgili yapilan
calismalara bakildiginda sadece bir calismada SH-SY5Y hiicrelerinde antikanser etki
gosterdigi saptanmistir (6). Yine OLE ve CDDP ile ilgili yapilan ¢alismalarda sisplatin
toksisitelerine karsi OLE’nin koruyucu etkileri in vivo olarak gosterilmistir (39).
Gergeklestirdigimiz bu calismada ise buglne dek yapilan literatir taramasinda
incelenmemis olan saglikli PSi2 12S6 fibroblast hiicreleri, néroblastomda iyi prognozu
temsil eden SH-SY5Y ve kot prognozu temsil eden KELLY néroblastom hiicrelerinde
OLE’nin tek basina ve CDDP ile kombine kullaniminda olasi anti-proliferatif ve

apoptotik etkileri incelenmistir.

Bu calismada PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde OLE’nin hiicre canlihigini zaman
bagimli  olarak hemen hemen  degistirmedigi  saptanmigtir.  Apoptoz
degerlendirmesinde OLE tek basina Ozellikle 72.saatte daha belirgin olmak Uzere
apoptozu arttirmistir. OLE-CDDP uygulamasi ise PSi2 12S6 hiicrelerinde OLE ile
kargilagtirildiginda canlihg azaltirken, apoptozu indiikledigi saptanmistir. Ote yandan
CDDP ile OLE-CDDP Kkarsilastirildiginda canhligi 48.saatte azaltip, diger saatlerde
canhligi pek degistirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye gbre apoptozu arttirdigi

saptanmigtir.

OLE’nin PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde canliligi azaltici ve apoptotik etkileri

saptanmigtir. Saglikh hicrelerde OLE’nin bu etkiyi gostermesi az da olsa yan etki
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olusumuna neden olabilecektir. Bugune dek yapilan galismalar degerlendirildiginde
Ozellikle Alzhemier modeline karsl cok daha disik dozlarda uygulanan OLE’nin (OLE
10uM gibi) amiloid birikimini 6nledigi ve endoteliyal progenitér hicrelerde koruyucu
etkileri degerlendirilmistir (7, 40). Bununla birlikte OLE’nin saglikli néronal hucrelerdeki
etkilerinin doz bagimlh olarak degerlendiriimesi bu agidan daha etkili olabilecektir. OLE

doz badimli olarak farkli etkiler ortaya g¢ikartiyor olabilir.

N-MYC (-) iyi prognostik SHSYSY, noroblastom hucrelerinde OLE tek bagina
Ozellikle 72. saatte canliligl azaltmis ve apoptotik etki gostermistir. Calismamizin
sonugclari daha 6nce yine SH-SYSY hicrelerinde OLE’nin 48 saatte LD50 doz 350uM
ile bulduklari ¢alisma ile benzer sonuglar ortaya koymustur (6). Yine bu ¢alismada
OLE’nin etki mekanizmasinin Bcl2 inhibisyonu ve Bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9
ekspresyon artigi araciligi ile ortaya ¢iktigi ayni zamanda hucre siklusunu inhibe
ederek etki gosterdigi saptanmistir. Yapilan bir diger galismada da OLE’nin SH-SY5Y
hicrelerinde AMPK/mTOR sinyal yoladi araciligi ile otofajik hiicre 6limine neden
oldugu saptanmistir (7). Ancak yapilan bu ¢alismalarda CDDP ile OLE kombinasyonu
degerlendiriimemigtir. Calismamizda OLE-CDDP kombinasyonu, OLE’nin tek basina
uygulanmasina gére apoptozun daha belirgin olmasina yol agmistir. CDDP ile OLE-
CDDP kombinasyonu degerlendirildiginde apoptotik hicre o6liminin sadece 72.

saatte daha fazla induklendigi saptanmistir.

Ayrica bizim c¢alismamizda KELLY kotu prognozu temsil eden noroblastom
hicrelerinde OLE’nin etkisi degerlendirilmistir. Tek basina ve CDDP ile OLE’nin
kombine uygulamasi sadece 72. saatte apoptotik etki ortaya ¢ikarmigtir. Yine tek
basina CDDP’nin hicre canlihgini azaltici ve apoptotik etkisi ile kombine uygulama
etkisi degerlendirildiginde apoptoz artisina neden olmamistir. Bu agidan CDDP halen

noroblastom tedavisinde en etkin ajan olma 6zelligini korumaktadir.

Bugiine dek OLE’nin, CDDP’nin ve kombine uygulamasi ile ilgili iyi ve koti
prognozu temsil eden noéroblastom hucreleri Gzerindeki hicre olumuini, apoptotik
hlcre 6lum mekanizmasi Uzerinden gergeklestigi ilk defa bu ¢alisma ile gdosterilmistir.
Buna karsin saglikli hiicrelerde OLE apoptoza yol agiyor gériinmektedir. Ote yandan
noroblastom tedavisinde kullanilan ana ajan olan CDDP uygulamasina gore
karsilastinldiginda OLE’nin ézellikle kéth prognozlu hiicreler tizerinde belirgin apoptoz
ortaya gikarmamasi agisindan dikkatli yaklagsmak gerektigini ortaya koymaktadir.
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Bu calismada ki hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi ile sisplatinin etkisini
arttirir ve oleuropeinin noroblastomda tek bagina ve sisplatin ile antitUmoral etkisi
vardir ve bu etki apoptoz hicre 6lum tipini uyararak meydana gelir’ seklindeydi.
Calisma sonucunda; hipotezimizin SH-SYSY noéroblastom hicreleri igin dogrulanirken

KELLY hucreleri igcin kismen dogrulandigi saptanmistir.

Bu galigmada elde edilen verilerin daha iyi ortaya konabilmesi i¢cin OLE’nin etki
mekanizma bilgilerinin daha ayrintili olarak degerlendirilebilecegi in vitro ve in vivo

calismalarla degerlendiriimesine ihtiyag bulunmaktadir.
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6. Sonug ve Oneriler:

Bu calismada OLE’nin tek basina ve CDDP kombine uygulamasi ile hem saglikh
hem de iyi ve kotu prognozlu néroblastom hicrelerinde kismen de olsa apoptotik hicre
olumu yaptigl saptanmistir. Ancak diger hucre olum tipleri Uzerine etkisi ve apoptotik
hiicre 6lim mekanizmasinin nasil gergeklestigi bu calismada incelenememistir. Bu
acidan OLE’nin tek basina ve CDDP ile kombine etki mekanizmalarinin hem in vivo ve

hem de in vitro néroblastom deney hayvanlari modellerinde ortaya konmasi uygun
olacaktir.
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