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OLEUROPEİN VE SİSPLATİN’İN (Bağımsız Değişken)  NÖROBLASTOM 

HÜCRELERİ (Bağımlı Değişken) ÜZERİNE ETKİSİ 

Duygu DURSUN 

Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Onkoloji Enstitüsü, Temel 

Onkoloji AD, İnciraltı/ İZMİR 

 

ÖZET  

          Nöroblastom (NB), tüm çocukluk çağı kanserlerinin % 8-10’unu oluşturur. 

Sisplatin (cis-diaminedichloroplatinum II; CDDP) çocukluk çağı ve erişkin dönemdeki 

birçok farklı insan kanserinin tedavisinde kullanılan yan etkileri bulunan bir 

kemoterapötiktir. Zeytin yaprağında bulunan Oleuropein’in (OLE) mezotelyoma ve 

malign melanom gibi kanser hücrelerinde hücre canlılığını azaltıcı etkisi daha önce 

gösterilmiştir.  

          Bu çalışmanın amacı iyi prognostik SH-SY5Y N-MYC(-) ve kötü prognostik 

KELLY N-MYC(+) nöroblastom hücrelerinde ve fibroblast hücrelerinde (PSİ2 12S6), 

OLE’nin tek başına ve CDDP kombinasyonu ile olası anti-proliferatif etkisi ve apoptotik 

hücre ölümüne yol açıp açmadığının belirlenmesiydi.   

          PSİ2 12S6, SH-SY5Y ve KELLY hücrelerine OLE (500uM) ve CDDP (50uM) 

uygulanmıştır. CDDP, OLE ve OLE-CDDP kombinasyonu uygulanarak apoptotik hücre 

ölümleri Akım sitometrik olarak belirlenmiştir.  

         OLE’nin PSİ2 12S6 fibroblast hücrelerinde canlılığı azaltıcı ve apoptotik etkileri 

saptanmıştır. SH-SY5Y ve KELLY hücrelerinde OLE tek başına özellikle canlılığı 

azaltmış ve apoptotik etki göstermiştir.  

         OLE’nin nöroblastomda anti-proliferatif etki mekanizmalarının in vitro ve in vivo 

çalışmalarla değerlendirilmesi gerekmektedir.   

Anahtar Kelimeler: Nöroblastom, 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 12S6, SH-SY5Y and 

KELLY cells. Apoptotic cell deaths were determined by Akım cytometry using CDDP, 

OLE and a combination of OLE-CDDP.  

        The anti-proliferatif and apoptotic effects of OLE on PSİ2 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. Giriş ve Amaç: 

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi: 

          Oleuropein (OLE); antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-

hipertansif ve anti-kanserojen etkilere sahip olduğu; hem kültür hücrelerinde hem 

de model organizmalarda nörodejenerasyona karşı yararlı etkileri olduğu 

gösterilmiştir. Literatür taramalarında oleuropein ve nöroblastom ile ilgili 6 tane 

çalışma vardır. Bu 6 çalışmanın 4 tanesinde kullanılan nöroblastom hücre hatları 

Alzheimer üzerine araştırma yapmayı amaçlamıştır. Yalnızca bir tanesinde 

nöroblastom ana hedef olan çalışma vardır ve bu çalışmada da sadece SH-SY5Y 

nöroblastom hücre hattı kullanılmıştır. Ayrıca oleuropein ve sisplatin (CDDP) 

kombinasyonunun nöroblastomdaki etkinliğini gösteren herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır ve bu ilk kez in vitro olarak araştırılmıştır. Burada oleuropeinin 

CDDP varlığında nöroblastom hücre hatlarında etkinliği ilk kez in vitro olarak 

araştırılmıştır. Bu etkileşimin ileriye yönelik nöroblastom tedavi kombinasyonlarına 

yeni bir ajan olarak ışık tutucu bilgileri sunabileceği amacıyla böyle özgün bir 

çalışmayı gerçekleştirdik. 

1.2. Araştırmanın Amacı: 

           Bu çalışmanın amacı insan kökenli farklı klinik özellikleri yansıtan; iyi 

prognostik grubu yansıtan N-MYC negatif SH-SY5Y, kötü prognozu yansıtan N-

MYC pozitif KELLY nöroblastom hücrelerinde ve sağlıklı hücreleri temsil eden 

fibroblast (PSİ2 12S6) hücrelerinde oleuropeinin (OLE) tek başına ve sisplatin 

(CDDP) kombinasyonu ile  olası anti-tümoral etkinliğini ve eğer varsa bu etkinliğin 

apoptoz (programlı hücre ölümü) mekanizması üzerinden gerçekleşip 

gerçekleşmediğinin araştırılmasıydı. 

1.3. Araştırmanın Hipotezi: 

          Bizim bu çalışmada hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi (bağımsız 

değişken) ile CDDP’nin etkisini arttırır ve Oleuropeinin Nöroblastomda tek başına 

ve sisplatin (bağımsız değişken) ile antitümoral etkisi vardır ve bu etki apoptoz 

hücre ölüm tipini (bağımlı değişken) uyararak meydana gelir” şeklindeydi. Çalışma 

sonucunda gördük ki; hipotezimiz SH-SY5Y nöroblastom hücreleri için 

doğrulanırken KELLY hücreleri için kısmen doğrulanmıştır. 
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2. Genel Bilgiler: 

 

2.1. Nöroblastom: 

Nöroblastom; adrenal medulla ya da sempatik nöronlardaki nöronal krest kökenli 

hücrelerin diferansiasyonun bozulmasına bağlı oluşan en sık rastlanan ekstrakraniyal 

çocukluk çağı solid tümörüdür (1,2).  

Nöroblastom (NB) tüm çocukluk çağı kanserlerinin % 8-10’unu oluşturmaktadır 

ve çocukluk çağı kanserlerinde ölüm nedeni olarak ilk sıraya yerleşmektedir.  

Farklı bir biyolojik davranışa sahip olan nöroblastom, süt çocukluğu döneminde 

% 2 civarında spontan regresyon gösterebilirken, özellikle yüksek risk ileri evre 

metastatik hastalıkta multimodal intensif tedavi yaklaşımlarına rağmen 10 yılllık yaşam 

(overall survival) % 30 ların altında seyretmektedir (4). Tedavi protokolleri yaş, evre, 

histopatoloji, N-mycn gen amplifikasyon kopya sayısı, ploidi, 11q LOH gibi segmental 

aberasyonlara dayanarak hazırlanan risk protokollerine göre uygulanmaktadır ve bu 

protokollerde de uygulanan sisplatin ana ajandır. Yüksek doz kemoterapi 

protokollerine rağmen gelinen noktanın tatminkar olmayışı farklı tedavi ve 

kemoterapötik arayışlarını beraberinde getirmektedir (4). 

 

2.2. Oleuropein (OLE): 

Zeytin yaprağının aktif bileşeni olan oleuropein, polifenol grubuna aittir ve 

antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-hipertansif ve anti-kanserojen etkilere 

sahiptir (6). 

Zeytinyağında bulunan ana polifenol olan oleuropein aglycone'un (OLE) hem 

kültür hücrelerinde hem de model organizmalarda nörodejenerasyona karşı yararlı 

etkileri gösterilmiştir (5,7). 

Otofaji stimülasyonunda, akdeniz diyetini niteleyen bazı bitki polifenollerinin 

sağlıklı etkilerinin, epigenetik ve biyolojik değişikliklerden kaynaklandığı gösterilmiştir. 

OLE'nin kültürlenmiş SH-SY5Y hücrelerinde otofajiyi Ca2 + -CAMKKβ-AMPK ekseni 

üzerinden tetiklediği saptanmıştır (7). 
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Ayrıca oleuropein, Bcl-2'yi inhibe ederek ve Bax, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gen 

ekspresyonlarını aktive ederek SH-SY5Y hücrelerinde apoptozu uyarır (6).  

OLE’nin SH-SY5Y hücrelerindeki invazyonu azalttığı gösterilmiştir. Oleuropein, 

SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde hücre çoğalmasını, CCND1, CCND2, CDK4, 

CDK6, p53 ve CDK inhibitörlerinin gen ekspresyonu değişiklikleri yoluyla hücre 

döngüsü durdurarak inhibe ettiği dolayısıyla oleuropein'in nöroblastom tedavisinde 

terapötik bir madde olabileceği belirtilmiştir (6).  

           Oleuropein, SH-SY5Y'de intrinsik yol ile apoptotik mekanizmaları uyardığı 

belirtilmiştir (6). Oleuropein, SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde invazyon, 

migrasyon ve koloni oluşumunu azaltmaktadır (6).  

 

2.3. Sisplatin (Cis-diaminedichloroplatinum II- CDDP) 

          CDDP, antimitotik aktivitesi ve antineoplastik özellikleri olan çocukluk çağı ve 

erişkin dönemdeki birçok farklı insan kanserinin tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

bir ajandır. Hücre siklus bağımsız etki eden bir ajandır. 

          CDDP, neoplastik hastalıkların tedavisinde kullanılır ve etkisi DNA ile olan 

etkileşimine bağlıdır. CDDP, en iyi bilinen DNA hasar ajanıdır ve sitotoksik aktivitesini 

göstermesinde DNA-platin etkileşimi ilk adımı oluşturur. Aktif sisplatinin sitotoksik 

formu DNA zincirinde çapraz bağlar oluşturarak DNA sentezini baskılayıp bazı sinyal 

yolaklarının aktivasyonunu sağlayarak apoptozu uyarır. CDDP, sitotoksik etkisini 

DNA'nın bütün bazlarına, özellikle guanin ve adeninin 7'inci pozisyonundaki azot 

atomuna bağlanarak gösterir. Mitokondriyal DNA, RNA ve diğer hücresel bileşenler, 

platin yapısı için güçlü reaktanlar içerirler (11,12). Sisplatinin nöroblastom tedavisinde 

yaygın bir şekilde kullanılmakla beraber nefrotoksisite, ototoksisite ve nörotoksisite gibi 

doz sınırlayıcı etkileri bulunmaktadır (13). 

 

2.4. Apoptotik Hücre Ölümü ve İlişkili Proteinler (BCL2, BCL-XL, BAX) 

          Kemoterapötik ajanların çoğu kanser hücrelerinde hücre ölümünü apoptozu 

tetikleyerek ortaya çıkarırlar. Burada intrensek ve ektrensek apoptotik yolaklar ve 

pro/apoptotik ve anti-apoptotik proteinler apoptotik süreci yönetirler. BCl-2 ve Bcl-XL 
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proteinleri anti-apoptotik iken Bax aynı süreçte apoptotik aktiviteyi tetikleyen 

faktörlerdir. Bcl-2 ve Bcl-XL ile apoptozi başlatan yolların kesiştiği temel nokta 

mitokondridir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu apoptotik süreçte, geri 

dönüşümsüz noktayı gösterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol açan en önemli faktör 

ise Bcl-2 ailesidir (14, 17). Bcl-2 ailesi birbirine zıt etkili iki gruptan oluşur. Bu grupların 

biri anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) diğeri ise pro-apoptotiktir (Bax) (15, 17). Antiapoptotik 

grup apoptozi baskılayıcıdır. Pro-apoptotik grup ise apoptozi indükleyici etkiye sahiptir. 

Hücrelerin apoptotik uyarıya hassaslığı pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri 

arasındaki dengeye bağlıdır. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin aşırı ekspresyonu 

apoptozi baskılarken, pro-apoptotik üyelerin aşırı ekspresyonu apoptoze neden olur 

(16, 17). 
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3. Gereç ve Yöntem: 

3.1. Araştırmanın Tipi: 

Araştırma deneysel bir çalışmadır. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı: 

Çalışma Dokuz Eylül Üniversitesi Temel Onkoloji Anabilim Dalı Laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir. Projeye Haziran 2017 de başlanmış olup Aralık 2017’de tez 

savunması ile sonlanmıştır.  

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/ Çalışma Grupları: 

Çalışmada farklı klinik özellikleri yansıtan insan kökenli iki nöroblastom hücre hattı 

(iyi ve kötü prognostik) kullanılmıştır.  

3.4. Çalışma Materyali:  

         Bu çalışmada farklı klinik durumu yansıtan insan kökenli iki nöroblastom 

hücre hattı olan SH-SY5Y ve KELLY (iyi ve kötü prognostik) ve sağlıklı fibroblast 

(PSİ2 12S6) hücreleri kullanılmıştır. Hücre hatları ticari olarak satın alınmıştır. 

Deney Planı; 

NB hücrelerinin (KELLY, SH-SY-5) ve fibroblast hücrelerinin (PSİ2 12S6) 

çoğaltılması 

 

OLE, CDDP ve OLE-CDDP kombine uygulamaları 

 

Hücre canlılık analizleri ile LD50 dozların saptanması 

 

Apoptozun Değerlendirmesi (Akım sitometrik Anneksin/PI analizi) 

 

 

 

 

Hücre Kültürü 

                    Yapılan bu çalışmada; SH-SY5Y (N-MYC negatif) ve KELLY (N-MYC 

pozitif), insan kökenli nöroblastom hücre hatları (DSMZ) kullanılmıştır. Ayrıca sağlıklı 

durumu yansıtan fibroblast hücre hattı (PSİ2 12S6) (DSMZ) kullanılmıştır. Nöroblastom 

hücre hatları (KELLY, SH-SY5Y) ve fibroblast hücre hattı (PSİ2 12S6) 25 cm2 flasklara 

alınmıştır. Hücre hatları, 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli %10 fetal 
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bovin serum içeren DMEM ve RPMI 1640 ortamlarında kültüre edilmiştir. Haftada 2 

veya 3 defa ortamları tazelenerek 37°C de % 5 CO2 ’lik inkübatörde inkübe edilmiştir. 

Kültürler yaklaşık %80 sıkışıklığa eriştiğinde tripsin/EDTA solüsyonuyla kültür 

kaplarından kaldırılarak 1:2 oranında pasajlanmıştır.  Çalışmalar 3 farklı zamanda 3 

tekrar ile gerçekleştirilmiştir. 

 

Çalışma Grupları: 

Kontrol grubu: Herhangi bir ajan uygulanmayan hücre kültür ortamları ile diğer 

çalışma grupları ile eş zamanda idame edilen nöroblastom ve fibroblast hücreleri 

(KELLY, SH-SY5Y ve PSİ2 12S6) 

Sisplatin uygulanacak grup (CDDP): 5-200 uM (5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM) 

aralığında hücre kültür ortamlarında CDDP (Koçak farma) uygulanan gruptur (22). Bu 

uygulamalar sonucu LD50 dozu 50uM olarak bulunmuştur. 

Oluepeinin grubu (OLE): 50-800 uM (50uM, 100uM, 200uM, 400uM, 800 uM) 

aralığında hücre kültür ortamlarında OLE (Sigma)  uygulanan grup(6). Bu uygulamalar 

sonucunda en etkin değerin 500 uM olduğu bulunmuştur.  

Sisplatin ve Oluepeinin kombine uygulanan grup (CDDP-OLE): OLE ve CDDP’nin 

LD50 dozları diğer gruplarda CDDP için 50uM ve OLE için 500uM olarak bulunmuş ve 

sonra bu grupta denenmiştir.   

 

Oleuropein ve Sisplatin Uygulaması 

Kültüre edilen hücrelerin ortamları uzaklaştırılıp, PBS ile yıkanmıştır. Daha sonra 

tripsin-EDTA solüsyonu ile muamele edilerek hücrelerin flasklardan kalkması 

sağlanmıştır. 1:1 oranda ortamlar eklenip hücreler falkon tüpler içinde santrifüj 

edilmiştir. Elde edilen hücre pelleti üzerindeki süpernatant uzaklaştırılmıştır. Hücreler 

üzerine farklı dozlarda hücre kültür ortamları ile dilüe edilerek hazırlanmış CDDP 

(koçak farma) ve oleuropein (sigma) uygulanmıştır.  
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WST1 ile Hücre Proliferasyonunun Tayini 

Hücreler her kuyucukta 104 hücre olacak şekilde 96 well plate ekilmiş, ertesi gün 

ortamları çekilerek ajanlar uygulanmıştır. Ajan uygulaması sonrasında 24, 48 ve 72 

saat inkübe edilerek doz ve zaman bağımlı hücre canlılığı üzerindeki etkisi 

değerlendirilmiştir. 

İnkübasyonların sonunda hücrelerin bulunduğu 96 kuyucuklu plate içinde boş 

bir kuyucuğa da sadece ortam koyularak kör olarak kullanılmıştır. 100 μl/kuyucuk hücre 

için her kuyucuğa 10 μl/kuyucuk WST1 hücre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10 

dilüsyon) hücreler 35°C %5 CO2 lik etüvde 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. Plate 

çalkalayıcıda 1 dk çalkalandıktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutulmuştur. 

Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlası (630 nm) seçilmiştir. Kontrol grubunun 

absorbans ortalamaları %100 canlılık olarak kabul edilerek diğer absorbanslar 

karşılaştırılarak hücre canlılık yüzdeleri tayin edilmiştir. 

Akım sitometrik Annexin V-FITC/PI Boyaması ile Apoptoz tayini 

         Annexin V-FITC/Propidium Iodide (PI) boyaması apoptotik hücre ölüm oranını 

kantitatif olarak belirlemek için; nöroblastom hücrelerine oleuropein ve CDDP 

uygulaması sonrasında yapılmıştır. Hücreler Annexin V-FITC apoptoz deteksiyon kiti 

(BD) kullanılarak protokole uygun olarak boyanmıştır. Ajan uygulamaları sonrasında 

hücreler PBS ile 3 er kez yıkanmış ve ortam içinde resüspanse edilmiştir. Daha sonra 

hücreler oda sıcaklığında 15 dakika Annexin V-FITC ve PI ile inkübe edilerek Akım 

sitometride analiz edilmiştir. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri:  

Nöroblastoma uygulanan OLE ve CDDP bağımsız değişkenler olup, ajanlarla 

meydana gelecek hücre ölüm değişiklikleri (apoptozun değerlendirmesi) bağımlı 

değişkendir.  

3.6.  Veri Toplama Araçları: 

Hücre canlılık analiz sonuçları, apoptoz sonuçları 
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3.7. Araştırma Plan ve Takvimi: 

Haziran-

Temmuz 2017 

Ağustos-Ekim 

2017 

Kasım 2017 Aralık 2017 

Deneylerin planı 

Malzeme temini 

 

Hücrelerin 

Proliferasyonu 

Oleuropein 

Uygulama 

Cisplatin Uygulama 

Wst-1 testi 

Apoptoz testi 

Değerlendirme 

Analiz 

Yazma 

Literatür güncelleme 

 

Yayına 

dönüştürme  

Sunma 

Bitirme raporu 

 

 

Tablo 1: Araştırma Plan ve Takvimi 

 

3.8.  Verilerin Değerlendirilmesi: 

Araştırma sonuçlarının istatistik analizi, SPSS için Windows istatistik programının 

15.0 versiyonu kullanılarak p<0.05 anlamlılık düzeyinde incelenecektir. Bulgular, 

Kruskall-Wallis sonrası Mann Whitney-U testiyle analiz edilmiştir. 

 

3.9.  Araştırmanın Sınırlılıkları:  

Bu araştırma hücre kültürü araştırması olup hasta örneği ve deney hayvanı 

aşamalarını içermemesi araştırmanın sınırlılıklarını oluşturur. 

 

3.10.Etik Kurul Onayı: 

Bu çalışma için; 11.05.2017 tarih ve 2017/11-17 karar numaralı, Dokuz Eylül 

Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurul Onayı alınmıştır. 
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4. Bulgular: 

           Nöroblastom hücre hatları olan KELLY (N-MYC pozitif) ve SH-SY5Y (N-MYC 

negatif) ile sağlıklı fibroblast hücre hattı olan PSİ2 12S6 hücre hatları, hücre kültüründe 

confluent olduktan sonra deney setleri kurulmuştur. Deney setlerinde sisplatin (CDDP) 

ve oleuropein (OLE) ve bunların çeşitli kombinasyonları için doz denemeleri 

gerçekleştirilmiş ve en etkili dozların 50uM CDDP ve 500uM OLE olduğu aşağıdaki 

grafiklerde de belirtilmiştir. Deney setleri 24h, 48h ve 72h için ayrı ayrı 

gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 2: 24h, 48h ve 72h PSİ2 12S6 WST-1 sonuçları 
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Tablo 3: 24h, 48h ve 72h SH-SY5Y WST-1 sonuçları 
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Tablo 4: 24h, 48h ve 72h KELLY WST-1 sonuçları 
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          WST-1 deneyleri sonucu LD50 dozu CDDP için 50uM ve OLE için de yine en 

etkin dozun 500uM olduğu saptanmıştır. Bu dozlar ve bunların kombinasyonları ile 

hücre kültürü çalışmaları yapılmış, ardından Akım sitometri ile apoptotik hücre ölümü 

değerlendirilmiştir.  

         Sağlıklı fibroblast hücre hattımız olan PSİ2 12S6 hücrelerinin 24h, 48h ve 72h’ 

lerde Akım sitometrik apoptoz değerlendirmelerine baktığımızda belirlenen % canlılık 

ve % apoptoz değerleri aşağıda ifade edilmiştir; 
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Tablo 5: PSİ2 12S6 hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akım sitometri sonuçları 

         Canlılık ve apoptoz sonuçları birlikte değerlendirildiğinde; bu çalışmada PSİ2 

12S6 fibroblast hücrelerinde OLE’nin hücre canlılığını zaman bağımlı olarak hemen 

hemen değiştirmediği saptanmıştır. Apoptoz değerlendirmesinde ise OLE tek başına 

özellikle 72.saatte daha belirgin olmak üzere apoptozu artırmıştır. OLE-CDDP 

uygulaması ise PSİ2 12S6 hücrelerinde OLE ile karşılaştırıldığında canlılığı 

azaltırken, apoptozu indüklediği saptanmıştır. Öte yandan CDDP ile OLE-CDDP 

kombinasyonu karşılaştırıldığında; canlılığı 48.saatte azaltırken, diğer saatlerde 

canlılığı pek değiştirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye göre apoptozu artırdığı 

saptanmıştır.  

         PSİ2 12S6 hücre hatlarının 24. saat hücre kültürü görüntüleri şekil 1’de aşağıda 

gösterilmiştir. 

                                

a)   24h PSİ2 12S6 Kontrol                             b)    24h PSİ2 12S6 CDDP 
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 c)     24h PSİ2 12S6 OLE                     d)   24h PSİ2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP) 

Şekil 1: PSİ2 12S6 hücre hattının 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 

         PSİ2 12S6 hücrelerinin genel durumunu da görmek için çeşitli büyütmelerde 

fotoğraflar alınmış ve bu fotoğraflarda Akım sitometri sonuçlarını desteklemiştir. 

 

        

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

                                       Şekil 2: 48h PSİ2 12S6 Kontrol Hücreleri 

         

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

                                             Şekil 3:  48h PSİ2 12S6 CDDP 
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                   a)    4x                              b)  10x                                  c)  40x                                        

                                               Şekil 4: 48h PSİ2 12S6 OLE 

         

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

                                  Şekil 5: 48h PSİ2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP)  

         PSİ2 12S6 hücrelerinin 72.saat hücre kültürü görüntüleri aşağıdadır. OLE’nin 

PSİ2 12S6 hücreleri canlılığı üzerine, burada az da olsa katkısı olduğu görülmektedir. 

                     

           a)  72h PSİ2 12S6 Kontrol                             b)    72h PSİ2 12S6 CDDP 
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           c)      72h PSİ2 12S6 OLE          d)  72h PSİ2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP) 

Şekil 6: PSİ2 12S6 hücre hattının 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)      

       Canlılık ve apoptoz sonuçları birlikte değerlendirildiğinde; SH-SY5Y, N-MYC (–) 

iyi prognostik nöroblastom hücrelerinde OLE tek başına özellikle 72. saatte canlılığı 

azalttığı saptanmıştır. Yine OLE tek başına zamanla artış göstermeyen apoptoz 

artışına yol açmıştır. OLE ile OLE-CDDP kombinasyonu değerlendirildiğinde, canlılık 

zamanla azalırken apoptoz düzeyleri artış göstermiştir. CDDP ile OLE-CDDP 

kombinasyonu değerlendirildiğinde apoptotik hücre ölümünün sadece 72. saatte artış 

gösterdiği saptanmıştır. 
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Tablo 6: SH-SY5Y hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akım sitometri sonuçları 

          SH-SY5Y nöroblastom hücre hattının 24. saatte alınan fotoğrafları aşağıdaki 

gösterilmiştir. Fotoğraflardan da görüldüğü gibi özellikle OLE+CDDP 

kombinasyonunda hücrelerin çeper bütünlüğünün bozulduğu ve apoptoza girdiği 

fotoğraflanmıştır. 
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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) 

Şekil 7: SH-SY5Y hücre hattının 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) 

Şekil 8: SHSY5Y hücre hattının 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 

          

a)  48h SH-SY5Y Kontrol 10x                   b)  48h SH-SY5Y CDDP 10x 

           

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

Şekil 9: SH-SY5Y hücre hattının 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 10x büyütmede gösterimi 
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         Hücrelerin genel durumu şekil 9’da 10x büyütmede daha net görülmektedir. SH-

SY5Y hücreleri 48. saatte hem OLE’nin hem de CDDP’nin etkisi ile apoptoza 

girmektedir. SH-SY5Y hücrelerinin 72. saatte alınan şekil 10’daki, aşağıdaki 

görüntüleri hem OLE’nin hem de OLE+CDDP kombinasyonun SHSY5Y hücreleri 

canlılığı üzerine olumsuz etkileri olduğunu ortaya koymaktadır. 

         

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

          

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

Şekil 10: SH-SY5Y hücre hattının 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 

          Hücre kültürü çalışmasında; KELLY hücre hattının, kontrol (a), sisplatin (b), 

oleuropein (c), 50uM CDDP ve 500uM OLE kombinasyonu (d) 24. saatte şekil 11’ de 

aşağıda gösterilmiştir. CDDP’nin nöroblastom hücre hatlarını öldürdüğü çok net bir 

şekilde görülmektedir. 
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              a)   24h KELLY kontrol                     b)     24h KELLY CDDP 

    

              c)     24h KELLY OLE                       d)   24h KELLY OLE+CDDP 

Şekil 11: KELLY hücre hattının 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 

         KELLY hücrelerinin 24h, 48h ve 72h’lerde OLE, CDDP ve bunların 

kombinasyonlarının Akım sitometri sonuçlarına aşağıda gösterilmektedir; 
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Tablo 7: KELLY hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akım sitometri sonuçları 
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       Canlılık ve apoptoz sonuçları birlikte değerlendirildiğinde;  KELLY hücrelerinde 

OLE’nin canlılığı özellikle 72. saatte tek başına azalttığı saptanmıştır. OLE uygulaması 

OLE-CDDP kombinasyonu ile karşılaştırıldığında yine daha fazla canlılık azalmasına 

yol açmıştır. Tek başına CDDP ile OLE-CDDP uygulaması karşılaştırıldığında ise 

canlılığı pek fazla değiştirmemiştir. OLE’nin tek başına ya da CDDP ile kombine 

uygulaması belirgin apoptotik etki oluşturmamıştır. Sadece tek başına OLE ile 

karşılaştırıldığında 72. saatte apoptoz artışı yapmıştır. CDDP uygulamasına göre daha 

fazla apoptoz artışı göstermemiştir.  

          KELLY hücre hatlarının kontrol grubunun değişik büyütmelerdeki fotoğrafları 

aşağıdaki gibidir. 

      

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

Şekil 12: 48h KELLY Kontrol 

          Şekil 12’de KELLY hücre hatlarının 48. saatte kontrol grubu 4x (a), 10x (b) ve 

40x (c) büyütmede fotoğraflanmıştır. 

   

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

Şekil 13: 48h KELLY CDDP 

          Şekil 13’de KELLY hücre hatlarının 48. saatte CDDP uygulanan grubu 4x (a), 

10x (b) ve 40x (c)  büyütmede fotoğraflanmıştır. Burada CDDP’nin KELLY hücreleri 
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üzerine olan öldürücü etkisi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında net bir şekilde 

farkedilmektedir. 

 

    

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

Şekil 14: 48h KELLY OLE 

          Şekil 14’de KELLY hücre hatlarının 48. saatte OLE uygulanan grubu 4x (a), 10x 

(b) ve 40x (c) büyütmede fotoğraflanmıştır.  

     

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

Şekil 15: 48h KELLY Kombinasyon (OLE+CDDP) 

         Şekil 15’de KELLY hücre hatlarının 48. saatte OLE+CDDP kombinasyonunun 

uygulandığı grup 4x (a), 10x (b) ve 40x (c) büyütmede fotoğraflanmıştır. Burada elde 

edilen sonuçlar da yine Akım sitometri ile gerçekleştirilen deneylerin sonuçlarını 

destekler niteliktedir. 
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       a)  72h KELLY Kontrol                                           b)     72h KELLY CDDP 

                      

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

Şekil 16: KELLY hücre hattının 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c), 

50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 
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5. Tartışma: 

           Nöroblastom çocukluk çağında en sık görülen ikinci solid tümör olması ve 

tedavisinde kullanılan ana tedavi ajanı olan CDDP’nin doz sınırlayıcı önemli yan etkileri 

nedeniyle klinikte yeni anti-tümoral ajanlara ihtiyaç vardır. CDDP sadece 

nöroblastomda değil, erişkinde başta akciğer kanseri tedavisinde olmak üzere, sık 

kullanılan klasik kemoterapötik ajanlardan biridir. Aynı şekilde bu yan etkiler erişkin 

kanser tedavilerinde de önemli olmaktadır.  

           Oleuropein zeytin yaprağı ekstresinde bulunan ana etken maddedir. OLE’nin 

yapılan sınırlı sayıda çalışmalarda; hem antioksidan (29), anti-mikrobik (30), anti-

inflamatuar (31), anti-hipertansif etkileri hem de nörodejeneratif etkileri özellikle in vitro 

olarak ortaya konmuştur. Buna karşın OLE ve kanser ile ilgili yapılan hücre kültürü 

çalışmalarında; osteosarkom (32), melanom (33), mezotelyoma (34), glioblastoma 

(35), prostat (36), tiroid (37) ve meme (38) kanserinde hücre çoğalmasını azaltıcı ve 

çoğunlukla apoptozu arttırıcı etkiler saptanmıştır. Nöroblastom ve OLE ile ilgili yapılan 

çalışmalara bakıldığında sadece bir çalışmada SH-SY5Y hücrelerinde antikanser etki 

gösterdiği saptanmıştır (6). Yine OLE ve CDDP ile ilgili yapılan çalışmalarda sisplatin 

toksisitelerine karşı OLE’nin koruyucu etkileri in vivo olarak gösterilmiştir (39). 

Gerçekleştirdiğimiz bu çalışmada ise bugüne dek yapılan literatür taramasında 

incelenmemiş olan sağlıklı PSİ2 12S6 fibroblast hücreleri, nöroblastomda iyi prognozu 

temsil eden SH-SY5Y ve kötü prognozu temsil eden KELLY nöroblastom hücrelerinde 

OLE’nin tek başına ve CDDP ile kombine kullanımında olası anti-proliferatif ve 

apoptotik etkileri incelenmiştir. 

Bu çalışmada PSİ2 12S6 fibroblast hücrelerinde OLE’nin hücre canlılığını zaman 

bağımlı olarak hemen hemen değiştirmediği saptanmıştır. Apoptoz 

değerlendirmesinde OLE tek başına özellikle 72.saatte daha belirgin olmak üzere 

apoptozu arttırmıştır. OLE-CDDP uygulaması ise PSİ2 12S6 hücrelerinde OLE ile 

karşılaştırıldığında canlılığı azaltırken, apoptozu indüklediği saptanmıştır. Öte yandan 

CDDP ile OLE-CDDP karşılaştırıldığında canlılığı 48.saatte azaltıp, diğer saatlerde 

canlılığı pek değiştirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye göre apoptozu arttırdığı 

saptanmıştır.  

OLE’nin PSİ2 12S6 fibroblast hücrelerinde canlılığı azaltıcı ve apoptotik etkileri 

saptanmıştır. Sağlıklı hücrelerde OLE’nin bu etkiyi göstermesi az da olsa yan etki 
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oluşumuna neden olabilecektir. Bugüne dek yapılan çalışmalar değerlendirildiğinde 

özellikle Alzhemier modeline karşı çok daha düşük dozlarda uygulanan OLE’nin (OLE 

10uM gibi) amiloid birikimini önlediği ve endoteliyal progenitör hücrelerde koruyucu 

etkileri değerlendirilmiştir (7, 40). Bununla birlikte OLE’nin sağlıklı nöronal hücrelerdeki 

etkilerinin doz bağımlı olarak değerlendirilmesi bu açıdan daha etkili olabilecektir. OLE 

doz bağımlı olarak farklı etkiler ortaya çıkartıyor olabilir. 

N-MYC (–) iyi prognostik SHSY5Y, nöroblastom hücrelerinde OLE tek başına 

özellikle 72. saatte canlılığı azaltmış ve apoptotik etki göstermiştir. Çalışmamızın 

sonuçları daha önce yine SH-SY5Y hücrelerinde OLE’nin 48 saatte LD50 doz 350uM 

ile buldukları çalışma ile benzer sonuçlar ortaya koymuştur (6). Yine bu çalışmada 

OLE’nin etki mekanizmasının Bcl2 inhibisyonu ve Bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 

ekspresyon artışı aracılığı ile ortaya çıktığı aynı zamanda hücre siklusunu inhibe 

ederek etki gösterdiği saptanmıştır.  Yapılan bir diğer çalışmada da OLE’nin SH-SY5Y 

hücrelerinde AMPK/mTOR sinyal yolağı aracılığı ile otofajik hücre ölümüne neden 

olduğu saptanmıştır (7).  Ancak yapılan bu çalışmalarda CDDP ile OLE kombinasyonu 

değerlendirilmemiştir. Çalışmamızda OLE-CDDP kombinasyonu, OLE’nin tek başına 

uygulanmasına göre apoptozun daha belirgin olmasına yol açmıştır. CDDP ile OLE-

CDDP kombinasyonu değerlendirildiğinde apoptotik hücre ölümünün sadece 72. 

saatte daha fazla indüklendiği saptanmıştır.  

Ayrıca bizim çalışmamızda KELLY kötü prognozu temsil eden nöroblastom 

hücrelerinde OLE’nin etkisi değerlendirilmiştir. Tek başına ve CDDP ile OLE’nin 

kombine uygulaması sadece 72. saatte apoptotik etki ortaya çıkarmıştır. Yine tek 

başına CDDP’nin hücre canlılığını azaltıcı ve apoptotik etkisi ile kombine uygulama 

etkisi değerlendirildiğinde apoptoz artışına neden olmamıştır. Bu açıdan CDDP halen 

nöroblastom tedavisinde en etkin ajan olma özelliğini korumaktadır.  

Bugüne dek OLE’nin, CDDP’nin ve kombine uygulaması ile ilgili iyi ve kötü 

prognozu temsil eden nöroblastom hücreleri üzerindeki hücre ölümünü, apoptotik 

hücre ölüm mekanizması üzerinden gerçekleştiği ilk defa bu çalışma ile gösterilmiştir. 

Buna karşın sağlıklı hücrelerde OLE apoptoza yol açıyor görünmektedir. Öte yandan 

nöroblastom tedavisinde kullanılan ana ajan olan CDDP uygulamasına göre 

karşılaştırıldığında OLE’nin özellikle kötü prognozlu hücreler üzerinde belirgin apoptoz 

ortaya çıkarmaması açısından dikkatli yaklaşmak gerektiğini ortaya koymaktadır. 
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Bu çalışmada ki hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi ile sisplatinin etkisini 

arttırır ve oleuropeinin nöroblastomda tek başına ve sisplatin ile antitümoral etkisi 

vardır ve bu etki apoptoz hücre ölüm tipini uyararak meydana gelir” şeklindeydi. 

Çalışma sonucunda; hipotezimizin SH-SY5Y nöroblastom hücreleri için doğrulanırken 

KELLY hücreleri için kısmen doğrulandığı saptanmıştır. 

Bu çalışmada elde edilen verilerin daha iyi ortaya konabilmesi için OLE’nin etki 

mekanizma bilgilerinin daha ayrıntılı olarak değerlendirilebileceği in vitro ve in vivo 

çalışmalarla değerlendirilmesine ihtiyaç bulunmaktadır.   
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6. Sonuç ve Öneriler: 

Bu çalışmada OLE’nin tek başına ve CDDP kombine uygulaması ile hem sağlıklı 

hem de iyi ve kötü prognozlu nöroblastom hücrelerinde kısmen de olsa apoptotik hücre 

ölümü yaptığı saptanmıştır. Ancak diğer hücre ölüm tipleri üzerine etkisi ve apoptotik 

hücre ölüm mekanizmasının nasıl gerçekleştiği bu çalışmada incelenememiştir. Bu 

açıdan OLE’nin tek başına ve CDDP ile kombine etki mekanizmalarının hem in vivo ve 

hem de in vitro nöroblastom deney hayvanları modellerinde ortaya konması uygun 

olacaktır. 
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