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ÖZET 

 

 

OLEUROPEĠNĠN SH-SY5Y NÖROBLASTOM HÜCRE HATTINDA ÇEġĠTLĠ 

HÜCRESEL YOLAKLARDAKĠ ETKĠSĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

 

SEÇME, Mücahit  

Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji AD 

Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Gülseren BAĞCI 

Ġkinci DanıĢman: Doç. Dr. Yavuz DODORGA 

 

Aralık 2014, 109 sayfa 

 

Nöroblastom beyin dokusu içerisinde hızlı bir Ģekilde yayılabilen ve çocukluk 
çağının en sık rastlanılan tümör çeĢitlerinden birisidir. Kanser hastalığı her geçen gün 
geliĢen teĢhis ve tedavi yöntemlerine rağmen hala ölüm nedeni olarak dünyada ilk 
sıralardadır. Günümüzde kanser tedavisinde cerrahi müdahale, kemoterapi, 
immünoterapi, gen terapisi, radyoterapi ve bunlara destek amaçlı çeĢitli alternatif 
tedaviler kullanılmaktadır. Son yıllarda çeĢitli kanser türlerinin tedavisinde 
kullanılabilecek doğal ve biyolojik etkili bileĢiklerin keĢfedilmesi en popüler araĢtırma 
konuları arasında yer almaktadır. Bu bileĢiklerden biri olan polifenoller grubuna ait, 
zeytin yaprağının etken maddesi oleuropeinin antioksidan, anti-mikrobiyal, anti-
inflamatuar, anti-hipertansif, anti-kanserojen etkileri olduğu bilinmektedir. Bu 
çalıĢmanın amacı oleuropeinin SH-SY5Y nöroblastom hücre hattında hücre 
proliferasyonuna, invazyonuna ve koloni oluĢumu, hücre döngüsü ve apoptoz 
mekanizmaları üzerine etkisi ve terapötik etkinliğinin in vitro olarak belirlenmesidir. 
Oleuropeinin hücre canlılığı üzerine etkisi XTT yöntemi ile belirlenmiĢ ve  IC50 dozu 
48. saate 350 µM olarak bulunmuĢtur. Gerçek Zamanlı PZR sonuçlarına göre 
oleuropein hücre döngüsü ile iliĢkili genlerden SiklinD1, SiklinD2, SiklinD3, CDK4 ve 
CDK6 down regülasyonuna ve p53 ve p21'in up regülasyonuna sebep olarak hücre 
döngüsünü durdurduğu ve ayrıca Bcl-2'nin inhibisyonu, Bax, kaspaz-9 ve kaspaz 3'ün 
aktive edilmesiyle apoptotik yolağı indüklediği tespit edilmiĢtir. Western blot yöntemi 
ile Bcl-2 ve SiklinD1'in protein düzeyinde değiĢimleri gösterilmiĢtir. TUNEL testi ile doz 
grubu hücrelerde apoptotik hücre oranının %36.4±3.27'ye çıktığı bulunmuĢtur. Ayrıca 
Matrigel-Ġnvazyon testi ile oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerinde invazyonu azalttığı 
belirlenmiĢtir. Koloni formasyon testi ile de koloni oluĢumunu %53.6±4.71 oranında 
baskıladığı tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma sonuçları ile oleuropeinin, nöroblastom 
tedavisinde potansiyel bir anti-kanserojen ajan olabileceği gösterilmiĢ ve daha detaylı 
çalıĢmalar için ilk veriler ortaya koyulmuĢtur.   
 
 
 
 
Anahtar Kelimeler: Nöroblastom, Oleuropein, Hücre Döngüsü, Apoptoz 
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tarafından desteklenmiĢtir. 



ii 
 

 
 

 

ABSTRACT 

 

   

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF OLEUROPEIN ON VARIOUS CELLULAR 

PATHWAYS IN THE SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE 

 

SEÇME, Mücahit  

M.Sc., Thesis in Medical Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Gülseren BAĞCI 

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yavuz DODORGA 

 

December 2014, 109 pages 

 

Neuroblastoma is one of the most common type of pediatric tumors that can 
spread quickly in brain tissues. Despite developed diagnosis and treatment methods, 
cancer is still one of the leading causes of death in the world. Many types of treatments 
such as surgery, chemotherapy, immunotherapy, gene therapy, radiotherapy are used 
for cancer therapy and various alternative treatments are also used for supporting 
these treatments. On the other hand, discovering the naturally and biologically effective 
compounds in treatments of various cancer types becomes one of the most popular 
research topics. Oleuropein which is active compound of olive leaves, belongs to 
polyphenols group and it is one of these compounds that has antioxidant, anti-
microbial, anti-inflammatory, anti-hypertensive and anti-carcinogenic effects. The aim 
of the study is to determine the therapeutic effects of oleuropein on cell proliferation, 
invasion, colony formation, cell cycle and apoptotic mechanisms in SH-SY5Y 
neuroblastoma cell line under in vitro conditions. The effect of oleuropein on cell 
viability was determined by XTT method and dose of IC50 were detected as 350 µM in 
48th hours. According to the Real-time PCR results, it is determined that oleuropein 
causes cell cycle arrest by downregulating of CylinD1, CylinD2, CyclinD3, CDK4, 
CDK6 and upregulating of p53 and p21 gene expressions. Oleuropein also induces 
apoptosis by inhibiting of Bcl-2 and activating of Bax, caspase-9 and caspase-3 gene 
expressions. Protein expression of CylinD1 and Bcl-2 were determined by western blot 
analysis. According to TUNEL results, apoptotic cell ratio was found %36,4±3,27 in 
oleuropein dose group. Matrigel-invasion chamber tests showed that oleuropein 
decreases invasion in SH-SY5Y cells. Colony formation test results demonstrate that 
colony numbers in dose group were suppressed in a ratio of %53,6±4,71. All these 
results demonstrated that oleuropein can be a therapeutic agent in the treatment of 
neuroblastoma and hereby the first data have been put forward for more detailed 
studies. 

 
 
 
Key words: Neuroblastoma, Oleuropein, Cell cycle, Apoptosis  
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1. GĠRĠġ 

 

 

Kanser, günümüzde artan teĢhis ve tedavi yöntemlerine rağmen özellikle geliĢmiĢ 

ülkeler baĢta olmak üzere tüm dünyada en önemli sağlık sorunları arasında yer 

almaktadır. Sık görülmesi ve yüksek oranda ölümlere yol açmasından dolayı önemli 

bir halk sağlığı sorunu olarak değerlendirilen kanser, hastalıklara bağlı ölümler 

arasında kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırada yer almaktadır. 

 

Dünya Sağlık Örgütü ve Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı'nın yayınlamıĢ 

olduğu 2014 Dünya Kanser Raporu verilerine göre, 2012'de tüm dünya genelinde 

tahmini olarak 14 milyon olan kanser vakasının, gelecek 20 yıl içinde oldukça yüksek 

bir artıĢ göstererek 22 milyona ulaĢması beklendiği belirtilmektedir. Kansere bağlı 

ölümlerde de benzer bir Ģekilde artıĢ gerçekleĢeceği, 2012'de 8.2 milyon olan ölüm 

oranının da 20 yıl içinde yılda 13 milyona ulaĢacağı öngörülmektedir (Bernard vd 

2014). Dünyada kanserden ölen dört kiĢiden birinin Amerika BirleĢik Devletleri'nde 

olması nedeniyle Amerika istatistik verileri anlamlı sonuçları ortaya koymaktadır. 

ABD’de 2013 yılında 1.660.290 yeni kanser teĢhisi konulmuĢ ve bunlardan 580.350’si 

ölümle sonuçlanmıĢtır (Siegel 2013).  Ülkemizde de kanser ile iliĢkili istatistik verileri 

dünya ile paralellik göstermekle birlikte, Türkiye kanser haritası incelendiğinde her yıl 

yaklaĢık 150.000 yeni kanser olgusu teĢhis edilmektedir (Web_1). 

 

Kanser kendini göstermesi, geliĢimi, ilerlemesi ve sonuçları açısından bir 

hastadan diğerine göre değiĢkenlik gösteren karmaĢık bir hastalık olmakla birlikte bu 

heterojenlik hücresel ve moleküler düzeyde de görülmektedir. Kanser, hücrelerin 

bağımsız (otonom), aĢırı ve kontrolsüz çoğalmaları, uzaktaki doku ve organları istila 

ederek metastazlar oluĢturmaları ile karakterize olan metabolik ve davranıĢsal 

değiĢikliklerin olduğu çok basamaklı ve kompleks bir hastalıktır. Genetik, kimyasal ve 

çevresel koĢullar kanserin oluĢmasına sebep olabilir (Merlo vd 2006). Çok farklı 

kanser türleri bulunmaktadır. Bunlardan bir tanesi olan beyin kanseri, özellikle 

çocuklarda kansere bağlı ölümler arasında baĢta gelen nedenlerden biri olmakla 

birlikte beyin tümörlerinin çoğu ölümcül olup, ölümcül olmayanları da beyin 

fonksiyonlarına zarar vermekte ve günlük yaĢamı oldukça olumsuz etkilemektedir 

(Jemal vd 2005). Bu beyin tümörü çeĢitlerinden birisi de nöroblastomdur. 
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Nöroblastom, çocukluk döneminin sık görülen ekstrakraniyel tümörü olmakla 

birlikte adrenal medulla veya sempatik ganglionlarda bulunan primordial nöral krest 

hücrelerinden köken almaktadır. Tüm çocukluk çağı malignitelerinin %8-10 kadarını 

oluĢturan bir tümördür. Pediatrik kanser tedavisindeki kemoterapi, radyoterapi, kemik 

iliği transplantasyonu gibi ilerlemelere rağmen yaĢama oranı %40'ların altında 

kalmaktadır (Demirkaya ve Sevinir 2006). Biyolojik ve genetik değiĢiklikler, tedaviye 

yanıt ve prognozun önemli göstergesi olup, tanı sırasında tümörün karakterinin 

belirlenmesinde yardımcıdır. Dolayısıyla nöroblastom, tümör hücresinde yapılan 

genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanın en iyi Ģekilde yönetilmesi için gerekli 

bilgileri bize sağlayan bir solid tümör modelidir. Yakın gelecekte hedef, bu bilgiyi 

hastalara uygulanacak daha etkin ve daha az toksik tedavilere çevirmektir. Ayrıca bu 

genetik değiĢiklikler; olguların risk gruplarına ayrılması ve hedeflenmiĢ tedavilerin 

planlanması yönünden çok önemlidir. Bu genetik değiĢiklikler arasında allelik 

fazlalık/kayıp olması, onkogen aktivasyonu ve tümör supresör genlerin kaybı yanında 

bazı genlerin ekspresyonlarındaki değiĢiklik Ģeklinde olabilir. Nöroblastoma gibi sinir 

sistemi kökenli tümörlerde gerek cerrahi, gerekse diğer tedavi yaklaĢımlarıyla tatmin 

edici sonuçların alınamaması, bu tümörlerin onkogenezi üzerinde ayrıntılı çalıĢma 

ihtiyacı doğurmuĢtur (Olshan vd 1999, Matthey vd 2012). 

 

Ölüm vakalarının yanı sıra, kanser tedavilerinin gittikçe yükselen maliyeti 

nedeniyle ülke ekonomileri üzerine de büyük yük oluĢturmaktadır. Bu nedenle 

günümüzde teknolojik geliĢmelerle birlikte kanser mekanizmasının aydınlatılması ve 

daha etkili ve pratik tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi gerekmektedir.  Hastanın 

fizyolojisine, tümörün karakterine ve organizmadaki bulunduğu dokuya bağlı olarak, 

çeĢitli tedavi yöntemleri uygulanmaktadır. Kanser tedavisinde kullanılan bu yöntemler 

arasında kemoterapi, radyoterapi, gen tedavisi, immünoterapi ve monoklonal antikor 

tedavisi gibi yöntemler bulunmaktadır. TeĢhis ve tedavideki geliĢmelere rağmen hala 

kanser hastalığında aydınlatılamayan noktalar bulunmaktadır ve kanser ölüm nedeni 

olarak ilk sıralardaki yerini korumaktadır. Bütün bu tedavi yöntemlerine ek olarak 

alternatif ve tamamlayıcı tedavi kapsamında bitkisel ve besinsel destekler; kanser 

hastalarında immün fonksiyonları güçlendirmede ve tedavi ile iliĢkili yan etkileri 

azaltmada kullanılmaktadır. Besinsel destekler, biyolojik olarak aktif bileĢenlerden 

oluĢur ve bu bileĢenlerin vücutta istenmeyen durumlara yol açabileceği 

unutulmamalıdır (Vogelzang vd 2003). Bu nedenle, tedavi amacıyla kullanılan 

besinsel ürünlerin, konvansiyonel ilaçlarda olduğu gibi kalite, güvenlik ve etkinlik 

yönünden test edilmeleri ve standardizasyonlarının yapılması gerekmektedir (Simaan 

2009). Ġlaç geliĢtirme çalıĢmalarının preklinik aĢamasında hücre kültürü yöntemi ile 
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sitotoksisite çalıĢmaları ve hayvan deneyleri ile biyolojik sistemlere yönelik özel 

etkilerinin moleküler düzeyde araĢtırılması günümüzde zorunlu hale gelmiĢtir (Wang 

vd 2002). 

 

Kemoterapi ve radyasyon ile kanser tedavisinde en önemli noktalardan biri de 

uygulanan tedavinin kanserli hücrelerin yanında sağlıklı hücrelere de zarar veriyor 

olmasıdır. Bununla birlikte tedavi yöntemlerinde hastalar çok ciddi yan etkilere maruz 

kalabilmektedirler. Bu kapsamda, kemoterapötik ajanların etkisinin ve dozunun 

azaltılması, insan ve hayvanlarda doz aĢımına bağlı yan etki göstermeyecek 

uygulama ve tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi önem arz etmektedir. Son yıllarda 

bitkisel veya mantar içerikli doğal besinlerin ilaç olarak kullanımının artması fitoterapi, 

alternatif ve tamamlayıcı terapiye olan ilgiyi arttırmıĢtır. GeliĢmekte olan ve geliĢmiĢ 

ülkelerde ticari önem kazanmasından dolayı geleneksel ilaçların üretimi ve kullanımı 

yaygınlaĢmaktadır. Dünya marketlerinde bu tip ilaç pazarının 60 milyon dolara, yıllık 

büyüme hızının %5-15 düzeyine ulaĢtığı bilinmektedir. ABD’de son 50 yılda halkın 

doğal içerikli ilaçlara olan ilgisi %34-42 oranında arttığı bildirilmektedir (Roybyrne vd 

2005). Bitki ve mantar gibi insanlar tarafından doğal ilaç olarak kullanılan besinler 

önemli ilaç kaynağıdır. 

 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar kapsamında Akdeniz diyeti beslenme tarzı, 

kanser, diyabet, kardiyovasküler hastalıklar ve diğer çeĢitli metabolik hastalıkların 

önlenmesinde baĢarılı olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Akdeniz diyetinin koruyucu etkisi 

meyve ve sebze açısından çeĢitli ve zengin bir içeriğe sahip olmasından ileri 

gelmektedir. Akdeniz diyetinin önemli besinlerinden birisi de zeytindir. Günümüzde 

pek çok araĢtırmada zeytin, zeytinyağı ve zeytin yaprağı gibi ürünler baĢta olmak 

üzere bilim insanlarını bu besinlerin potansiyel sağlık etkileri konusunda çalıĢmalar 

yürütmektedir (Büyükbalcı ve El 2008). Bu kapsamda zeytin yaprağının da Akdeniz 

ülkelerinde bazı hastalıkların daha az görülme sebeplerine katkı yapan bir faktör 

olabileceği üzerinde durulmaktadır. AraĢtırmalar, zeytinyağı kadar, zeytin yaprağı 

özütlerinden elde edilen bileĢenlerin anti-hipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, 

hipokolesterolemik, hipoglisemik, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, 

antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip olduğunu ortaya koymaktadır (Visioli vd 

2002, El ve Karakaya 2009, Bouallagui vd 2011). Zeytin ürünlerinin insan sağlığı 

üzerindeki olumlu etkileri yapılarında bulunan çok yönlü biyoaktif bileĢenlere 

dayandırılır. Bu bileĢenler polifenoller, tokoferoller, fosfolipitler, karetonoidler, steroller 

olarak gruplandırılır (Visioli vd 2002). Özellikle zeytinin kansere olan etkisinin 
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araĢtırılmaya baĢladığı son yıllarda, polifenoller içerisinde yer alan oleuropein büyük 

ilgi görmektedir.    

 

Akdeniz bölgesinde oldukça sık kullanılan bir besin olan zeytin yaprağının etken 

maddesi olan oleuropeinin, sağlık üzerine etkileri insanlarda umut verici olmasına 

rağmen, çeĢitli hastalıklarda ve özellikle kanser türlerinde tedavide kullanılabilecek en 

uygun dozun tayin edilmesi gerekmektedir. ÇeĢitli dozlarda güvenlik profili önce hücre 

düzeyinde in vitro olarak daha sonrada hayvan deneyleriyle organizma düzeyinde 

incelenerek kliniğe uygun bir Ģekilde kullanılabilecek farmosötik ajan olarak katkı 

yapabilecektir. ÇeĢitli kanser türleri ve hücre hatlarında etkisi ortaya çıkarılmıĢ, 

biyolojik olarak oldukça etkili, antioksidan içeriği yüksek ve vücuda toksik etkisi 

olmadığı gösterilmiĢ olan oleuropeinin, nöroblastom üzerine etkisi tam olarak 

bilinmemektedir.  

 

1.1. Amaç 

 

Bu kapsamda bu tezin amacı, doz ve etki mekanizması çeĢitli kanser 

hücrelerinde araĢtırılmıĢ olan zeytin yaprağının majör etken maddesi oleuropeinin, 

SH-SY5Y nöroblastom hücre hattında, hücre proliferasyonuna, invazyonuna ve koloni 

oluĢumuna etkisi, hücre siklusu, sağkalımı veya ölümü ile iliĢkili hangi mekanizmalarla 

etki gösterdiği ve bu yolaklardaki gen ve protein düzeyindeki ekspresyon değiĢimlerini 

araĢtırmaktır. Ayrıca bu çalıĢma sonucunda, oleuropeinin nöroblastoma hücre 

hattında terapötik etkinliği ve bu etkinliğin altında yatan moleküler mekanizmaları 

belirlenmeye çalıĢılmıĢ, daha ileri ve detaylı araĢtırmalara kaynak ve ön bilgi 

oluĢturulması da amaçlanmıĢtır. 
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2. KURAMSAL BĠLGĠLER VE LĠTERATÜR TARAMASI 

 

 

2.1. Kanser 

 

Kanser klinik olarak, köken aldığı hücre tipine göre değiĢik davranıĢlar sergileyen 

çok sayıdaki kompleks hastalıkları kapsayan bir olgu olarak tanımlanmakla birlikte, 

baĢlangıç yaĢlarına, büyüme oranlarına, yayılımlarına, evrelerine ve tedaviye karĢı 

vermiĢ oldukları cevaba göre çeĢitlilik göstermektedir. Buna rağmen tüm kanser 

türleri, moleküler seviyede, ortak ve karakteristik özellikler sergilerler. Tüm kanserlerin 

bu ortak özelliklerinden birincisi, anormal hücre büyümesi ve bölünmesinin 

gerçekleĢmesi ve diğeri de hücrelerin vücudun diğer bölümlerine yayılmasını ve 

istilasını (metastaz) engelleyen normal sınırlamalardaki anormalliklerdir. Bu iĢlevler, 

normal hücrelerde zamanında ve yerinde ifade edilen genler tarafından uygun bir 

Ģeklide gerçekleĢtirilirken, kanserli hücrelerde ise farklı bir mekanizma iĢlemekte, 

denetlemeyi sağlayan bu genlerde ya mutasyon olmaktadır ya da farklı bir Ģekilde 

ifade edilmektedirler (Klug ve Cummings 2002). Dokulardaki normal hücreler, belirli bir 

süre sonra yıpranmıĢ, tahrip olmuĢ ve yaĢamsal faaliyetlerini yitirmiĢ olan hücrelerin 

yerini alarak bölünür, geliĢir ve böylece doku bütünlüğü korunurken, kanserli hücreler 

de ise böyle kontrollü bir Ģekilde hücre bölünmesinden ve doku bütünlüğünden 

bahsetmek mümkün değildir (Levin ve Boyle 2008).  

 

Kanser, çevresel ve genetik faktörlerin etkisiyle apoptoz ve hücre bölünmesinde 

rol oynayan genlerde mutasyon olması sonucu, hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde 

anormal bölünmesi olarak tanımlanmaktadır.  Vücutta herhangi bir anormal çoğalma 

sonucu ortaya çıkabilecek olan kanserin, gerek davranıĢ, gerekse de tedaviye yanıt 

yönünden farklılık gösteren oldukça çeĢitli türleri bulunmaktadır. Kontrolsüz bir Ģekilde 

sürekli bölünen ve çoğalan hücreler kümelenerek dokularda tümör oluĢumuna sebep 

olurlar. OluĢan tümörlerin yayılıp yayılmamasına bağlı olarak benign (iyi huylu)  ve 

malign (kötü huylu) kanser olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Benign tümörler, 

çevredeki dokuya veya vücudun uzak bölgelerine yayılmadan oluĢtukları yerlerde 

kalırlarken, malign tümörler ise çevre dokulara veya kan ve lenf sistemi ile vücuttaki 

diğer bölgelere taĢınarak çoğalmasıyla (metastaz) karakterizedirler. Kanseri tehlikeli 

yapan, yayılma ve metastaz oluĢturma durumudur. Benign tümörler genellikle 

ameliyat ile çıkartılabildikleri halde, malign tümörler ise vücuttaki uzak bölgelere 
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invaze olmalarından dolayı, hastalığın tedavisini sınırlamakta ve ortadan 

kaldırılmasını güçleĢtirmektedir (Bertram 2001, Cooper ve Hausman 2004).  

 

Tümörler türedikleri hücreye göre sınıflandırılmaktadırlar. Kanserlerin çoğu üç 

ana grupta toplanmaktadır. Bunlar karsinomlar, sarkomlar ve lösemi veya 

lenfomalardır. Karsinomlar, epitel hücrelerden kaynaklanan tümörler olmakla birlikte 

insan kanserlerinin yaklaĢık olarak %90'ını oluĢturmaktadır. Sarkomlar, insanlarda 

daha az görülmekte ve kas, kemik, kıkırdak ve fibröz doku gibi bağ dokusundan 

geliĢen solid tümörlerdir. Kan veya immün sistem hücrelerinden geliĢen lösemi ve 

lenfomalar ise insan kanserleri arasında yaklaĢık %7 gibi bir orana sahiptir (Cooper ve 

Hausman 2004). 

 

Kanser olgularına sebep olan hücresel mekanizmalardaki düzensizlikler genellikle 

tümör oluĢturan kimyasallar, hormonlar ve bazen virüslerin etkisiyle birlikte yürüyen 

genetik bozulmaların sonucudur. Kanserlerin, %10-15'inin, kalıtımsal olduğu, genler 

yoluyla ebeveynlerden yeni jenerasyonlara aktarıldığı düĢünülmektedir. Geriye kalan 

%85-90'lık kısmına ise mutajenlere maruziyet, hücre DNA'sındaki progresif 

değiĢiklikler ve DNA'nın eĢlenmesi sırasında meydana gelen hataların oluĢması vb. ile 

Ģekillendiği düĢünülmektedir. Bazen oluĢan mutasyonlardan biri etki gösterdiği 

hücrede, bölünme ve büyüme ile hücreden türeyen bir kanser klonunun oluĢmasını 

sağlamaktadır (Williams 2001, YokuĢ ve Çakır 2012). Kansere neden olan 

mutasyonların çoğu eĢey hücrelerinde değil somatik hücrelerde meydana geldiğinden 

dolayı gelecek nesillere aktarılmaz. Fakat, eĢey hücrelerinde taĢınan bazı kalıtsal 

mutasyonlar ileri bir dönemde kansere yakalanma potansiyelini ve olasılığını arttırır. 

Böylece onkogenez ya da tümör oluĢumu (tümörogenez) olarak adlandırılan tümör 

oluĢum süreci genetik ve çevre arasındaki etkileĢim sonucu oluĢmaktadır (Lodish vd 

2008). Multifaktöriyel bir hastalık olan kanserin oluĢumunda kalıtsal faktörlerin yanı 

sıra bakterilerden virüslere, maruz kaldığımız radyasyondan kimyasal ajanlara, diyet 

ve gıdalardan beslenme alıĢkanlığımıza, sigara, alkol benzen gibi çok sayıda toksik 

maddeler de etki göstermektedir (Williams 2001, YokuĢ ve Çakır 2012). Ayrıca, 

kanserin yaĢ gruplarına göre dağılımı göz önüne alındığında, görülme sıklığı 

açısından, ilerleyen yaĢ gruplarında daha fazla görülmesi, yaĢam boyunca oluĢan 

mutasyonların birikimi ile iliĢkili olduğunu ortaya koymaktadır (Lüleyap 2008). 
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2.1.1. Kanser Hücrelerinin Özellikleri            

  

Normal hücreden kanser hücresine dönüĢüm için geçen süreç karsinogenez 

olarak adlandırılır ve çok basamaklı bir süreçtir. Karsinogenez süresince altı temel 

hücresel değiĢiklik gözlemlenmektedir. Bunlar, büyüme sinyalleri bakımından kendi 

kendine yeterlilik, büyüme karĢıtı sinyallere duyarsızlık, apoptozdan kaçma, sınırsız 

replikasyon potansiyeli, dokunun istilası ve metastaz ile sürekli anjiyogenezdir (ġekil 

2.1). Bu değiĢiklikler ile tümörün normal doku içerisinde büyüyüp zararlı kanser 

fenotipine dönüĢmesi gerçekleĢir. Bu değiĢimlerin sadece birkaçı meydana geldiğinde 

ise daha az zararlı tümörler geliĢir (Lodish vd 2008, Hanahan ve Weinberg 2011). 

  

 

ġekil 2.1 Hücrelerde kansere neden olan değiĢiklikler (Hanahan ve Weinberg 2011) 
 

BiriktirmiĢ oldukları çok sayıdaki mutasyonlardan da anlaĢılacağı üzere, çoğu 

kanser hücresi bir ya da daha fazla DNA tamir sistemi mekanizmalarından yoksundur. 

Tamir sistemindeki eksiklik veya bozukluklar sebebiyle direkt hücre çoğalmasını 

engellenmese de DNA'daki hataların, boĢlukların veya kırıkların onarımı tam olarak 

yapılamadığından, bu tamir yeteneğini kaybetmiĢ hücreler, hücre bölünmesi ve 

çoğalmasında kritik roller oynayan genler de dahil olmak üzere pek çok gende 

mutasyonlar biriktirirler (Lodish vd 2008). Kanser mutasyona uğrayan bir tek hücrenin 

anormal bir Ģekilde çoğalmasıyla baĢlar ve yeni mutasyonlar da biriktirerek giderek 

daha hızlı çoğalan hücrelerin ortaya çıkmasıyla da büyür, geliĢir ve özellikler kazanır 

(Cooper ve Hausman 2004). Kanser hücreleri kromozomal anormallikler, genomik 

kararsızlık (instabilite) göstermelerinden dolayı, hücre çoğalması, programlı hücre 

ölümü (apoptoz) ve hücre-hücre bağlantılarını kontrol eden özel genlerde 
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mutasyonlara yol açar. Böylece kanserde, translokasyon, anöploidi, kromozom kaybı, 

DNA çoğalması (amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi oldukça önemli ve büyük genetik 

kusurların oluĢumu gözlemlenir (Klug ve Cummings 2002). 

 

Normal (sağlıklı) hücrelerimizde çoğalma, yenilenme ve apoptoz olayları dengeli 

bir Ģekilde kontrol altındadır. Kanser hücrelerinde normal hücrelerin çoğalmasını, 

farklılaĢmasını ve sağ kalımını düzenleyen moleküler mekanizmalarda düzensizlikler 

görülmektedir.  Sağlıklı hücrelerde telomerler her bölünmeden sonra kısalırken kanser 

hücrelerinde telomerler, telomeraz enzimiyle yenilenmektedir. Bu durum sonucunda 

kanser hücrelerinde telomer uzunluğu sürekli olarak sabit kalmakta ve böylece 

hücrelerin sınırsız bölünmesi indüklenmektedir (Karp 1999). 

 

Kanser hücreleri, solunum enzimleri, sitokromlar ve sitokrom oksidaz gibi vital 

proteinlerinin azlığıyla dikkat çekerler. Glikozu laktik asite dönüĢtürerek oksijenden 

bağımsız beslenme yeteneğine sahip olmakla birlikte, kalsiyum düzeyleri sağlıklı 

hücrelere oranla %40 daha azdır. Böylece hücrelerin birbirinden daha çabuk kopması 

ve dolaĢım yoluyla diğer dokulara taĢınması sağlanır (Karp 1999, Toğar 2013). 

 

Benign tümörler sınırlı büyüme potansiyeline sahip, yayılma ve metastaz oluĢumu 

gözlemlenmeyen iyi huylu olarak adlandırılan tümörlerdir. Hücre membranının 

kenarları düzenlidir,  herhangi bir dokuda oluĢabilirler ve bulunduğu bölgede basınç 

oluĢtururlar (Franks ve Teich 1996, Toğar 2013). Benign tümörler genel olarak yavaĢ 

büyümektedirler ve köken aldıkları hücrelere yapısal ve fonksiyonel olarak oldukça 

benzemekle birlikte malign tümörlerdeki gibi diğer doku ve organlara yayılma, yani 

invazyon ve metastaz yapmazlar. Tümörün orijin aldığı hücrenin tipine, mikroskobik ve 

makroskobik özelliklerine ya da köken aldığı hücrelerin sonuna -om ya da -oma eki 

getirilerek adlandırılmaktadır (Livolsi vd 1992, Toğar 2013). 

 

Normal hücre ile kanser hücreleri arasındaki en önemli farklardan biri, sağlıklı 

normal hücrelerin ortamdaki büyüme faktörlerinin belirlediği miktara ulaĢana kadar 

bölünüp daha sonra G0 evresine girerek geçici olarak bölünme döngüsünden 

ayrılmalarıdır. Kanserli hücrelerde ise otokrin uyarımla kendi bölünmeleri için gerekli 

olan büyüme faktörlerini sentezleyebilme yeteneği kazanmıĢ olmalarından dolayı 

böyle bir sınırlama söz konusu değildir ve sürekli olarak bölünürler. Hücre-hücre 

etkileĢimi açısından normal hücrelerle kanserli hücreler arasındaki en önemli 

farklardan birisi de kontakt inhibisyon mekanizmasındaki farklılıktır. Kanser 

hücrelerinde, hücre yüzey adezyon genlerinin normal hücrelere kıyasla daha az ifade 
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edilmesinden dolayı daha az düzeyde hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢimi 

olmaktadır. Bu durum hücre iskeleti ve hücre morfolojisinde bazı bozulmalara 

sebebiyet vererek hücrelerde kontakt (temas) kaybına yol açar. Bundan dolayı çoğu 

kanser hücresi komĢu hücrelerle daha az temas halinde olmakla birlikte morfolojileri 

de normal hücreye nazaran daha yuvarlaktır. Normal hücreler kültürde belirli bir 

yoğunluğa eriĢinceye kadar çoğalmaktadır. Normal hücreler kültür plağı üzerinde 

komĢu hücrelere temas edinceye kadar yayılırken, tersine kanserli hücreler ise 

yoğunluktan etkilenmeden çoğalmaya devam etmekte, komĢu hücrelerle temas etse 

bile üzerine doğru yayılımını sürdürmektedir. Bu durum invazyon ve metastazda 

önemli rol oynamaktadır (Cooper ve Hausman 2004, Lüleyap 2008). 

 

2.1.2. Kanserin Genetik Temeli    

 

Bir kanserin sporadik olarak (yeni mutasyon tarafından oluĢturulan hastalık) 

bireylerde izlenmesine veya kalıtsal bir özellik göstererek bir ailenin bazı fertlerinde 

tekrar etmesine bakılmaksızın, kanser bir genetik hastalık olarak tanımlanır 

(Nussbaum 2005). Kanser, hücresel düzeyde genlerin üç genel sınıfında onkogenler, 

tümör baskılayıcı genler ve DNA onarımında görevli genlerde meydana gelen 

mutasyonlar ve genetik değiĢimler kanser indüksiyonunda önemli roller 

üstlenmektedir. Bu genler hücre büyümesinin ve çoğalmasının kontrolünde görevli 

pek çok protein kodlar (Futreal vd 2004). Kanserlerde genellikle tümör baskılayıcı 

genlerde inaktivasyon, onkogenlerde aktivasyon veya DNA onarımı ile iliĢki genlerin 

çalıĢmasında moleküler ve genetiksel bozulmalar söz konusudur. Kanser geliĢimi; 

genetik ve epigenetik değiĢimlerin nedeniyle oluĢmaktadır. Bu geliĢim sürecinde 

tümör oluĢum mekanizmaları ve hücre döngüsü sırasındaki mutasyonlar da rol 

oynamaktadır. Bu değiĢimler; nokta mutasyonları, kromozomal yeniden 

düzenlenmeleri, mikrosatellit kararsızlığını, tümör baskılayıcı genlerin promotor 

bölgelerinin hipermetilasyonunu ve/veya inaktivasyonunu, onkogenlerin 

aktivasyonunu ve programlı hücre ölümünün (apoptoz) baskılanmasını vb. 

içermektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Kanserin baĢlangıcında farklı görevleri 

olan genlerin yer aldığı bilinmektedir. Bu grupta yer alan genler: Hücre çoğalmasında 

(proliferasyonunda), sinyal iletiminde görevli proteinler,  

 kontakt inhibisyonun oluĢumunda yer alan hücre komponentleri,  

 programlanmıĢ hücre ölümünde rol oynayan genler, 

 mitotik döngü regülatörleri, mutasyonların tanımlanmasında ve onarımında görevli 

proteinleri kodlayan genlerdir (Nussbaum vd 2005). 
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Kanserde yer alan genler, onkogenler ve tümör baskılayıcı genler olarak iki temel 

alt gruba ayrılmaktadır. Onkogenler, çoğunlukla proto-onkogenler adını verdiğimiz 

normal hücresel genlerin mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazları 

kodlayan veya programlanmıĢ hücre ölümünü bloke eden genler de olabilir. Proto-

onkogenler, önemli hücre regülatör genleri olmakla birlikte bir çok durumda hücre 

bölünmesini kontrol ederler ve sinyal iletiminde rol oynayan proteinleri Ģifrelerler. 

Üretilen bu proteinler genellikle büyüme faktörleri, hücrede uyarıları alan reseptörler 

ve uyarı ileten moleküllerdir. Bazı proto-onkogenler ise transkripsiyonda etkili rol 

oynamaktadır. Bu genlerin herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar, 

translokasyonlar ve aĢırı gen ifadesi mekanizmaları proto-onkogenlerin onkogenlere 

dönüĢümüne sebebiyet verir. Onkogenler genellikle fonksiyon kazandıran mutasyon 

özelliğine sahip olup, hücre proliferasyonunu indükleme, tümörün damarlanmasını 

teĢvik etme ve apoptozu engelleme gibi mekanizmalarla malign transformasyonunu 

gerçekleĢtirmektedir (Kopnin 2000, Nussbaum 2005, Lüleyap 2008). 

 

Büyüme uyarıcı proteinleri etkileyen mutasyonlara ek olarak, normal ürünleri 

hücre bölünmesini inhibe eden genlerde meydana gelen değiĢiklikler de kanser 

oluĢumuna yol açmaktadır. Bu genler tümör baskılayıcı genler olarak bilinirler. Bu 

genler hücre bölünmesini durdurarak kontrolsüz hücre büyümesini önlemeye yardım 

eder. Tümör baskılayıcı proteinlerin normal aktivitesini azaltan herhangi bir mutasyon, 

kanserde baĢlatıcı etki yapabilir ve böylece baskılanmanın ortadan kalkması ile 

büyüme teĢvik edilir. Tümör baskılayıcı genlerin protein ürünleri, çeĢitli hücresel 

iĢlevlere sahiptirler ve tümör baskılayıcı genlere örnek olarak hücre döngüsü kontrol 

proteinleri, DNA tamir proteinleri, hücreler arası iletiĢimde görevli proteinler ve anti-

apoptotik proteinler verilebilir. En iyi bilinen tümör baskılayıcı gen p53 genidir ve p53 

hücre döngüsünde G1'den S fazına geçiĢi kontrol etmektedir (DeVita vd 1997, Kopnin 

2000, Campbell ve Reece 2008). Tüm kanser hücrelerindeki temel sapmalardan birisi, 

hücre çoğalması üzerindeki kontrolün kalkmasıdır ve bu nedenle kontrolsüz 

çoğalmanın mekanizmasını açıklamak için kanserli/normal hücre döngüsünü 

incelemek gerekir. 

 

2.1.3. Hücre Döngüsü  

 

Hücre döngüsü, genetik materyalin mitoz bölünme süreci yoluyla kopyalandığı ve 

yeni oluĢturulan hücrelere paylaĢtırıldığı, düzenli moleküler ve hücresel süreçler dizisi 

olarak tanımlanır. Normal hücre döngüsünde G0, G1 (interfaz), S (sentez), G2 ve M 

(Mitoz) fazı bulunmaktadır. G0 fazı dinlenme safhasıdır ve hücre büyüme faktörü ile 
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uyarılmadığı sürece farklılaĢmıĢ hücreler bu safhada beklemektedir. G1 fazı, çeĢitli 

büyüme faktörleri tarafından kontrol edilmektedir ve hücre bu aĢamada DNA sentezi 

için hazırlanır. S fazında DNA replikasyonu gerçekleĢmekte ve DNA kopya sayısı iki 

katına çıkmaktadır. DNA duplikasyonunun ardından G2 safhası baĢlar ve hücre bu 

aĢamada mitoz için hazırlanır. Daha sonraki faz ise hücre bölünmesinin geçekleĢtiği 

M fazıdır ve bu safha profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz adını alan farklı 

evrelerden oluĢmaktadır (Lodish H 2001, Park ve Lee 2002). Sürekli bölünmek için 

uyarı alan hücrelerde mitozdan sonra döngü tekrardan G1, S, G2 safhaları Ģeklinde 

tekrarlanmaktadır (Vermeulen vd 2003, Kumar vd 2005 ) (ġekil 2.2). 

 

 

ġekil 2.2 Hücre döngüsünün Ģematik görünümü (Kumar vd 2005) 
 

Hücre çoğalması, çok hücreli organizmalarda tüm geliĢim ve doku onarımı için 

gerekli olan hücre büyüme ve bölünme süreçlerini kapsamaktadır. Hücre çoğalması 

üzerindeki normal düzenleme, hücre döngüsü aĢamalarını, hücre ölümlerinin 

programlanmasını ve aĢırı büyüme sinyallerine karĢı hücrelerin yanıtlarını kontrol 

eden çok sayıda gen ve ürünlerinin varlığını gerektirmektedir. Kanserli hücrelerde, bu 

fonksiyonları kontrol eden çok sayıda gende mutasyon söz konusudur. Bu durum 

kontrol edilemeyen hücre çoğalmasına yol açmaktadır (Klug ve Cummings 2002). 
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2.1.3.1. Hücre Döngüsünün Kontrolü 

 

Normal hücrelerde, hücre döngüsü süreci sıkı bir Ģekilde düzenlenmiĢtir. Her 

aĢamasının tamamlanması ve bir sonraki aĢamaya geçiĢi kontrol altına alınmıĢtır. 

Hücre döngüsünde, bir sonraki aĢamaya ilerlemeden önce, hücrenin kendi iç 

dengesini izlediği ve kontrol ettiği en az üç farklı nokta vardır. Bu kontrol noktaları; G1-

S, G2-M ve M kontrol noktalarıdır (Klug ve Cummings 2002, Lukas vd 2004). 

 

2.1.3.1.1. G1-S Kontrol Noktası 

 

G1-S noktasında hücre kendi boyutunu izler ve DNA'nın hasar görüp görmediğine 

karar verir. Eğer hücre uygun boyuta ulaĢmayı baĢaramamıĢ ya da hasar görmüĢ ise 

hücre döngüsündeki ileri aĢamalar bu koĢullar doğrulana kadar durdurulur. Hücre 

G1'den S fazına doğru ilerlediğinde hücre DNA'sı hatasız olmalı, hücre bölünmesinin 

gerekliliğine dair sinyal alınmalı, uygun çevre bulunuyor olmalı ve DNA sentez iĢlemi 

baĢlatılabilmelidir. Eğer hücre boyutu ve DNA bütünlüğü normal ise G1-S kontrol 

noktası geçilmiĢ olur böylece hücre S fazına doğru ilerler. Sonuç olarak buradaki 

kontrol sistemi ile S fazında hasarlı DNA kopyalanması önlenmiĢ olur (Klug ve 

Cummings 2002, Lüleyap 2008). 

 

p53: Memeli hücrelerinde G1 kontrol noktasındaki söz konusu duraklama, p53 

olarak adlandırılan ve DNA hasarı olduğunda hızla çoğalan bir proteinin etkisi ile 

gerçekleĢtirilmektedir. p53, G1/S kontrol noktasının kritik bir düzenleyicisi olmakla 

birlikte DNA hasarına veya ekstraselüler büyüme düzenleyici sinyalleri hücre 

cevabında kritik iĢlev görür. Ġnsanlarda görülen değiĢik kanser türlerinde, genellikle 

p53'ü Ģifreleyen genin her iki kopyası da mutasyona uğramıĢtır. Tüm tümörlerin 

yaklaĢık %50’sinde p53 geni mutasyonuna uğradığı rapor edilmektedir. Bu 

mutasyonlara bağlı olarak p53 fonksiyonu kaybolursa DNA hasarı olduğunda G1 

fazındaki duraklama gerçekleĢmez ve böylece hasarlı DNA yavru hücrelere tamir 

edilmeden geçer. Bu durumda hasarlı DNA kalıtılır, mutasyon sayısı artar ve 

genomun karasızlığına neden olunarak kanser geliĢimine katkıda bulunulur. p53 DNA 

hasarına karĢı etki mekanizması hücre döngüsünü durdurup, p21'i uyararak 

transkripsiyonel olarak DNA onarım enzimlerini aktive etmesi Ģeklindedir. Eğer 

istenildiği gibi DNA onarımı gerçekleĢtirilemez ve hücre büyümesi durdurulmazsa p53 

hücreyi apoptoza götürür (ġekil 2.3) (Hollstein vd 1991, Harry vd 1997, Kumar 2005, 

Lüleyap 2008). 
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ġekil 2.3 p53 geni etki mekanizması (Kumar vd 2005) 
 

G1-S kontrol noktasının regülasyonunda görev alan bazı proteinler de mevcuttur. 

Bunlardan en sık görülen  siklin/CDK kompleksleri, siklin A/CDK2, siklin E/CDK2, 

siklinD/CDK4 ve siklin D/CDK6'dır. Bu kompleksler de hücrelerin G1 fazından S fazına 

geçiĢinde rol oynarlar. Eğer Siklin/CDK kompleksleri overeksprese (aĢırı ekspresyon) 

olursa G1-S arresti kısalır, az eksprese olursa da hücreleri G1 arreste uğratır 

(Resnitzky vd 1994, Lee vd 1995, Ito vd 1999). Siklinlerin ve CDK'ların G1-S kontrol 

noktalarındaki bu kritik durumları onları önemli onkogen haline getirmektedir (Strauss 

vd 1995). 

 

2.1.3.1.2. CDK Ġnhibitörleri: 

 

Fonksiyonları, G1-S kontrol noktasının siklin/CDK komplekslerinin aktivitesini 

büyük oranda CDK inhibitörlerinin CIP/KIP ve INK4 ailelerinin üyeleri tarafından 
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kontrol edilir (Hall vd 1995). CDK inhibitörleri DNA hasarı, hücre-hücre teması, sitokin 

salınımı, hipoksi gibi çeĢitli sinyallere cevap olarak geliĢir. INK4 ailesi üyeleri, CDK4 

ve CDK6'yı bağlarken, CIP/KIP ailesi üyeleri siklin/CDK kompleksini bağlar. CDK 

inhibitörleri siklin/CDK kompleksine bağlanarak Rb (Retinoblastom) fosforilasyonunu 

inhibe ederek replikasyon mekanizmasının durdurulmasında rol alır (Bertin vd 2003). 

  

INK4/ARF Ailesi: CDK inhibitörlerinin INK4/ARF ailesi, siklin D’nin CDK4 ve CDK6 ile 

birlikteliğini, siklin D-CDK4/6 kompleksinin fosforilasyonunu bloke eder. Bu ailenin 4 

üyesi vardır. Bunlar CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C ve CDKN2D’dir. Ġnaktive edici 

mutasyonlar ile CDKN2A ve CDKN2B’nin anormal metilasyonunun kanserlerde 

önemli olduğu düĢünülmektedir (Takeuchi vd 1995, Kawamura vd 1999). 

 

CIP/KIP Ailesi: CDK inhibitörlerinin CIP/KIP ailesinin üyeleri (CDKN1A, CDKN1B, 

CDKN1C) siklin-CDK komplekslerinin negatif düzenleyicileridir. Siklin A/CDK2 ve 

siklin E/CDK2 komplekslerine bağlanarak Rb geninin fosforilasyonunu engeller ve 

hücre döngüsünün durmasını kontrol ederler. CDKN1A ve CDKN1B ayrıca siklin 

D/CDK4 kompleksine bağlanırlar. Ancak, siklin E/CDK2’yi indirekt aktive etmek 

Ģeklinde fonksiyon görmektedir (Cabadak 2008). 

 

Retinoblastoma Geni: G1-S kontrol noktasında görevli anahtar düzenleyici 

elemanlardan biridir. Siklin-CDK kompleksleri Rb veya diğer aile üyelerini fosforile 

eder. Aktif durumdaki Rb, hücrenin döngüde G1’den S fazına ilerlemesinde fren 

görevi yapar. Hücre büyüme faktörü uyarıldığı zaman, Rb proteini fosforilasyonla 

inaktif hale gelir, fren serbest bırakılır ve hücre G1-S noktasına geçer. Rb ve aile 

üyelerinin fosforilasyonu siklin/CDK komplekslerince oluĢturulur. Hücre S fazına 

girince büyüme faktörü uyarısı olmadan, bölünme baĢlatılır. M fazı sırasında selüler 

fosfatlarla Rb’den fosfat grupları alınır ve defosforile Rb Ģeklinde rejenere olur 

(Hashimoto vd 1999).  

 

G0 veya erken G1 fazında olan hücreler aktif, fosforile olmamıĢ Rb içerir. Bu 

evrede Rb, E2F4 transkripsiyon faktörü ailesini bağlayarak hücre çoğalmasını önler. 

Sessiz hücre, büyüme faktörleri ile uyarıldığında, siklin D ve siklin E konsantrasyonu 

artar ve sonuçta siklin D/CDK4, siklin D/CDK6 ve siklin E/CDK2 aktivasyonu Rb 

fosforilasyonuna yol açar. AĢırı fosforile olmuĢ Rb formu E2F4 transkripsiyon 

faktörünü serbest bırakır ve değiĢik hedef genleri aktive eder. Rb proteini yoksa veya 

transkripsiyon faktörleri yetersiz ise, mutasyonlar ortaya çıkar ve hücre S fazına geçer 

(Chellappan vd 1991). 
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2.1.3.1.3. G2-M Kontrol Noktası 

 

Ġkinci önemli kontrol noktası, mitoza giriĢ için hücredeki fizyolojik koĢulların 

izlenmesinin yapıldığı G2-M kontrol noktası olmakla birlikte, burada DNA replikasyonu 

tamamlanmadıkça mitozun baĢlamasını önlemektedir. Replikasyonu tamamlanmıĢ 

DNA'yı tanıyıp hücre siklusunu durduran bir sinyal oluĢturan G2 kontrol noktası 

böylece S evresi tamamlanmadıkça M evresinin baĢlamasını önler. Hücre genomu 

replikasyonu her bir kromozomun iki kopyasını ayırması gerekir ki, bu ayrılmayı 

Siklin/CDK kompleksleri G1-S kontrol noktasındakine benzer Ģekilde regüle eder. G2-

M evresinde hücre döngüsü arrestinin en azından bir kısmında p53 ve BRCA1 aracılı 

olduğu bildirilmekle birlikte p53 tarafından hücre döngüsünün inhibitörlerinin 

(CDKN1A, GADD45 gibi) transkripsiyonel olarak aĢırı düzenlemesi hücreyi G2-M 

arrestinde tutar. p53'ün hem G1-S hem de G2-M fazında hücre döngüsü arrestine 

aracılık etmesi genomik stabilitede (bütünlükte) ne kadar da kritik bir rol üstlendiğini 

göstermektedir (Vauzour vd 2007, Lüleyap 2008, Shiotani ve Zou 2009).  

 

2.1.3.1.4. M Kontrol Noktası 

 

Üçüncü ve en büyük kontrol noktası mitoz sırasında ortaya çıkar ve M kontrol 

noktası olarak isimlendirilmektedir. Bu kontrol noktasında hem iğ iplikçikleri sisteminin 

oluĢması hem de iğ iplikçiklerinin sentromere tutunan kinetokorlar yardımıyla 

bağlanması kontrol edilmektedir. Böylece yavru hücrelere kromozom setlerinin doğru 

Ģekilde dağıtılması sağlanır. Eğer bu iğ iplikçiklerinin uygun bir Ģekilde 

biçimlendirilmesinde problem çıkarsa ya da bağlanma uygun olmaz ise bu kontrol 

noktasında mitoz durdurulur (Klug ve Cummings 2002, Lüleyap 2008). Eğer DNA 

replikasyonunda, DNA onarımında, kromozom düzenlenmesinde hata ya da sapma 

olursa, hücre döngüsü koĢullar düzelinceye kadar durdurulur ve bu Ģekilde mutasyon 

sayısında artıĢ ve çoğalan hücrelerdeki biriken kromozomal temelli anormalliklerin 

önüne geçilmiĢ olur. Buna rağmen, eğer hasarlı olan DNA tamir edilememiĢ ya da 

kromozomal hasar düzeltilmesi imkânsız hale gelmiĢse bu durumda hücre belki ikinci 

bir savunma hattı kurabilir ki, bu duruma programlanmıĢ hücre ölümü ya da apoptoz 

denilmektedir (Klug ve Cummings 2002). 

 

2.1.4. Apoptoz 

 

Organizmadaki hücre sayısı homeostazinin korunmasında oldukça önem arz 

etmekle birlikte yeni hücreler sentezlenirken var olan hücrelerin bir kısmı ölmekte ve 
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bu sayede homeostazi sağlanmaktadır. Apoptoz, organizmanın bazı dokularında ve 

hücrelerinde sürekli olarak oluĢmaktadır ve bu oluĢum ömür boyu devam eden bir 

süreçtir. Bu Ģekilde ölüm ve yapım ile dokudaki dinamik denge korunmuĢ olur. ĠĢte bu 

denge apoptoz aleyhine veya lehine değiĢecek olursa birçok hastalığın ortaya 

çıkmasına katkıda bulunur. Olmaması gerekirken gerçekleĢmesi, hızlanması veya 

yavaĢlaması organizma için oldukça tehlikeli sonuçlara sebebiyet verebilir. AIDS, 

nörodejeneratif hastalıklar, arteriosklerozis gibi hastalıklarda apoptoz hızlanmıĢ iken, 

kanser ve bazı otoimmün hastalıklarda apoptozun yavaĢladığı ve mekanizmasının 

bozulduğu görülür (Lüleyap 2008). 

 

Apoptoz; hücrenin genetik olarak kontrol edildiği ve sonunda intihar ettiği bir süreç 

olarak tanımlanır ve normal çok hücreli ve yüksek yapılı organizmaların geliĢimi 

sırasında da katkı sağlamaktadır. Apoptoz, nekroz gibi diğer hücre ölüm tiplerinden 

farklılık sergilemektedir ve ayrıca konağın bağıĢıklık sistemi apoptotik bir hücre ölümü 

ile aktive edilmez. Nekroz ile hücre ölümünde konağın immün sistemi uyarılmaktadır. 

Apoptoz genler tarafından kontrol edilen, dokuların dengesi ve geliĢimi için gerekli 

olan ölüm mekanizmasıdır. Apoptoz sırasında çekirdek büzülür, kromatin yapı 

yoğunlaĢır ve DNA nükleazlarca parçalanır. Hücrenin diğer hücrelerle bağlantısının 

kopmasının ardından hücre apoptotik cisimcikler olarak bilinen küçük küresel yapılara 

bölünür. Bu cisimcikler komĢu hücreler tarafından fagosite edilir. Bu süreçte meydana 

gelen bir bozukluk ölmesi gereken bir hücrenin yaĢaması genetik bozukluğa ve 

mutasyonlu hücrelerin oluĢumuna neden olmaktadır. Diğer ölüm mekanizması nekroz 

ise hücre ĢiĢmesi ve hızlı dejenerasyon olarak tanımlanmaktadır.  Apoptozun tersine 

hücre bütünlüğü bozulmakta ve hücre içeriği dıĢ ortama yayılmaktadır (Klug ve 

Cummings 2002, Guimaras ve Linden 2004, Toğar 2013). 

 

ġimdiye kadar apoptoz mekanizmasında çeĢitli hücresel yolaklar ortaya 

çıkarılmıĢtır. Bunlar ölüm reseptörü aracılı dıĢ yolak, mitokondri aracılı iç yolak ve 

endoplazmik retikulum aracılı oksidatif stres yolağı gibi programlı hücre ölümünü 

aktive eden yolaklardır. Apoptotik hücre ölümü intraselüler ve ekstraselüler sinyallerin, 

mitokondriyel değiĢimlerin, pro-apoptotik proteazların, spesifik endonükleazların 

aktivasyonu ile DNA fragmantasyonunun da dahil olduğu kompleks mekanizmayla 

baĢlatılmakla birlikte dıĢ yolak, ligandların hücre yüzeyi reseptörlerine bağlanması 

üzerine bu reseptörlerde meydana gelen konformasyon değiĢikliğine bağlı olup, iç 

yolakta ise mitokondriyal bir iĢlev söz konusudur ve büyüme faktörlerinin eksikliği, 

kortikosteroidler ya da radyasyon veya sitolojik ilaçlar nedenli DNA hasarı tarafından 

baĢlatılır (Rich vd 2000, Susin vd 2000, Uguz vd 2009). 
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Kaspazlar olarak adlandırılan bir grup proteaz apoptozu baĢlatan ve hücre içi 

bileĢenlerinin sindiriminden sorumlu enzimlerdir. Pro-apoptotik sinyal, baĢlatıcı ilk 

kaspazı aktive eder ve böylece diğer efektör kaspazlar aktive edilerek hücresel 

bozulma açığa çıkmaktadır. Apoptoz sinyallerinin verilmesinde apoptozin göstergeleri 

olan morfolojik değiĢimi gerçekleĢtirecek efektör kaspazları (kaspaz-3 ve kaspaz-7 

dahil) etkinleĢtirmek için baĢlatıcı kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 dahil) 

önemli fonksiyonlara sahiptir. Kaspaz-8 ölüm reseptörlerini içeren apoptoz 

mekanizması ile iliĢkili iken kaspaz-9 sitolojik ajanların uyarısı sonucu hücre ölümünü 

tetiklemektedir. ÇeĢitli kimyasallar, UV, DNA denatüre edici ajanlar ve bazı 

kemoterapötikler apoptozun baĢlamasını indükleyen sitotoksik ajanlardır.  Bunlar 

mitokondriyal hasara bağlı olarak sitokrom c'nin salımı ile kaspaz-9'u aktive ederek 

prokaspaz-3 gibi kaspaz zimojenlerinin aktivasyonunu baĢlatırlar ve böylece apoptozi 

indüklerler (Salvesen vd 1999, Rich vd 2000). Sitokrom c'nin sitozole çıkması Bcl-2 

protein ailesi tarafından kontrol edilir. Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs gibi Bcl-2 ailesi 

üyelerinden bir kısmı pro-apoptotik etki gösterirken, Bcl-2, Bcl-XL gibi üyeler ise anti-

apoptotik etki göstererek apoptozu inhibe ettiği bilinmektedir. Pro-apoptotik olan Bcl-2 

ailesi üyeleri, sitokrom c'nin salınımını indükleyerek anti-apoptotikler ise sitokrom c'nin 

salınımını baskılayarak etki gösterirler.  Anti-apoptotik üyeler, doğal olarak intrinsik (iç 

yolakla) sitokrom c'nin salınımını baskılama özelliğine sahipken, pro-apoptotik üyeler 

ise anti apoptotik üyelere bağlanması halinde bu baskılayıcı etkiyi ortadan kaldırıp 

sitokrom c'nin mitokondriden salınımını sağlarlar. Buradaki pro-apoptotik ve anti-

apoptotik üyelerin biribiri ile dengede olması durumu yaĢam ile ölüm arasındaki 

dengenin korunmasında önemlidir (Thompson 1995, Petros vd 2004).  

 

Bcl-2 ailesi üyelerinden; Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik üyeler normal 

Ģartlarda hücrede sessiz halde bulunurlar ve bu üyelerin aktive edilmeleri ile sitokrom 

c'nin sitoplazmaya geçmesi sağlanır. Kaspaz 8 aktivasyonu, Bid'in kırılmasına, 

dolayısyla da aktifleĢmesine yol açmaktadır. Bid karboksi terminal parçası Bak aracılı 

sitokrom c salınımını aktifleĢtirirler (Petros 2004). DıĢ yolak aracılığıyla apoptozun 

aktivasyonunda örneğin, TNFR (Tümör Nekroz Faktör Reseptör) ailesinden olan Fas 

reseptör ligandına (FasL), Fas bağlandıktan sonra reseptör membranında dimerize 

olur ve aktifleĢir. Daha sonra reseptörün sitoplazmik kısmında yer alan kısımlarına 

pro-kaspaz 8 bağlanarak kendi kendini kesmesi sonucu aktifleĢen kaspaz 8, pro-

kaspaz 3'ü keserek aktive eder. Böylece kaspaz kaskadı oluĢur (Song vd 2006) (ġekil 

2.4).  
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ġekil 2.4 Apoptotik süreçteki mekanizmalar (KuĢ 2010) 
 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü ile hasarlı hücreler ortadan kaldırılarak bir sonraki 

nesle kalıtsal olarak aktarım ve kansere neden olabilecek olası genetik mutasyonların 

da sayısı azaltılmıĢ olur (Klug ve Cummings 2002). Apoptotik mekanizmalarda 

meydana gelen bozukluklar hücrede anormal proliferasyona ve sitotoksik tedaviye 

direnç oluĢumuna neden olmaktadır. Bu nedenle özellikle son on yılda apoptozu 

indükleyen yeni ajanlar üzerine çalıĢmalar yoğunlaĢmıĢtır (Fesik 2005). 

 

ġimdiye kadar çeĢitli kanser türlerinde hücre döngüsü ve apoptoz ile ilgili birçok 

araĢtırma yapılmıĢ olmasına rağmen, etkisini araĢtıracağımız oleuropeinin 

nöroblastom ile ilgili çalıĢmaya rastlanmamıĢ olması nedeniyle öncelikle beyin 

tümörleri hakkında bilgi verecek olursak; 

 

2.1.5. Beyin Tümörleri 

 

Beyin kanseri, özellikle çocuklarda kansere bağlı ölümler arasında baĢta gelen 

nedenlerden biri olmakla birlikte beyin tümörlerinin çoğu ölümcül olup, ölümcül 

olmayanları da beyin fonksiyonlarına zarar vermekte ve günlük yaĢamı oldukça 
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olumsuz olarak etkilemektedir (Jemal vd 2005). Uluslararası Kanser AraĢtırma 

Ajansı'nın 2008 yılı kanser raporu verilerine göre beyin kanseri vakaları her 100 bin 

kiĢinin 238'inde görüldüğü ve sadece 64'ünün hayatta kalabildiği belirtilmiĢtir. Beyin 

tümörleri insidansı erkeklerde kadınlardan bir miktar daha yüksektir.  

 

Beyin kanserinin diğer kanser türlerine nazaran görülme sıklığı az olmakla birlikte 

ölüm oranı oldukça yüksek bir kanser türüdür (Levin ve Boyle 2008, Ferlay vd 2010). 

Dünyada kanserden ölen dört kiĢiden birinin Amerika BirleĢik Devletleri'nde olması 

nedeniyle Amerika istatistik verileri anlamlı sonuçları ortaya koymaktadır. 2014 yılı için 

yayınlanan raporlara göre, Amerika BirleĢik Devletleri'nde 2014 yılında beyin ve diğer 

sinir sistemi kanserlerinde tahmini 23,380 (12,820 erkek, 10,560 diĢi) yeni vaka 

beklenirken bu hastalığa bağlı ölümlerde ise 14,320 (8,090 erkek, 6230 diĢi) ölüm 

vakası tahmin edilmektedir. Beyin tümörleri, bütün kanserlerin yaklaĢık %1,4'üne 

tekabül ederken, kansere bağlı ölümlerde ise %2,44'ünden sorumludur (Siegel vd 

2014, Web_2). 

 

Beyin tümörleri primer ve sekonder olarak iki ana grupta incelenmekle birlikte 

primer olanlarda çeĢitli alt gruplarda incelenir. Bunlar, nöroepitelyal orijinliler, 

meningeal tümörler, kranyal ve spinal sinir tümörleri, lenfoma ve hematopoietik 

neoplaziler, germ hücreli tümörler ve sellar bölge tümörleridir.  Beyin tümörleri bir kaç 

çeĢit olmakla birlikte Dünya Sağlık Örgütü glioblastoma ve nöroblastoma kanserli 

hücreleri sırasıyla astrosit ve embriyonel beyin tümörü sınıfına dâhil etmektedirler 

(Vescovi vd 2006). 

 

Embriyonel totipotent ve pluripotent hücreler doku diferansiyonu gösteren 

hücrelerdir ve doğumdan sonraki ilk yıllarda kaybolmaktadırlar. Bundan dolayı bu tip 

hücrelerden oluĢmuĢ tümörler de genellikle çocukluk dönemi tümörleridir. Genel 

olarak malign nitelik taĢırlar ve aynı tümörde birden fazla dokuya farklılaĢabilirler 

(Yachnis ve Perry 2009, Toğar 2013). Embriyonel tümörleri histolojik sınıflandırılması 

Tablo 2.1'de verilmiĢtir (Tuğcu 2004; Toğar 2013). 
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Tablo 2.1 Embriyonel tümörlerin histolojik sınıflandırılması 

 

Nöroepitelyal doku tümörleri 

Embriyonel tümörler 

1. Medullaepitelyom  

2. Ependimoblastom  

3. Atipik teratoid / rabdoid tümör  

4.Supratentoryel primitif 

nöroektodermal tümörler  

      a. Nöroblastom 

      b. Ganglionöroblastom 

 

5. Medullablastom 

      a.Desmoblastik medullablastom 

      b. Large cell medullablastom 

      c. Medullomyoblastom 

      d.Melanositik medulloblastom 

 

 

Kanser tedavisindeki geliĢmelere rağmen beyin kanserinin tedavisi oldukça zordur 

ve halen tam anlamıyla etkili bir ilacı olmayan tümörler grubuna girmektedir. Beyin 

kanseri primer (kök hücre) beyin hücrelerinin anormal geliĢim göstermesiyle 

oluĢabileceği gibi, metastaz yeteneğine sahip kanserli hücrelerin diğer organlardan 

kan dolaĢımı yoluyla beyne göç etmesi sonucunda da oluĢabilir (Singh vd 2003, 

Vescovi vd 2006, Arslan 2011). Bu çalıĢma SH-SY5Y nöroblastom hücre hattında 

gerçekleĢtirildiği için nöroblastom hakkında dataylı bilgi verilmek gerekirse;  

 

2.1.6. Nöroblastom 

 

2.1.6.1. Tanım ve Epidemiyoloji 

 

Nöroblastom, embriyonik geliĢimin dördüncü haftasında ortaya çıkan, adrenal 

medulla veya sempatik gangliyonlarda normalde bulunan primordial nöral krest 

hücrelerinden köken alan bir tümördür (Demirkaya ve Sevinir 2006). Nöral tümörlerin 

oluĢumu nöral kreste giren embriyonik ektodermin normal sinyallere cevap vermemesi 

ve normal geliĢimini tamamlayamaması sonucu gerçekleĢir. Nöral tüplerdeki 

nöroektodermal hücrelerden nöroektodermal tümörler, nöral kreste giren hücrelerden 

ganglia ve nöroblastom, kemik ve yumuĢak dokuyu oluĢturan nöroektodermal 

hücrelerden ise periferik nöroektodermal tümörler oluĢmaktadır (Olgun 1997, Toğar 

2013). Nöral krest hücrelerinin göçü ve farklılaĢması ġekil 2.5'de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2.5 Nöral krest hücrelerinin göçü ve farklılaĢması (Aydın 2006, Toğar 2013) 
 

Bebeklik çağının en sık görülen ekstrakranial (kafatası dıĢında) solid tümörü 

olmakla birlikte olguların çoğu ise iki yaĢından küçük çocuklarda görülmektedir 

(Web_3). Amerikan Kanser Derneği (American Cancer Society)'nin 2014 verilerine 

göre Amerika BirleĢik Devletleri'ndeki 0-14 yaĢ arası çocukluk çağı tümörlerinin  

%7'sinden sorumlu olup her yıl yaklaĢık 700 yeni çocuk bu hastalığa yakalanmaktadır. 

Ulusal Kanser AraĢtırmaları Enstitüsü'nün raporuna göre nöroblastom, her bir milyon 

çocuktan %9,5'inde görülecek bir insidans sergilemektedir (Web_2, Web_4). 

Avrupa'da bu oranın yaklaĢık iki katı kadar olduğu yılda yaklaĢık 1500 vaka tespit 

edildiği bildirilmiĢtir (Saydere 2009, Spix vd 2006). 

 

Türkiye Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)'na ait NBL 2003 protokolünde ve aynı 

grubun Ekim 2006 verilerine göre, Türkiye'de ortanca tanı konma yaĢı 22 aydır ve 

kız/erkek oranı ise 1.01'dir (Olgun 2007). Ġzmir ilinde 1997-2002 yılları arasında 

çocukluk çağı kanser insidansına yönelik yapılmıĢ olan bir çalıĢmada nöroblastomu 

da içeren periferik sinir hücrelerinden köken alan kanserlerin rölatif sıklığı %7,1 olarak 

bulunmuĢtur (Eser 2007). 2002 yılında solid tümörler ve lenfoma saptanan 1073 

çocuk üzerinde TPOG tarafından yapılan bir çalıĢmada, sempatik sinir tümörlerinin 

%9.40 oranında görüldüğü saptanmıĢtır (Kutluk 2004). Türkiye'deki 2002-2005 

pediatrik kanser verilerine göre, 1435 çocukluk çağı tümörlerinin %10.6'sı sempatik 

sinir sistemi kökenlidir (Kutluk ve Yesilipek 2007, Bağcı 2009).  
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Nöroblastom bir yaĢ altındaki çocuklarda kendiliğinden gerileyerek iyi huylu tümör 

(gangliyonörom) haline dönüĢebileceği gibi bir yaĢ üstü bireylerde agresif seyrederek 

diğer organlara yayılım yapma potansiyeline sahip bir tümör çeĢididir (Brodeur 2003, 

Saydere 2009, Toğar 2013).   

 

SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results Program) 2014 yılındaki 

raporuna göre nöroblastom için 5 yıllık sağkalım oranı, 1975-1979 yılları arasında 

%54 iken 1985-2000 yılları arasında %65 ve 2003-2009 yılları arasında da %79 a 

çıkmıĢtır. Irk ve cinsiyet arasında genel farklılık çok az olmakla birlikte lokal veya 

bölgesel hastalığı olan infantlarda yaĢam süresi daha yüksek iken, büyük çocuklar ve 

uzak metastazlı hastalar için yaĢam süresi azalmaktadır. Bu nedenle bazı gebelik ve 

doğumsal faktörlerin, ebeveynlerin aldığı ilaçların daha dikkatli incelenip kullanımının 

daha hassas olması gerekmektedir (Web_4). 

 

Periferal nöroblastik tümörler sempatik sinir sisteminin embriyojenik 

neoplazmlarıdır ve sıklıkla adrenal bezlerde görülmekle birlikte boyun, göğüs, karın 

veya pelvis bölgelerindeki sinirlerde görülebilmektedir. Primer tümörlerin %60'ından 

fazlası adrenal medulladan veya abdomendeki paraspinal ganglia'lardan 

kaynaklanabilir. (Kushner ve Cheung 1988, Cingöz 2013). En sık metastaz bölgesel 

lenf nodları, karaciğer, kemik iliği ve kemiklerdir. (Sugiura vd 1998). 

 

2.1.6.2.Etiyoloji ve Risk Faktörleri 

 

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte çevresel etkenlerin nöroblastomda 

majör rolü gösterilememiĢtir. Daha çok nöral krest geliĢim bozukluğuna bağlı geliĢtiği 

düĢünülmektedir (Demirkaya ve Sevinir 2006). Ancak risk faktörleri arasında 

elektronik, tarım, kimyasal ajan maruziyeti yüksek iĢlerde çalıĢanlar, radyasyona 

maruz kalanlar, annenin yaĢı, kullandığı ilaç ve hormonlar, alkol alımı, sigara 

kullanımı, tekrarlayan sezeryan, bebeğin düĢük doğum ağırlığı, preterm doğum yer 

almaktadır (Haase vd 1999, Maris 2005, Toğar 2013). 

 

Nöroblastom tanısı konmuĢ çocuklarda vücut ağırlığında kayıp, terleme, kızarma, 

iĢtahsızlık, baĢ ağrısı, çarpıntı ve hipertansiyon gibi belirtiler görülmektedir. Adrenal 

medullanın kromofin hücrelerinde, beyin ve sempatik nöronlarda sentezlenen 

adrenalin, norepinefrin ve dopamin (katekolaminler) yapımındaki artıĢa bağlı olarak 

terleme, hızlı ve çabuk öfkelenme ve hipertansiyon geliĢmektedir. Ayrıca tümörün 

kemik iliğine metastaz yapması ile anemi gözlenebilmektedir. Sindirim sistemi 
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anormallikleri, fötal alkol sendromu, nörolojik ve geliĢimsel anormallikler, otozomal 

resesif geçiĢli ürogenital ve kardiyak anomaliler, Beckwith-Wiedemann sendromu ve 

Turner Sendromu nöroblastom ile birlikte bildirilen semptomların baĢında gelmektedir 

(Haase vd 1999, Maris 2005 ve Toğar 2013) Klinik bulgu ve semptomlar primer 

tümörün bulunduğu bölgeye, metastatik duruma veya paraneoplastik sendrom 

geliĢimine bağlı olarak çeĢitlilik göstermektedir (Maris 2005). 

 

2.1.6.3. Hücresel ve Moleküler Patogenez 

 

Genel olarak tümör oluĢumu iki nokta hipotezi ile açıklanmaktadır ve doğuĢtan bir 

kromozomdaki alel kaybının nöroblastom oluĢumuna zemin hazırladığı bununla 

birlikte aynı genin alelinde meydana gelen nokta mutasyonunun kanser oluĢumuna 

neden olduğu düĢünülmektedir (Cheung and Cohn 2005, Aydın 2006). 

Nöroblastom'da tümör hücrelerinde gösterilmiĢ genetik değiĢiklikler hastalığın 

patogenezinde ve prognozunda rol oynayabilmekte ve tümörün biyolojisi ve 

biyokimyası ile ilgili bilgileri sunmaktadır. Bu durum ayrıca risk gruplarına ayrılmıĢ ve 

hedeflenmiĢ tedavilerin planlanması yönünden oldukça önem arz etmektedir. Bu 

genetik değiĢiklikler; 

 Alelik fazlalık veya kayıp olması, 

 Onkogen aktivasyonu, 

 Tümör baskılayıcı genlerde genetik hasar,  

 Bazı hastalıkla iliĢkili genlerin ekspresyonlarında meydana gelen değiĢimler 

olabilir.  

 

Nöroblastom hücresindeki DNA miktarı normal (diploid) veya artmıĢ (near-triploid) 

olabilmekte ve bu DNA miktarı artmıĢ kanser hücrelerinde normal hücrelere kıyasla 

daha iyi prognoz gözlemlenmektedir. Nöroblastomun en önemli onkogeni 2. 

kromozomun kısa kolunda lokalize 2p24 bölgesinde yerleĢmiĢ MYCN onkogenidir. 

MYCN amplifikasyon sıklığının artması kötü prognozla anlamlı olarak iliĢkilidir ve 

nöroblastomda MYCN amplifikasyonu dıĢında gen düzeyinde diğer kanserlerde rolü 

olduğu bilinen genlerin aberasyonları da gözlemlenmektedir. Ayrıca nöroblastomların 

yaklaĢık olarak yarısında 17. kromozomun uzun kolundaki alelik fazlalık kötü 

prognozla iliĢkilidir. Ayrıca bununla birlikte 1p delesyonu tümör dokusunun %25-

35'inde görülürken 11q delesyonu tümör dokusunun %35'inde saptanmıĢtır (Aksoylar 

2007, Toğar 2013).  
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Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda, nöroblastom hücre hatlarında ve nöroblastoma 

hastalarında CDK4/CDK6 kinaz aktivitesinde önemli düzeyde artıĢ olduğu 

gösterilmiĢtir. SiklinD1 ve CDK 4 gen amplifikasyonunun yanı sıra homozigot 

CDKN2A delesyonu da rapor edilmiĢtir (Easton vd 1998, Krasnoselsky vd 2005, 

Mosse vd 2007, Molenaarvd 2012, Rader vd 2013). Ayrıca Molenaar ve arkadaĢları 

(2008) SiklinD1, CDK4, CDK6 gen ifadelerinin nöroblastoma vakalarında 

overeksprese olduğunu göstermekle birlikte diğer tümörlerle karĢılaĢtırıldığında da 

nöroblastomada bu genlerin ekspresyon düzeylerinin daha yüksek olduğu 

belirtmiĢlerdir. Nöroblastomda SiklinD1, CDK4 ve CDK6'daki genomik aberasyonların 

saptanması bu pediatrik tümörde hücre döngüsünün G1 aĢamasına giriĢ kontrol 

noktasında bir bozukluk olduğun gösterir (Molenaar vd 2008). ġekil 2.6’da 

nöroblastoma ve diğer kanser türlerinde bu genlerin ekspresyon düzeylerinin 

karĢılaĢtırılması gösterilmiĢtir. Sempatik sisteme ait nöroblastların nasıl 

nöroblastomlara dönüĢtüğü tam olarak bilinememekle birlikte bu malign dönüĢümde 

nöroblastların normal farklılaĢmasını uyaran nörotropin reseptör yolaklarının rol 

oynadığı düĢünülmektedir. Ayrıca, nöroblastom hücrelerinde hücre farklılaĢması ve 

apoptozla iliĢkili genlerin ekspresyonu arttığında telomeraz aktivitesi düĢük 

bulunurken, hücre döngüsü ile genler ve transkripsiyon faktörlerinin overekspresyonu, 

yüksek telomeraz aktivitesi ve kötü prognozla iliĢkilidir (Aksoylar 2007). 
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ġekil 2.6 SiklinD1, CDK4 ve CDK6'nın nöroblastom ve diğer kanser türlerinde ekspresyon düzeyleri (Molenaar vd 2008)
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2.1.6.4 Nöroblastom Histopatolojisi ve Evreleme  

 

Klasik olarak, periferal nöroblastik tümörlerin alt tipleri, nöroblastom (NB), 

ganglionöroblastom ve ganglionöromlardan (GNR) oluĢmaktadır ve bunlarla ilgili 

Shimada 1984 yılında, tümörün histopatolojik özelliklerinden yararlanarak bir 

sınıflandırma sistemi geliĢtirilmiĢtir. Bu kapsamda tümörler nöroblast farklılaĢması, 

'Schwannian stroma' içeriği, mitoz karyoreksis Ġndeksi (MKI) ve tanı yaĢı dikkate 

alınarak iyi ve kötü histoloji olarak gruplanmıĢtır (Shimada vd 1984, Tümer 2013). 

Sonraki çalıĢmalarda tümör sınıflandırılması Shimada sınıflandırılmasının 

modifikasyonunun 'International Neuroblastoma Pathology Classification System' 

(INPC) olarak kullanılmıĢtır (Shimada vd 1999). 

 

Nöroblastomlar, hiperkromatik nükleuslu, dar sitoplazmalı küçük hücrelerden 

oluĢur. Bunlar sıklıkla ince fibrovasküler septalar ile birlikte gruplar oluĢturan tümör 

hücreleri Ģeklinde görülür. In vitro çalıĢmalarda N tip nöroblastik hücreler, S tip 

Schwannian/melanoblastik öncül hücreler ve I tip kök hücre olmak üzere moleküler 

özellikler ve davranıĢ olarak da farklı olan 3 farklı tip nöroblastoma hücresi 

bulunmuĢtur. Nöroblastomlar, andiferansiye, az diferansiye ve diferansiye olmak 

üzere üç gruba ayrılmaktadır (Ross vd 2003). 

 

Klinik Evrelemede Türk Pediatril Onkoloji Grubu (TPOG)'nun Ulusal Nöroblastom 

Tedavi Protoklü'nde kabul ettiği sistem Evans sınıflandırmasının geliĢtirilmiĢ ve 

özgülleĢtirilmiĢ ve modifiye edilmiĢ Ģekli olan Ġnternasyonel Evreleme sistemi 

kullanılmaktadır. Tablo 2.2’de bu evreleme sistemi verilmiĢtir (Olgun vd 2009).  
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Tablo 2.2 Uluslararası nöroblastoma evreleme sistemi (Olgun vd 2009, Aksoylar 
2007) 

 

INSS Evre                                 Tanım 

Evre 1   

 

Tümör köken aldığı organa sınırlı,  makroskopik tam rezeksiyon. 

Mikroskopik tümör artığı olabilir ya da olmayabilir. Ġpsi ve kontrlateral 

lenf nodu tutulumu yok. 

Evre 

2a 

Unilateral tümör, tam olmayan makroskopik rezeksiyon. Ġpsi ve 

kontrlateral lenf nodu tutulumu yok. 

Evre 

2b 

Unilateral tümör, makroskopik tam veya tam olmayan rezeksiyon. 

Ġpsilateral bölgesel lenf nodu tutulumu var, kontrlateral tutulum yok. 

Evre 3 Orta hattı aĢan tümör +/-, bölgesel lenf nodu tutulumu var. 

- Unilateral tümör ve kontrlateral lenf nodu tutulumu var 

- Orta hat tümör ve bilateral lenf nodu tutulumu var. 

Evre 4 Yaygın hastalık, uzak metastazlar (kemik iliği, kemik, uzak lenf nodu, 

karaciğer ve/veya diğer organlar). 

Evre 

4-S 

Hastanın yaĢı < 365 gün olmalıdır. Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer 

tümör var. Sadece karaciğer, cilt ve/veya kemik iliği yayılımı var 

(kemik iliğinde tümör hücrelerinin oranı < %10 olmalı). 

 

Bütün bu evreleme çalıĢmaları sonucunda kanser tedavisine göz atacak olursak; 

  

2.1.7. Kanser Tedavisi 

 

Kanser tedavisinde; tümörün organizmada bulunduğu dokuya, tümörün 

karakterine ve evresine, hastanın fizyolojik durumuna göre çok çeĢitli tedavi 

yöntemleri uygulanmakla birlikte bu tedaviler arasında, radyoterapi, kemoterapi, 

immünoterapi, monoklonal antikor terapileri, gen terapisi ve cerrahi müdahale gibi 

yöntemler kullanılmaktadır (Türker ve Kayaalp 2000, Tozkoparan ve Aytaç 2007). 

Kanser tedavisinde cerrahi müdahale ile erken tanı konmuĢ ve henüz vücuda 

yayılmamıĢ tümörlü dokunun hayati organlara zarar vermeden vücuttan alınması 

amaçlanmaktadır. Radyoterapide ise kanserli hücrelere gönderilen X ıĢınları 

yardımıyla hücre ölümünü indükleyip kanser tedavisini sağlamak amaçlanmaktadır. 

Böylece kanser hastalarında tümörün yayılması, kitlenin küçültülmesi veya yok 

edilmesi sağlanmaya çalıĢılmaktadır (Dilsiz 2004). Özellikle orta veya yüksek risk 

gruplarındaki hastaların ya da düĢük risk grubu olup da hayati organların tutulumu 

nedeniyle cerrahi müdahalenin uygulanamadığı olgularda kullanılan temel tedavi Ģekli 

ise kemoterapidir. Kemoterapi hastanın ya da konakçının normal hücrelerine zarar 

vermeksizin direkt mikrop ya da tümörlü doku hücrelerini öldürmeyi amaçlamakta 

kullanılan kimyasal tedavi Ģekli olup, kemoterapi protokolleri hastanın risk grubuna 

göre belirlenmektedir (Kayaalp 2000). 
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Gen tedavisi yöntemi son yıllarda daha da güçlü bir Ģekilde bilim insanları 

tarafından dillendirilmekle birlikte bu yöntem ile kalıtsal ve/veya kazanılmıĢ insan 

hastalıklarını tedavi etmek amacıyla gen düzeyinde moleküler hücre biyolojisi, DNA ve 

RNA temelli bir tedavi yöntemi kullanılmaktadır. Bu yöntemde gen transfeksiyonu, 

DNA onarımı gibi genetik mühendisliği tekniklerinden yararlanılmaktadır (Kars 2004). 

Ġnsan vücudunun bağıĢıklık sistemi, kanser hücrelerini yabancı hücre olarak 

algılamakta bundan dolayı da diğer bir tedavi yöntemi olan immunoterapi ile doğal 

olarak bağıĢıklık sisteminin daha iyi hale getirilip güçlendirilmesi amaçlanmaktadır. Bu 

tedavi yönteminde ise antikorların ürettiği lenfokinler kullanılmaktadır (Kirkwood vd 

2012). Günümüzde hedefe yönelik tedavi kapsamında, terapötik ajanların direkt 

olarak kanserli hücrelerde proteinlere bağlanarak sağlıklı hücreleri etkilemeden, 

spesifik olarak sadece kanser hücrelerini hedefleyen çalıĢmaların sayısı artmıĢtır. ġu 

an için hedefe yönelik tedavi çalıĢmalarının çoğu deneyseldir ve diğer tedavi 

yöntemlerine yardımcı olarak veya kombine Ģekilde kullanılır. Bilimsel çalıĢmalarla 

test edilmekte olan hedefe yönelik tedaviler, tümöre özel ilaç sağlamanın yanında 

kanser tedavisinde en büyük sıkıntılardan birisi olan yan etki durumunu minimize 

etmeye de yardımcı olabilir. Tedavi için her zaman kür mümkün olmayabilmekte 

bazen özellikle çocuklarda olmak üzere palyatif (alternatif ve tamamlayıcı tedavi 

türleri) tedaviden de yararlanılabilmektedir. Bu tedavi ile hastanın hangi evrede olursa 

olsun kendini mümkün olduğunca iyi hissetmesi amaçlanmakta ve tedavi fiziksel, 

psikolojik, ruhsal ve ya sosyal ihtiyaca yönelik olabilmektedir (Demirelli 2005). 

 

Kemoterapi ve radyasyon ile kanser tedavisinde en önemli noktalardan biri de 

uygulanan tedavinin kanserli hücrelerin yanında sağlıklı hücrelere de zarar veriyor 

olmasıdır. Bununla birlikte tedavi yöntemlerinde hastalar çok ciddi yan etkilere maruz 

kalabilmektedirler. Bu kapsamda hem kemoterapik ajanların etkisinin ve dozunun 

azaltılması bakımından hem de insan ve hayvanlarda doz aĢımına bağlı yan etki 

göstermeyecek uygulama ve tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi önem arz etmektedir. 

Tıp ve teknolojideki geliĢmelere rağmen kanser günümüzde ölüm nedeni olarak ilk 

sıralarda yerini korumaktadır.  Son yıllarda bitkisel veya mantar içerikli doğal besinler 

veya hayvansal kaynaklı zehirlerin (arı, akrep, yılan zehri gibi) ilaç olarak kullanımının 

artması fitoterapi, alternatif ve tamamlayıcı terapiye olan ilgiyi arttırmıĢtır. GeliĢmekte 

olan ve geliĢmiĢ ülkelerde ticari önem kazanmasından dolayı geleneksel ilaçların 

üretimi ve kullanımı yaygınlaĢmaktadır. Dünya marketlerinde bu tip ilaç pazarının 60 

milyon dolara, yıllık büyüme hızının %5-15 düzeyine ulaĢtığı bilinmektedir. ABD’de 
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son 50 yılda halkın doğal içerikli ilaçlara olan ilgisi %34-42 oranında arttığı 

bildirilmektedir (Roy-bvyrne vd 2005). 

 

Özellikle kanser hastalarında tamamlayıcı ve alternatif tedavi kullanımının giderek 

arttığı da bildirilmiĢtir. 13 ülkede 26 çeĢitli çalıĢmadan elde edilen istatistiki verilere 

göre yapılan araĢtırmalarda bu tarz kullanımın sıklığının %7 ile %64  (ortalama 

%31,4) arasında seyrettiğini rapor edilmiĢtir (Ernst ve Cassileth 1998, Kav vd 2008). 

Ġçerisinde Türkiye'nin de bulunduğu 14 ülkede yürütülen bir baĢka çalıĢmada, 

alternatif ve tamamlayıcı tedavi kullanım ortalamasının %36'larda olduğu ve bu oranın 

ülkelere göre %15 ile 73 arasında değiĢtiği de bildirilmiĢtir (Molassiotis vd 2005, Kav 

vd 2008). GeliĢmiĢ bazı ülkelerde yapılmıĢ olan tamamlayıcı ve alternatif tedavi 

sonuçları Ģu Ģekilde rapor edilmiĢtir: Amerika'da %42.1, Avustralya'da %48.2, 

Fransa'da %49.3, Kanada'da %70.4 iken geliĢmekte olan bazı ülkeler için bu oranlar 

benzer Ģekilde bulunmuĢtur. Örneğin, Çin'de %70, Kolombiya'da %40 ve Afrika 

ülkelerinde ortalama %80 oranındadır (Bodeker ve Kronenberg 2002, Özçelik ve 

Fadıloğlu 2009). Türkiye'de kanser hastaları için TAT (tamamlayıcı ve alternatif tedavi) 

kullanım oranları yapılan çeĢitli araĢtırmalarla belirlenmeye çalıĢılmıĢ ve elde edilen 

verilere göre, Ceylan ve ark. %60,1, Samur ve ark %50, Oğuz ve Pınar %80.2, Tas ve 

ark. %47.3, Gözüm ve ark %41.1, IĢıkhan ve ark.%39.2, Algier ver ark. %36 

bulunmuĢtur. Kav ve ark. tarafından yapılan literatür taramasında Türkiye için bu 

verilerin %22.1 ile %84.1 (ortalama %46,2) düzeylerinde olduğu rapor edilmiĢtir (Oğuz 

ve Pınar 2000, Samur vd 2001, Ceylan vd 2002, Gözüm vd 2003, Algier vd 2005, Tas 

vd 2005, Kav vd 2008).  

 

Tamamlayıcı ve alternatif tedavi yöntemleri günümüzde tıbbi tedavilere destek 

olmak amacıyla kullanılmakla birlikte aynı zamanda hastanın yaĢam kalitesini 

arttırmak, fiziksel ve psikolojik destek sağlamak, semptomları ve ilaçlara bağlı yan 

etkileri azaltmak gibi amaçları da içerir.  Tamamlayıcı tıp, bilimsel olarak test edilmiĢ 

ve etkili ve güvenli olduğu bulunmuĢ konvansiyonel tedavi yöntemlerine ilave olarak 

yapılır. Alternatif tedavi ise, bilimsel uygulamaların yerine kullanılan fakat etkisi 

kanıtlanmamıĢ tedavi yöntemleridir.  Bakım ve tedavisi güç kronik, dejeneratif ve 

malign hastalıklarda daha fazla karĢılaĢılmaya baĢlanması, yeni teknolojilerin 

maliyetinin nispeten yüksek olması, olanaklara ulaĢma kısıtlılığı, sağlık çalıĢanlarının 

hastalara yeterince zaman ayıramaması, geleneksel tedavi yöntemlerinin halk 

nezdinde hala oldukça geçerli sayılması, güncel tedavi yöntemlerine karĢı kuĢku, 

klasik tıbbi tedavilerdeki olası yan etkilerden korkulması gibi sebeplerden dolayı 

tamamlayıcı ve alternatif tedavi kullanımının her geçen gün dünyada kanser hastaları 
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dâhil bir çok hastalıkla mücadelede tedavi amaçlı kullanımı giderek yaygınlaĢmaktadır 

(Turan vd 2010). Kanser hastaları; tıbbi tedaviye destek olma, tekrarlamasının önüne 

geçme amaçlı da kullandıkları tamamlayıcı tedavi ayrıca son bir çare olarak da tercih 

edilmektedir (Özçelik ve Fadıloğlu 2009). 

 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar kapsamında meyve ve sebze içeriği zengin 

olan Akdeniz diyeti beslenme tarzı kanser, diyabet, kardiyovasküler hastalıklar ve 

diğer çeĢitli metabolik hastalıkların önlenmesinde baĢarılı olduğu sonucuna 

ulaĢılmıĢtır. Akdeniz diyetinin önemli besinlerinden birisi de zeytindir. Günümüzde pek 

çok araĢtırmada zeytin, zeytinyağı ve zeytin yaprağı gibi ürünler baĢta olmak üzere 

bilim insanlarını bu besinlerin potansiyel sağlık etkileri konusunda çalıĢmalar 

yürütmektedir (Büyükbalcı ve El 2008). Bu kapsamda zeytin yaprağının da Akdeniz 

ülkelerinde bazı hastalıkların daha az görülme sebeplerine katkı yapan bir faktör 

olabileceği üzerinde durulmaktadır. AraĢtırmalar, zeytinyağı kadar, zeytin yaprağı 

özütlerinden elde edilen bileĢenlerin antihipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, 

hipokolesterolemik, hipoglisemik, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, 

antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip olduğunu ortaya koymaktadır (Visioli vd 

2002, Büyükbalcı ve El 2008, El ve Karakaya 2009, Bouallagui vd 2011). Zeytin 

ürünlerinin insan sağlığı üzerindeki olumlu etkileri yapılarında bulunan çok yönlü 

biyoaktif bileĢenlere dayandırılır. Bu bileĢenler polifenoller, tokoferoller, fosfolipitler, 

karetonoidler, steroller olarak gruplandırılır (Visioli vd 2002). Özellikle kansere olan 

etkisinin araĢtırılmaya baĢladığı son yıllarda zeytinin polifenoller içersinde yer alan 

oleuropein büyük ilgi görmektedir.  

   

2.2. Oleuropein 

 

2.2.1. Oleuropeinin Biyolojik, Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

 

Oleuropein Oleaceae, Gentianaceae, Cornaleae familyalarında ve bunun yanı 

sıra pek çok diğer bitkilerde bol miktarda bulunan sekoiridoit grubu bir bileĢiktir. 

Oleuropein zeytin yaprağında bulunan en önemli fenolik bileĢik olmakla birlikte, ayrıca 

zeytinyağı ve meyvesinde de bulunmaktadır. Fenolik bileĢikler, gıdalarda bulunan ve 

insan sağlığı üzerine olumlu etkileri kanıtlanmıĢ bileĢiklerdir. Bitkisel kökenli hemen 

hemen tüm gıdalar farklı tiplerde, değiĢen oranlarda fenolik bileĢikler içerirler. Fenolik 

bileĢikler aromatik bir halkaya (benzen) bir veya daha fazla hidroksil gruplarının 

bağlanmasıyla oluĢan moleküllerdir ve oluĢan yapı polifenoller olarak da 

adlandırılırlar. Bitkiler için karakteristik olan bu bileĢikler genellikle serbest halde 
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olmayıp ester veya glikozit formda bulunurlar. Bu bileĢikler yağ elde etme iĢlemi 

sırasında yağa geçerek yağı oksidasyona karĢı korur ve zeytinyağının lezzet özelliğini 

sağlarlar. Bu bileĢikler insan sağlığı için zararlı olan oksidasyon ürünlerinin oluĢmasını 

önlerler. Zeytin yaprağı, meyvesi ve elde edilen yağı, içereği analiz edildiğinde tespit 

edilen fenolik bileĢiklerin baĢlıca sekoiridoidleri flavonoidler, fenolik asitler ve 

lignanlardır. Oleuropein, sekoiridoid grubunda yer alan bir fenolik bileĢiktir ve 

moleküler olarak üç alt birimden oluĢmuĢtur. Bu alt birimlerden birincisi, polifenol 

yapısında olan 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol (hidroksitirizol); ikinci alt birim, 

molekril elenolik asit ve üçüncü alt birim de glikoz molekülüdür. Hidroliz yoluyla aktif 

metaboliti olan hidroksitirizole dönüĢür. Oleuropein reaktif oksijeni ve nitrojen türlerini 

uzaklaĢtırmaktadır (Ersus ve Esen 2008, Armutcu vd 2011, Yıldız ve UylaĢer 2011). 

Oleuropein (C25H32O13),  moleküler ağırlığı 540.51 g/mol olan açık sarı görünümlü bir 

fenolik bileĢiktir (ġekil 2.7, Web_5). Oleuropeine ait fiziksel ve kimyasal bazı özellikler 

Tablo 2.3’de belirtilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.7 Oleuropein'in kimyasal Yapısı (Web_5) 

 

Tablo 2.3 Oleuropeine ait bazı fiziksel ve kimyasal özellikler (Sigma) 

 

Özellik 

Kimyasal 
Formül 

C25H32O13 

Kimyasal 
Ġsimlendirme 

(2S,3E,4S)-3-Ethylidene-2-(β-D-glucopyranosyloxy)-
3,4-dihydro-5-(methoxycarbonyl)-2H-pyran-4-acetic 

acid 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl ester 

Alternatif isim-
kısaltma 

OLE 

Moleküler 
Ağırlık 

540.5 

Çözünürlük DMSO, etanol, metanol, DMF, Su 

Muhafaza +4°C 

Görünüm-Renk Açık Sarı 
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Zeytinin hasattan hemen sonra tüketilebilir nitelikte olmamasından sorumlu olan 

bu glikozit suda çözünebilme özelliğine sahiptir. Alkali uygulaması, enzimatik yöntem 

ya da mikroorganizmalarla hidrolize edilerek zeytinden uzaklaĢtırılabilmektedir 

(Brenes ve DeCastro 1998).  Oleuropein, polifenol yapısında olan 4-(2-hidroksietil) 

benzen-1,2-diol (hidroksitirizol); Elenolik asit ve glikoz olmak üzere üç alt yapısal 

birimden oluĢmuĢtur (Yıldız ve UylaĢer 2011). Oleuropeinin vücuda alındıktan sonraki 

metabolizması Ģu Ģekilde gerçekleĢir. Enzimatik hidroliz yöntemiyle oleuropein β-

glikozidaz enzim aktivitesiyle glikoz ve oleuropein aglikona parçalanmakta, daha 

sonra esteraz enziminin etkisiyle hidroksitriosol ve elenolik asit oluĢmaktadır (ġekil 

2.8a, Marsillo ve Lanza 1998). 

 

Oleuropeinin mideye alınması ile birlikte asidik ortam etkisiyle çeĢitli metabolitlere 

ayrılır. β-glukozidaz enzimi ile β-glikozidik bağlar parçalanır ve oleuropein, aglikan ve 

glukoza ayrıĢır. Daha sonra aglikanlar dialdehitlere parçalanır ve stabil olmayan bu 

bileĢikler, β-glukozidaz enzimi ile lipofilik özellikli transpoz sekoiridoitlere ayrıĢır. Uzun 

süreli asit etkisi veya güçlü asit etkisi ile bu bileĢiklerde iki esteral gruba ayrılarak 

hidroksitrizol veya metanol fragmanti kaybedilir.  Eğer oleuropein gastro-dirençli, 

midede sindirime uğramayacak Ģekilde kapsül içinde vücuda verilirse midede 

herhangi bir hidrolize uğramadan direkt bağırsağa ulaĢır ve burada farklı bir kadere 

sahip olur. Yüksek moleküler ağırlığı ve hidrofilik bileĢenleri nedeniyle lipid çift 

tabakadan veya parasellum kavĢaklardan (paracellum junctions) difüze olamaz. Bir 

glikozit olarak muhtemelen bir glukoz transporter (taĢıyıcı) ile giriĢ yapabilir fakat bu 

konu ile ilgili olarak yapılmıĢ deney veya bu hipotezi destekleyen çalıĢma ya da 

bilimsel veri bulunmamaktadır. Literatürde oleuropeinin farmakokinetikleri açıklayıcı 

rapor bulunmamakta ve oleuropeinin çok az miktarının değiĢmeden sistematik 

sirkülasyona katıldığı düĢünülmektedir. Sonuç olarak, bağırsakta lipaz enzimi 

yardımıyla hidroksitrizol ve metiloleoside parçalanır. Metiloleosid ise daha sonra lipaz 

enzimi yardımıyla metanol ve oleosid formuna dönüĢtürülür. (Furneri vd 2009) 

Oleuropeinin hidrolizi ile elde edilen bileĢikler arasından hidroksitrizol öne çıkmaktadır 

(ġekil 2.8b) (Carrera-Gonzales vd 2013). 
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ġekil 2.8 a) Oleuropeinin β-glikozidaz enzimi ile hidrolizi (Marsillo ve Lanza 1998) b) Vücuda alındıktan sonraki metabolizması (Furneri 
vd 2009) 
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2.2.2. Oleuropein ve Sağlık Üzerine Etkileri 

 

Oleuropein çeĢitli farmakolojik özelliklere sahiptir. Bunlar; antioksidan; anti-

inflamatuar, anti-mikrobiyal, anti-viral, hipoglisemik, anti-kanserojen, anti-hipertansif, 

hepatoprotektif ve nöroprotektiflik gibi sağlık ile ilgili aktivitelerdir. Tablo 2.4'de 

oleuropeinin rapor edilmiĢ farmakolojik özellikleri ve etki mekanizmaları verilmiĢtir.  

 

Tablo 2. 4 Oleuropeinin farmakolojik özellikleri ve etki mekanizmaları 

 

Aktivite Etki Referans 

Antioksidan *Radikal stabilitenin 
düzenlenmesi 

Omar 2010 

*Reaktif oksijen süpürücü etki Visioli vd 1998 

*LDL oksidasyonunun 
inhibiasyonu 

De la Puerta vd 2001 

 

 

Anti-inflamatuar *Pro-inflamatuar  sitokinlerin 
sentezinin inhibisyonu ile 

Giamerellos-
Bourboulis vd 1999; 
Omar 2010 

*Lipoksijenaz inhibisyonu De la Puerta vd 1999 

 

 

Anti-tümör *ROS süpürücü etki ile Owen, vd 2004 

 *Antiproliferatif etki Goulas vd 2009; 
Acquaviva vd 2012; 

 *Apoptoz indüklenmesi Cardeno vd 2013; 

 *Anti-migrasyon etkisi Hamdi ve Castellon 
2005;  Mao vd 2012; 

 *Anjiyogenez inhibisyonu ile Hamdi vd 2003 

   

Hepatoprotektif 
aktivite 

*Steatozis azaltılması Park S vd, 2011 

 *Oksidatif stresi azaltarak Domitrovic R vd.2012 

  

 

Anti-mikrobiyal Etki 
*Bakteri hücre membranı 
üzerinden 

Omar vd 2010 

  

 

Anti-viral *Viral integraz inhibisyonu ile 
Lee-Huang vd 2007 ; 
Lee-Huang S vd 2007; 

 
*Viral zarf etkileĢimi ile Micol vd 2005 

  

 

Nöroprotektif 
aktivite *Oksidatif stresi azaltarak 

Omar 2010 

 
*Tau fibrilizasyon inhibisyonu ile Daccache vd 2011 

Hipoglisemik Etki *Ġnsülin düzeyini yükseltip kan 
glukoz seviyesini azaltarak 

Al-Azzawie vd 2006 

Anti-hipertansif  *Kan basıncını düĢürerek Khayyal vd 2002; 

Somava vd 2003 
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Antioksidanlar, serbest radikaller denilen vücudumuzdaki zararlı maddeleri etkisiz 

hale getirmeleri ve hücrelerin tahrip edilmesini engellemeleri bakımından son derece 

önemli maddelerdir. Oleuropeinin süpeoksit ve hidroksil radikallerine karĢı temizleyici 

rolündedir. Glutatyon sistemini kullanarak antioksidan savunma mekanizmalarını 

pozitif olarak etkiler. Oleuropeinin ve zeytin yaprağı ekstratı içerisinde bulunan 

polifenollerin hücrelerin oksidasyonuna direnç gösterdiği ve yaĢlanmayı geciktirdiğine 

yönelik çeĢitli çalıĢmalar bulunmaktadır (Vlahov 1998, Galli ve Visoli 1999). Yapılan 

bir çalıĢmada oleuropeinin karaciğer mikrozomlarındaki askorbat-fe+2 sistemini 

etkileyerek non-enzimatik lipid peroksidasyonu üzerinden antioksidan etkilerinin 

olduğu gösterilmiĢtir (Gutierrez 2001). Tutour ve Guedon (1992)  tarafından yapılan 

bir çalıĢmada da oleuropein ve onun metaboliti olan hidroksitirozolün güçlü bir 

antioksidan olan vitamin E ile etkileri karĢılaĢtırılmıĢ ve oleuropein ve hidroksitirizolün 

antioksidan etkilerinin daha yüksek olduğu saptanmıĢtır (Tutour ve Guedon 1992). 

 

 Oleuropeinin birçok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalar üzerine olan 

inhibitör etkisi yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Tassou vd 1991, Markin ve Duel 

2003, Lee-Huang vd 2003, Micol ve Caturle 2005, Sousa vd 2006). Yapılan bir 

çalıĢmada Oleuropeinin hipoglisemik bir ajan olduğu belirtilmiĢtir. (Lee-Huang vd 

2003). Ayrıca kalp hastalıklarına karĢı koruyucu ve bağıĢıklık sistemini güçlendirici 

olduğu gösterilmiĢtir (Visioll vd 1998). Yapılan bazı çalıĢmalarda toksikolojik olarak 

birçok hayvan türünde oleuropeinin ve metabolitlerinin tam olarak toksik etkisinin 

olmadığı ortaya koyulmuĢtur (Gonzales vd 2003). 

 

Oleuropeinin ve türevlerinden hidroksitrizolün kan beyin bariyerini geçebildiği 

çeĢitli çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Dangelo vd 2001, Wu vd 2009, Mohagheghi vd 

2011, Luccarini 2014). Bu durum oleuroepin ve zeytin içeriğindeki diğer polifenollerin 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde de potansiyel ajan olabileceği ve bu 

kapsamda araĢtırmalar yapılmasını cazip hale getirmektedir. Oleuropeinin beyin ve 

merkezi sinir sisteminin inme, Alzheimer ve Parkinson gibi yaĢa bağlı dejeneratif 

hastalıkların korunmasında etkisinin olduğu ve etkiyi yangının bastırılması ve oksidatif 

stresin sebep olacağı tahribatın azaltılması yoluyla gerçekleĢtirdiği rapor edilmiĢtir. 

Beyin dokusunun mikroskobik incelemesinde de benzer Ģekilde, hasarlı beyin 

dokusunda ve ölen beyin hücrelerinde %55'lik bir azalmanın olduğu belirtilmiĢtir 

(Mohagheghi vd 2011). AraĢtırıcılar, inme modeli oluĢturulmuĢ hayvanlarda zeytin 

yaprağı ekstratı ile denenen ön çalıĢma sonuçlarında olumlu etkiler bulmuĢlardır. Ön 

tedavi görmemiĢ hayvanlar ile karĢılaĢtırıldığında tedavi görmüĢ hayvanların 
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oksidasyon seviyelerinde azalma ve normal hücresel antioksidan aktivitede bariz artıĢ 

tespit etmiĢlerdir (Dekanski vd 2011, Khalatbary ve Ahmadvand 2012). Oleuropein ile 

ön tedavi görmüĢ deneysel omurilik hasarlı hayvanlardada benzer bulgulara 

rastlanmıĢtır (Khalatbary ve Ahmadvand 2012). Zeytin yaprağı ekstraktı ve 

oleuropeinin nörodejeneratif hastalıklarda (Alzheimer, Parkinson) da oksidatif stres 

üzerinden etki gösterdiği gösterilmiĢtir. Hayat boyunca süren oksidatif etki zaman 

içinde katlanmakta ve ortaya çıkan yangı ve diğer değiĢimler sinir hücrelerinde bir 

takım anormal proteinlerin birikmesine ve bu birikmeye bağlı olarak nöronların normal 

çalıĢmasını bozarak ölümlere neden olabilmektedir. Zeytin yaprağı ekstraktının 

Alzheimer ve benzeri hastalıklarda nörofibriller karmaĢayı proteinler üzerinden 

etkileyerek azalttığı gösterilmiĢtir (Bazoti vd 2006, Daccache vd 2011, Rigacci vd 

2011). Her ne kadar yapılan sınırlı çalıĢmalara bulunsa da oleuropeinin beyindeki 

farmakokinetik detayı ve etki mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılabilmiĢ 

değildir. Bu kapsamda çok çeĢitli ve detaylı çalıĢmalara ihtiyaç vardır (Dangelo vd 

2001). Nöroblastom üzerine yapılmıĢ oleuropeinle iliĢki çalıĢma literatürde 

bulunmamaktadır. Yapılan bu çalıĢma ile ilk veriler elde edilmiĢtir. 

 

Çok sayıda yararlı etkiye sahip olan ve toksik etkisi bulunmayan oleuropeinin 

kanser hücreleri üzerine herhangi bir etkiye sahip olup olmadığı son yıllarda araĢtırma 

konusu olmuĢtur. 2005 yılında yapılan bir araĢtırmada oleuropeinin insan ve hayvan 

deneylerinde anti-tümöral ve anti-anjiyojenik etkileri olduğu gösterilmiĢtir (Hamdi ve 

Costallen 2005). Yapılan bu çalıĢma ile oleuropeinin hücre büyümesi, migrasyonu ve 

yayılımını inhibe ettiğini tespit etmiĢlerdir. Hayvan deneyi ile tümör büyümesini çok 

kısa sürede gerilettiği tespit edilmiĢtir (Gonzales vd 2002). Monositik lösemi hücre 

hattı THP-1 ile yapılan bir çalıĢmada zeytinyağı fenollerinin Metalloproteinaz 9 

eksprezyonunu modüle ettiği ve NF kappa B yolağı ile bağlantısını olduğunu rapor 

edilmiĢtir (Agli vd 2010). Bir diğer çalıĢmada, oleuropeinin meme kanseri modeli olan 

MCF-7 hücre hattında hücre canlılığını azalttığı, hücre proliferasyonunu ERK1/2 

aktivasyonu ile inhibe ettiği ve apoptozu indüklediği gösterilmiĢtir (Sirianni vd 2010). 

Ayrıca Kimura ve arkadaĢları 2009 yılında, UV ıĢığı ile irite olmuĢ deri kanseri 

modelinde, oleuropein uygulamasının MMP-2, MMP-9, MMP-13, VEGF ve COX-2 

genlerinin ifadesini azalttığını bulmuĢlardır (Kimura vd 2009). Yapılan baĢka bir 

çalıĢmada MCF-7, T-24 (insan üriner bladder karsinoma) ve BBCE (Bovine Brain 

kapiller endotel) hücrelerinde zeytin yaprak ekstresinin, güçlü antioksidan özelliği 

gösterdiği ve hem kanser hem de endotel hücrelerinde hücre proliferasyonunu 

önlediği bulunmuĢtur (Goulas vd 2009). Hassan Zeinab ve arkadaĢları MCF-7 hücre 

hattında oleuropeinin apoptozu Bax ve Bcl-2 ekspresyon değiĢimi ve p53 yolağı 
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aracılığıyla indüklediğini rapor etmiĢlerdir (Havan vd 2013). Köçkar ve arkadaĢları 

Prostat (PC-3), Meme (MCF-7) ve Hepatoma (HEP3B) kanser hücrelerinde 

oleuropeinin anti-tümör etkisini belirlemeye yönelik yaptıkları in vitro çalıĢmada çeĢitli 

hücre hatlarında farklı dozajlarda oleuropein uygulaması ile anti-proliferatif etkisini 

belirlemiĢlerdir (Köçkar vd 2010). A549 akciğer kanser hücre hattında yapılan bir 

çalıĢmada oleuropeinin hücre migrasyonunu ve proliferasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir. Oleuropeinin A549 hücre hattında, IC50 değeri 59.96 µM olarak tespit 

edilmiĢtir (Mao vd 2012). Prostat kanser hücre hatlarında (BPH-1, LNCaP ve DU145) 

oleuropeinin 100 µl ve 500 µl dozajında zamana bağımlı hücre proliferasyonları 

araĢtırılmıĢtır (Acquaviva 2012). Yakın zaman da yapılan bir çalıĢmada zeytin ekstratı 

içerisinde yer alan fenolik bileĢenlerin SKBR3 meme kanseri hücre hattında hücre 

canlılığını engellediği rapor edilmiĢtir (Quirantes 2013). Drira ve arkadaĢlarının 

yaptıkları bir çalıĢmada oleuropein ve hidroksitirosolün 3 T3-L1 hücrelerinde adipozit 

farklılaĢmayı inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Drira vd 2011).  Kolon kanser hücre hattı 

Caco-2 ile yapılan bir çalıĢmada oleuropeinin Caco-2 hücrelerinde G2/M hücre siklus 

blokajını indüklediği ve bunu p38 ve CREB aktivitesinin ve COX-2 ekspresyonunun 

inhibisyonu ile yapıldığı gösterilmiĢtir (Corano vd 2007). Kolon kanseri ile yapılmıĢ 

baĢka bir çalıĢmada oleuropeinin analjezik, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen 

aktivitesi hem in vitro hem de in vivo olarak gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada HTC116 kolon 

kanseri hücre hattı ve Atimik nu/nu ratlar kullanılmıĢ ve dozaj çalıĢmaları yapılmıĢtır 

(Fezai vd 2013). Yine wistar sıçanlarında yapılmıĢ bir çalıĢmada kimyasal kullanılarak 

hepatosellüler karsinom indüklenmiĢ sıçan modelinde, oleuropeini hepatoprotektif ve 

anti-kanser özellikleri incelenmiĢ ve etkili sonuçlar bulunmuĢtur (Abdel-Hamid 2011). 

Kolon kanser ile 2013 HT-29 hücre hattında oleuropeinin etkisi ile ilgili bir çalıĢma 

sonucunda hücre proliferasyonuna etkisinin HIF-1α downregülasyonu aracılığıyla 

olduğu gösterilmiĢtir (Cardeno 2013). Oleuropein ile ilgili tüm kanser çalıĢmaları Tablo 

2.5'de toplu olarak özetlenmiĢtir.   
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      Tablo 2.5 Oleuropein'in ile ilgili in vitro ve in vivo anti-kanserojen çalıĢmalar 

 

Hücre Hattı Kanser  Tipi Aktivite-Etki Mekanizması Referans 

MCF-7 Meme Kanseri ERK1/2 üzerinden
1 
; Bax, Bcl-2,  

p-53 üzerinden
2
; kaspaz-3, Siklin 

D1,NFkB
3 

Srianni vd 2010
1
 ;Hassan vd. 

2013
2
 ; Elamin vd 2013

3 

MDA-MB-231 Meme Kanseri MMP-2, MMP-9, TIMP1,3,4 Hassan vd 2012 
SKBR3 Meme Kanseri GPER/GR30  Chiment vd 2014 
HT-29, SW620 Kolon Kanseri  Notarnikola 2011 
HTC 116 Kolon Kanseri  Fezai vd 2013 
CaCO2 Kolon Kanseri p38,CREB,COX2 Corono vd 2007 
HT-29 Kolon Kanseri HIF1-α, p53, PPARɣ, IkBα, pJNK Cardeno 2013 
LNCaP, DU145 Prostat 

Kanseri 
 Acquiaviva 2012 

A549 Akciğer 
Kanseri 

 Moa vd 2012 

TPC-1, BCPAP Tiroid Kanseri Erk/Akt Bulotta vd 2013 
HeLa Serviks 

Kanseri 
JNK aktivasyonu Yao vd 2014 

THP-1  Monositik 
Lösemi 

MMP-9, NFkB Agli vd 2010 

K562 Kronik 
Myeloid 
Lösemi 

 Samet vd 2014 

RPMI 7951 LN18  Hamdi ve Costallen 2005 
LN 18 Glioblastoma  Hamdi ve Costallen 2005 

Hayvan Deneyi    

                Atimik nu/nu sıçan                Kolon Kanseri 
Modeli                                         

 Fezai vd 2013 
 

                Wistar sıçan                          Hepatosellüler 
Karsinoma Modeli                         

 Abdel-Hamid 2013 
 

                 Fare     Deri Kanseri      MMP-2, MMP-9, MMP-13, 
COX-2, VEGF     

Kimura vd 2009 
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Akdeniz bölgesinde oldukça sık kullanılan bir besin olan zeytinin yaprağındaki 

etken madde olan oleuropeinin sağlık üzerine etkileri insanlarda umut verici olmasına 

rağmen, çeĢitli hastalıklarda ve özellikle kanser türlerinde tedavide kullanılabilecek en 

uygun dozun tayin edilmesi gerekmektedir. ÇeĢitli dozlarda güvenlik profili önce hücre 

düzeyinde in vitro olarak daha sonrada hayvan deneyleriyle organizma düzeyinde 

incelenerek kliniğe uygun bir Ģekilde kullanılabilecek farmositik ajan olarak katkı 

yapabilecektir. ÇeĢitli kanser türleri ve hücre hatlarında etkisi ortaya çıkarılmıĢ olan 

biyolojik olarak oldukça etkili, antioksidan içeriği yüksek ve vücuda toksik etkisi 

olmadığı gösterilmiĢ olan oleuropeinin, beyin tömörleri üzerine etkisi bilinmemektedir. 

Diyabet, kardiyovasküler hastalıklar, yaĢlanma hipertansiyon ve çeĢitli metabolik 

hastalıklar üzerine etki gösterdiği bilinen oleuropeinin nörodejeneratif hastalıklarla 

iliĢkisine yönelik yapılan araĢtırma sayısı oldukça azdır. 

 

2.3. Hipotez 

 

Günümüzde biyolojik bileĢenlerin kullanımı ve çeĢitli hastalıklarda tedavi ajanı 

olabileceğine yönelik ilginin artması ile birlikte çeĢitli meyve ve sebzelerde bulunan 

fenolik bileĢikler ve türevleri ile yapılan çalıĢmalar artmıĢtır. ÇalıĢmamızda zeytin 

bitksinin major fenolik bileĢeni olan oleuropein kullanılmıĢtır. Antioksidan içeriği 

oldukça yüksek olan oleuropeinin literatür taramalarında anti-mikrobiyal, antioksidan, 

anti-hipertansif, anti-kanserojen bir ajan olduğuna yönelik çalıĢmalar bulunmaktadır. 

ÇeĢitli kanser türlerinde in vitro ve in vivo yapılan araĢtırmalar oleuropeinin anti-

kanserojen etkinliğini ve tedavide rol alabileceğini düĢündürmektedir. Bu çalıĢmadaki 

hipotezimiz, oleuropeinin bir beyin tümörlerü olan nöroblastom hücrelerinde hücre 

döngüsü ve apoptoz gibi hücresel mekanizmalar üzerinden etki gösterdiği ve ayrıca 

hücre invazyonunu ve koloni oluĢumunu etkileyeceğidir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. ÇalıĢmalarda Kullanılan Malzemeler, Kimyasallar ve Kitler 

 

Çalışmalarda kullanılan kimyasallar ve sarf malzemeler 

 

Tween 20 (BioShop), Skim Milk (BioShop), Magnesium Choloride (BioShop), 2-

Mercaptoetanol (Merck), Bromfenol Mavisi (BioShop), Dietanolamin (BioShop), BCIP 

(BioShop), Fenazin metosülfat (BioShop), Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (BioShop), 

Etanol (Riedel), Tris (BioShop), Hidroklorik asit (HCl) (Sigma), Akrilamid (Sigma), 

Sodyum bikarbonat (Riedel), Amonyum persulfat (Sigma), Coomassie Pırlanta Mavisi 

(BioShop), Asetik Asit (Merck), N,N-Metilenbisakrilamid (Sigma), Glisin 

(BioShop),Oleuropein (Sigma), Akrilamid (Sigma), Kloroform (Sigma), 2-

propanol(Sigma), Amonyum persulfat (Sigma), Trizol (Ambion), Matrigel Invasion 

Chamber (BD Biosciences,), Fötal Sığır Serumu (Sıcaklık ile inaktive edilmiĢ) 

(Biological Industries), Kristal Viyole (BioShop), Hoechst (Sigma),  Penisilin/ 

Streptomisin  (Biological Industries),  DMEM F-12 Medium (Biological Industries),  

PBS (Biological Industries), Tripan Mavisi Boyası (%0,5 (w/v) fizyolojik tuz içinde), 

Dimetil sülfoksit (DMSO) (Roche) (Santa Cruz), DNAaz/RNAse free su (Invitrogen), 

Steril kültür kapları (Petri), (Greiner) 96 kuyucuklu hücre kültür kabı (Greiner) 96-

Kuyucuklu PCR Array Plate (Qiagen) 

 

Bu çalıĢmada kullanılan diğer tüm kimyasal maddeler analitik derecede ve yüksek 

saflıkta olacak Ģekilde ticari kaynaklardan elde edilmiĢtir.  

 

Çalışmalarda Kullanılan Kitler; 

 

XTT proliferation Kit (Biological Industries),  Thermo Scientific Maxima SYBR 

Green qPCR Master Mix, Tunel In Situ Cell Detection Kit (Roche), Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit (RocheDiagnostics),  
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Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar; 

 

CO2’li inkübatör (Nuaire), Biological Safety Cabinets Class II Laminar Flow 

(Nuaire), Ġnverted Mikroskop (Olympus), Floresan Mikroskop (Olympus), Otomatik 

mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 μl’lik)  (Biohit), Hassas Terazi (Denver 

Instrument), Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), Jel görüntüleme 

sistemi (DNR Bio-Imaging System), Santrifüj (Hettıch Zentrifugen), Mikro Santrifüj 

(Hettıch Zentrifugen), Soğutmalı Santrifüj (Hettıch Zentrifugen), Yatay Elektroforez 

Seti (BıoRad), Dikey Elektroforez Seti (Wealtec), RT- PCR (Applied Biosystems 

StepOnePlus), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolabı (BEKO), Ph metre 

(Metler Toledo MP 220), Isıtmalı Manyetik KarıĢtırıcı (IKA RH basic 2), Otoklav 

(Nuve), Vorteks(IKA Yellow Line), Güç Kaynağı(Bio-Rad), Mikrodalga Fırın (BEKO 

MD1500), Hücre sayıcı (Cellometer)(Nexcellum), -80°C Dondurucu (Nuaire)  

 

3.2.  Hücre Kültürü 

 
ÇalıĢmamızda hücre kültürü kullanılarak in vitro koĢullarda SH-SY5Y (ATCC®- 

: CRL-2266 ™ ; ġekil 3.1) nöroblastom hücre hattı kendi stoklarımızdan kullanılmıĢ 

olup, deneyler Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji AD. hücre kültürü 

laboratuarında gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan SH-SY5Y hücre hattına ait 

bazı özellikler Ģu Ģekildedir (Web_6); 

 

Organizma: Ġnsan, (Homo sapiens) 

Tipi: Nöroblastom  

Elde edildiği doku: Kemik iliği 

Cinsiyet-YaĢ: DiĢi- 4 

Büyüme Özelliği: YapıĢarak 

Hücreye ait diğer özellikler: Epitelyal Morfoloji, MYCN- (negatif)  

http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-2266.aspx
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ġekil 3.1 ÇalıĢmamızda kullanılan SH-SY5Y hücrelerinin mikroskobik görüntüsü 
(X10) 
 

Oleuropeinin, SH-SY5Y nöroblastom hücre hattındaki biyolojik etkilerini 

anlayabilmek amacıyla çalıĢmamızda SH-SY5Y hücrelerinin rutin kültür basamakları;  

 hücrelerin kültür ortamında çoğaltılması ve pasajlanması,  

 ekim için sayılması ve kullanılacak kültür plakalarına ekilmesi,  

 dondurulması ve çözülmesini kapsamaktadır.  

 

In vitro koĢullarda yapılan hücre kültürü çalıĢmaları için kullanılan hücre besi 

ortamı, hücreleri in vitro koĢullarda yaĢatabilecek, büyüme ve bölünmelerine uygun 

zemini sağlayacak ve hücrelerin bunlar için  gereksinim duyduğu maddeleri içerecek 

düzeyde olmalıdır. Bu kapsamda çalıĢmamızda kullanılan besi ortamı %10 fötal sığır 

serum (FBS), %1 L-glutamin, 100IU/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin içeren 

DMEM F12 besi yeridir. Hücre hatttının büyümesi için kullanılan besi yeri detayları 

Tablo 3.1'de belirtilmiĢtir. Hücrelerin proliferasyonu, pasajlanmaları ve takip iĢlemleri 

inverted mikroskop ile izlenmiĢ ve hücreler kendileri için uygun kültür ortamı olan 37°C 

de %95 nem ve %5  CO2’li etüvde inkübe edilmiĢlerdir. 

 

Tablo 3.1 Hücre hattının büyümesi için kullanılan besiyeri detayları: 

Hücre Dizinlerinin Büyümesi için Kullanılan Besiyeri Detayları: 

 DMEM F12 L-Glutamine (01-025-1A, Biological Industries) 

 %10 FBS (Yeni Doğan Sığır Serumu) (04-121-1B, Biological Industries) 

 0.1mM Aminoasit solusyonu (01-340-1B, Biological Industries) 

 2mM Glutamin (03-020-1B, Biological Industries) 

 1mM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biological Industries) 

 100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries) 
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SH-SY5Y hücrelerinin çoğaltılması ve pasajlanması iĢleminde; hücreler DMEM-

F12 besi yeri ile petri kaplarına ekilmiĢ ve 37°C de %95 nem ve %5 CO2’li etüvde iki 

günde bir besi ortamları tazelenerek inkübe edilmiĢtir. Hücreler monolayer olup 

tutunarak üremektedir. Bu hücrelerin pasajlanması için ilk olarak yapıĢtıkları yüzeyden 

ayrılmaları gerekir. Önce petrilerde PBS ile yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilip ölü 

hücrelerden ve hücre atıklarından iyice arındırılıp aspire edildikten sonra tripsin ilave 

edilerek hücrelerin petri yüzeyinden kalkması sağlanmıĢtır. Petri içerisindeki hücre-

ortam karıĢımı 15 ml'lik falkonlara alınıp 1500g'de 4 dakika santrifüj edilmiĢ ve 

süpernatant uzaklaĢtırılarak çöken hücreler besi yerinde homojenize edilerek uygun 

oranda petrilere ekimi gerçekleĢtirilmiĢtir.  Hücrelerin yeniden petriye yapıĢarak 

çoğalmalarının sağlanması için inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 

Hücrelerin sayılması iĢleminde tripan mavisi boyasından yararlanılmıĢtır. Tripan 

Mavisi sadece ölü hücrelerin membranlarından geçebilir. Ölü hücreler mavi (boya 

almıĢ) ve canlı hücreler (boya almamıĢ) olarak görülür. Deneylerin 

standardizasyonunu sağlayabilmek amacıyla tüm deney basamaklarında hücre 

sayımları yapılarak ekim iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu kapsamda hücreler Hücre 

sayar (Cellometer) (Nexellum) cihazı yardımıyla sayılmıĢtır. Hücreler petri kabından 

tripsinizasyon iĢlemi ile kaldırılıp santrifüj edildikten sonra üzerine besi yeri 

eklenmiĢtir.  Ependorfta, 400 µl PBS, 100 µl hücre süspansiyonunun içine 1 µl tripan 

mavisi eklenerek hücreler 5 kat dilüe edilmiĢtir.Bu karıĢımdan 20 µl alınarak 

cellometer lamına eklenmiĢtir. Böylece canlı ve ölü hücre sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu aĢama hücre ekimi yapılacak her bir deney testi için ayrı ayrı yapılmıĢ ve 

çalıĢmaya göre çeĢitli sayılarda ekim iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

  

Hücrelerin dondurularak saklanması iĢlemi kriyotüpler içerisinde DMSO (Dimetil 

sülfoksit) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Hücrelerin dondurulması, tripsinizasyon ve 

santrifüj basamaklarından sonra 1,5 ml hacimli kriyotüplere, 9:1 oranında besi yeri ve 

DMSO (%10 DMSO) olacak oranda hücre süspanse edilerek koyulmuĢtur. 

Resüspanse edilerek kriyotüplere konulan hücreler daha sonraki çalıĢmalar için -80 

derecede muhafaza edilmiĢtir.  

 

DondurulmuĢ hücrelerin yeniden çözülüp ekilmesi iĢlemleri; dondurulan 

kriyotüpteki hücrelerin hızlı bir Ģekilde 37°C de su banyosunda çözülüp biraz da taze 

besi yeri eklenerek önce falkona alınıp santrifüj iĢlemi ile DMSO içeren besi yeri 
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uzaklaĢtırılıp yeni besi yeri eklenmesinden sonra kültür kaplarına ekilmesi ve uygun 

kültür Ģartlarında inkübe edilmesi Ģeklinde yapılmıĢtır. 

 

3.3. XTT Testi (Hücre Canlılığı Testi) 

 

Oleuropeinin değiĢen dozlarda SH-SY5Y hücrelerine uygulanıp zamana ve doza 

bağımlı olarak hücre canlılığın tespiti ve hücrelerin yüzde ellisinin (%50) yaĢadığı 

dozu bulmak için XTT ile, hücre proliferasyon testi kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan 

oleuropein %98 saflıkta olacak Ģekilde ticari olarak Sigma firmasından satın alınmıĢtır 

(ġekil 3.2 a,b). 

 

                      

ġekil 3.2 a) ÇalıĢmada kullanılan oleuropein; b) Toz görünümü 
 

Bu test suda eriyebilen bir bileĢik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5- 

sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi canlı hücrelerde turuncu renkli 

formazon bileĢenlerine indirgenmesi prensibine göre iĢlemektedir (ġekil 3.3, Web_7).  

 

  

ġekil 3.3 XTT'nin formazana dönüĢümü (Web_7) 
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Suda eriyebilir özellikte olan boyanın yoğunluğu bir spektrometre ile verilen dalga 

boylarında okutulmakta ve metabolik olarak aktif hücrelerin sayısı ile orantılı olan 

formazon oluĢumu sayesinde hızlı bir Ģekilde hücre canlılığı testi sonuçlarının 

değerlendirilebilmesine olanak sağlamaktadır. 

 

Oleuropeinin sitotoksisitesi ve doz ve zamana bağlı etkisi “Cell Proliferation Assay 

with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological Industries)”  ile 

yapılmıĢtır. Toz halinde bulunan oleuropein (Sigma) çeĢitli dozlarda %10 serumlu tam 

besi ortamında binde bir oranında DMSO içinde çözülmüĢ ve konsantrasyonları 

ayarlanarak (25 µM ve 800 µM arası) etkisi araĢtırılmıĢtır. Seçilen konsantrasyon 

aralığı literatür bilgileri dikkate alınarak belirlenmiĢtir. Test kit protokolüne göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

SH-SY5Y nöroblastom hücreleri 96 kuyucuklu hücre kültürü kaplarında 

1x104/kuyucuk miktarında ekilmiĢtir. Hücrelerin yüzeye yapıĢması için 24 saat 

beklenmiĢtir. 25 µM, 40 µM, 50 µM, 75 µM, 100 µM, 150 µM, 175 µM, 200 µM, 250 

µM, 300 µM, 350 µM, 400 µM, 500 µM, 700 µM ve 800 µM'lık çalıĢma 

konsantrasyonları %10 serumlu tam besi ortamı ile hazırlanmıĢtır. Kontrol kuyucukları 

dıĢında oleuropein gruplarına 100 μl içindeki son konsantrasyonları yukarıdaki 

dozlarda oleuropein ilave edilmiĢtir. Belirlenen konsantrasyonda oleuropein 

uygulaması sonrasında hücre proliferasyonu “Cell Proliferation Assay with XTT 

Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological Industries)” ile 

saptanmıĢtır. Aynı zamanda zamana bağımlı etkinin araĢtırılması amacıyla test iĢlemi 

24, 48 ve 72. saatlerde çalıĢılmıĢtır. Bu saatler sonunda her bir kuyucuğa 100 μL 

ortam koyulduktan sonra 50 μL aktive edilmiĢ XTT solüsyonu (49 μL XTT Reagent 

Solusyonu ve 1 μL Aktivatör Solüsyonu)  eklenmiĢtir. Madde eklenmesinden 4 saat 

sonra çalıĢılan grupların absorbans değerleri (OD) ELISA cihazında 450 nm dalga 

boyunda ve 630 nm referans aralığında okunmuĢtur. Hücre canlılığı yüzdesi her bir 

kuyucukta ölçülen optik dansite değerinin kontrol optik dansite değerine bölünmesi ve 

yüz ile çarpılması ile hesaplanarak  IC50 oranı belirlenmiĢtir. 

 

Ölçülen optik dansite değeri: 

 

% Hücre Canlılığı =  
Ölçülen  optik  dansite  de ğeri

Kontrol  optik  dansite  de ğeri
    x100 
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3.4. TUNEL Testi ile Apoptoz Tayini 

 

DNA kırıklarının in situ olarak tanımlanması sağlayan TUNEL testi hücrelerde 

apoptozun saptanmasında kullanılan bir metottur. DNA fragmantasyonu apoptozun 

terminal evresini gösteren bir olaydır ve hücre içi endonükleazların aktivitesi ile 

gerçekleĢir. ĠlerlemiĢ DNA fragmantasyonu sonucunda DNA'da tek ve çift zincir 

kırıkları meydana gelmekte ve bu zincir kırıklarının in situ floresans veya kolorimetrik 

olarak belirlenmesi, TUNEL ismi verilen histokimyasal analiz ile yapılabilmektedir.  

TUNEL kısaltması, ingilizce orjinal ismi olan "Terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP Nick End Labeling" geçen kelimelerden elde edilmektedir. DNA 

kırıklarının 3'-OH terminaline floresan iĢaretli nükleotidler "terminal deoxynucleotidyl 

transferase" enzim kabiliyetinin eklenmesiyle floresan mikroskop altında, bu DNA 

kırıkları görülebileceği gibi aynı zamanda bu floresan iĢaretlere HRP bağlı antikorlar 

bağlanarak da kolorimetrik olarak belirlenebilir (ġekil 3.4,  Web_8). 

 

 

ġekil 3.4 DNA kırıklarının Tunel ile iĢaretlenmesi (Web_8) 

 

ÇalıĢmamızda Roche In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Cat. No. 11 684 817 

910) kullanılmıĢtır. TUNEL testi için hücreler, 8 odacık içeren lamlara (BD Falcon 

Culture Slides; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide) 

ekilmiĢtir. Her bir odacığa içine 4x103 hücre olacak Ģekilde 4 kontrol ve 4 adet 

oleuropein doz grubu hücreler eklenmiĢ ve etkili bulunana doz ve zaman aralığında 

(350µM ve 48 saat) hücreler inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda besi yeri aspire 

edilmiĢ ve PBS ile yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Kit protokolüne göre; 

 Odacık baĢına 500 µl olacak Ģekilde fiksasyon solüsyonu (%4 Paraformaldehit 

içeren PBS, 7,4 pH) ile bir saat inkübasyon 

 PBS ile yıkama  

 350 µl bloklama solüsyonu (metanol içerisinde %3 H2O2) ile inkübasyon, 10 dakika 

 PBS ile yıkama iĢlemi  
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 buz üstünde iki dakika süre ile permeabilizasyon solüsyonu (%0,1 Triton-X-100 

olacak Ģekilde sodyum sitrat çözeltisi) ile muamele  

 Tekrar PBS ile yıkama 

 Her bir odacığa 1,7 µl enzim (vial 1) ve 15,3µl label solüsyonu (vial 2) olacak 

Ģekilde 17 µl kit solüsyonu karıĢımı ile muamele, 1 saat inkübasyon 

 Tekrar PBS ile yıkama iĢlemleri sırasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Boyama inkübasyonun bitimini takiben yıkama iĢleminden sonra üzerlerine 10µl 

PBS içinde Hoechst 33332 (100 µg/ml) içeren %50 gliserol eklenmiĢ ve camlar 

lam üzerine olacak Ģekilde lamel kapatıldı. 

 Görüntüleme, floresan mikroskopta yapılmıĢtır. Lameldeki çeĢitli alanlarda 

apoptotik ve canlı hücrelerin sayımı yapılarak oranlama gerçekleĢtirilmiĢtir.      

     

3.5. Trizol Reagent ile Total RNA Ġzolasyonu 

 

Gen düzeyinde ekspresyon değerlendirmesi yapabilmek amacıyla kontrol ve doz 

gruplarında RNA izolasyonu Trizol Reagent ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 3x106 hücre olacak Ģekilde 6'lık well plakalara hücre ekimi, 

 Kontrol grubu ve oleuropeinin XTT ile tespit edilen  IC50  dozu ve zamanı (350 µM, 

48 saat) kadar madde uygulaması ve inkübasyon, 

 Hücreler 6'lık kültür kaplarından bir plaka baĢına 500 µl olacak Ģekilde Trizol ve 

scraper kazıyıcı ile hücreler tamamen kaldırılıp, ependorf tüplere (1 ml'lik) transferi 

(dondurulmuĢ ise yaklaĢık 10 dk çözülmesi için inkübasyon), 

 Her bir ependorf tüpe 200 μl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra tekrar 

oda sıcaklığında 15 dk inkübasyon, 

 Soğutmalı santrifüj ile +4oC’ de 15.000 g’de 20 dk santrifüj ve renksiz olan üst 

fazın toplanıp, ayrı ependorf tüplere alınması, 

 Toplanan üst fazın üzerine 500 μl izopropanol eklenip, pipetlenmesi ve 10 dk oda 

sıcaklığında inkübasyon, 

 +4oC’de 15.000 g’de 30 dk santrifüj  

 Peletin üzerine %70’lik etanol konulması ve +4oC’de 12.000 g’de 10 dk santrifüj, 

 Süpernatant atılıp, pelet kısa bir süre hava ile kurutulması, 

 Pellet 40 μl RNase-DNase free su ile çözünmesi basamaklarını içerir. 

 

Ġzole edilen RNA'nın konsantrasyonu ve saflığı Nanodrop cihazı (Termo) yardımı 

ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Nanodrop ile RNA örneklerinin ölçülmesi iĢleminde öncelikle 

uygun konsantrasyonlarda (cihazın ölçebileceği RNA konsantrasyon aralığı 2-3000 
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ng/µl'dir) sulandırılan RNA örnekleri, 1µl RNAse free su ile Nanodrop cihaz kaidesi 

üzerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile kör alındıktan 

sonra, 1µl olacak Ģekilde pipetlenip 230, 260,280  nm'de okunmuĢtur.  

 

   

3.6. cDNA Sentezi 

 

Ġzole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti 

(CatNo: 05 081 955 001) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT) 

kullanılarak üretici firmanın protokolü doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. cDNA sentez 

karıĢım prosedürü Tablo 3.2’de verilmiĢtir. KarıĢım hazırlandıktan sonra cDNA sentezi 

için 50°C’ de 1 saat inkübe edilmiĢ ve süre sonunda, enzimi inhibe etmek için 85°C’de 

5 dakika bekletilmiĢtir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

yapmak üzere -20°C’de muhafaza edilmiĢtir. 

 

Tablo 3.2 cDNA sentez karıĢımı 

 

 Hacim Son konsantrasyon 

Total RNA DeğiĢken 2µg 

Oligo(dT) Primer 1µl 2,5 µM 

dNTP karıĢımı (10 mM) 1 µl 500 µM 

5X RT tamponu 4 µl 1X 

DTT 1 µl 5mM 

Protector RNase Inhibitör 0,5 µl 20 U 

Easyscript plus RTase 

(200U/µL) 

1 µl 200 ünite 

RNAaz içermeyen su DeğiĢken  - 

Son hacim 20 µl - 

 

 

3.7. Gerçek-Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) 

 

Gerçek zamanlı PZR, gen ekspresyon ürününün kantitasyonu amacıyla kullanılan 

hassas moleküler bir metottur. Bu yöntem sayesinde, RNA örnekleri kalitatif ve 

kantitatif olarak kısa sürede analiz edilebilmekte, çok sayıda örnek son derece düĢük 

kontaminasyon riskiyle güvenle çalıĢılabilmektedir. Gerçek zamanlı PZR/RT-PZR’da 
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ürünlerin analizi reaksiyon esnasında yapılmaktadır. Bu nedenle, agaroz jel 

elektroforezi, PZR ürününün mor ötesi ıĢık altında görüntülenmesi gibi iĢlemlerin 

uygulanmasına gerek kalmamaktadır. Bu çalıĢmada da 96 kuyucuklu mikroplaka 

okuyabilen Gerçek Zamanlı PZR  sistemi  kullanılmıĢtır. 

 

Oleuropein muamelesi sonrasında ilgili hücre dizini kullanılarak, hücre 

döngüsünde rol alan genlerin RNA düzeyindeki ekspresyonları “Real Time Custom 

Panel” kullanılarak belirlenmiĢtir. Ġlgili hücre dizininden TRI-Reagent kullanılarak total 

RNA izolasyonu yapılmıĢ ve takiben elde edilen RNA’ların miktar ve kalitesi tespit 

edilmiĢtir. Sonrasında, total RNA’lardan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Roche Diagnostics) ile cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlgili panel hücre 

döngüsünde ve apoptozda rol alan genleri içerecek Ģekilde custom olarak 

belirlenmiĢtir. Bu yöntemle aynı anda ve kantitatif olarak Gerçek-Zamanlı PZR ile 

analiz yapılabilmektedir. Ayrıca, her panelde referans–housekeeping genler PZR 

kontrol grubunda yer alarak hedef genlerdeki rölatif değiĢikliği analiz etme imkânı 

sağlamaktadır. PZR sırasında elde edilen amplikonlar, doğrudan LightCycler 

cihazında, logaritmik artıĢa geçtikleri döngü sayısına göre değerlendirilmiĢtir. Bunun 

için önce konsantrasyonları bilinen GAPDH ve diğer housekeeping genlerin bir 

standart amplifikasyon eğrisi oluĢturulmuĢtur. ÇalıĢılan örnekteki geçiĢ noktasına göre 

cDNA’nın rölatif miktarı kantitasyon software tarafından belirlenmiĢtir. Ġlk olarak, hedef 

miktarı; hedef (T) gen kopyalarının housekeeping (H)  gen kopyalarına oranı Ģeklinde 

ölçülmüĢtür. Ġkinci basamakta, örnekteki hedefin housekeeping gen kopyalarına oranı 

(T/H), her reaksiyonda koĢulan kontrol RNA’nın T/H oranına bölünmesi ile elde 

edilmiĢtir. Sonuçlar, örnekteki T/H oranını ifade etmektedir. Uygulanan PZR protokolü; 

aĢağıda detaylandırılmıĢ olan Denatürasyon, Amplifikasyon ve Soğutma aĢamalarını 

içermektedir. Gerçek-Zamanlı PZR koĢulları Tablo 3.3'de verilmiĢtir. 

 

Step One Plus Real-time PCR System, gerçek zamanlı bir PCR cihaz olup, 

amplifikasyon ürünlerinin artıĢı eĢ zamanlı olarak takip edilebilmektedir. Oldukça hızlı 

ısıtma ve soğutma kapasitesi sayesinde, tek bir grup için aynı anda 96 gen 

ekspresyonuna 30–45 PCR döngüsü, yaklaĢık olarak bir buçuk saat içinde 

yapılabilmektedir. Sistemde, SYBR Green metodu kullanılmıĢtır. SYBR Green boyası 

çift sarmal DNA’nın küçük girintisine bağlanan ve oldukça uzun süre dayanıklılığını 

kaybetmeyen bir boyadır (30 amplifikasyon döngüsü sonrası aktivitesinin yalnızca 

%6’sını kaybeder). Ancak bu çalıĢmada kullandığımız modifiye edilmiĢ SYBR Green 

boyası DNA’nın hem büyük hem de küçük girintisine bağlamaktadır. Uyarılma ve ıĢık 

saçma dalga boyları light cycler’ın optik filtre setine uymaktadır. Amplifikasyon öncesi 
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reaksiyon karıĢımı denatüre edilmiĢ DNA’yı, primerleri ve boyayı içerir. BağlanmamıĢ 

olan boya az miktarda florasan yayarak, daha sonraki bilgisayar analizlerinden 

çıkartılan, minimum arka fon florasan sinyalini oluĢturur. Primerlerin bağlanması ile az 

sayıdaki boya molekülü çift sarmal DNA’ya bağlanır. DNA’ya bağlanması, SYBR 

Green moleküllerinin uyarılma sonucu ıĢık saçmalarını etkili Ģekilde artmasına neden 

olur. Uzama aĢaması esnasında çift sarmal DNA oluĢtukça, daha fazla sayıda boya 

molekülleri bağlanır. Reaksiyon devamlı denetlenerek, florasandaki artıĢ eĢ zamanlı 

olarak bilgisayar ekranından izlenir. Diğer döngünün ısıtma basamağında DNA 

denatüre edildiğinde boya molekülleri serbest kalır ve florasan sinyali düĢmektedir. 

 

Gerçek zamanlı RT-PZR ile kontrol grubu ve 350 µM oleuropein uygulanmıĢ doz 

grubu arasındaki hücre döngüsünde rol alan genlerin ekspresyonlarının nasıl değiĢtiği 

custom olarak dizayn edilen plaka ile belirlenmiĢtir (Qiagen Sciences, RT2 ProfilerTM 

PCR Array Human Cell Cycle, PAHS-020ZC;Tablo 10). Primerlerin gömülü olduğu 

plakalar için Real-Time PZR'da reaksiyon karıĢımı oranı, her 96 kuyucuklu plaka için 

750µl Sybr Green Master Mix, 60 µl cDNA ve 680 µl de RNAse free su Ģeklinde 

hazırlanıp her bir kuyucuğa 15 µl olacak Ģekilde çoklu mikropipet yardımıyla plakalara 

yüklenmiĢtir (Tablo 3.4). 

  



51 
 

 
 

 

Tablo 3.3 Gerçek Zamanlı PZR koĢulları 

 

Denatürasyon 

Döngü Programı Verileri Değer 

Döngü 1 

Analiz Modu - 

Hedef Dereceleri Segment 1 

Hedef Derece (°C) 95 

Ġnkübasyon zamanı (sn) 600 

Sıcaklık Transisyon Oranı (°C/sn) 20.0 

Ġkinci hedef derece (°C) 0 

Basamak derecesi (
o
C) 0.0 

Döngüler 0 

Kazanç modu - 

Amplifikasyon 

Döngü Programı Verileri Değer 

Döngü 40 

Analiz Modu Kantitasyon 

Hedef Dereceleri Segment 1 Segment 2 

Hedef Derece (°C) 95 60 

Ġnkübasyon zamanı (sn) 15 60 

Sıcaklık Transisyon 
Oranı (°C/san) 

20.0 20.0 

Ġkinci Hedef Derecesi 
(°C) 

0 0 

Basamak derecesi (
o
C) 0.0 0.0 

Döngüler 0 0 

Kazanç modu - Tek 

   

Soğuma 

Program Verileri Değer 

Döngü sayısı 1 

Analiz Modu - 

Hedef Dereceleri Segment 1 

Hedef Derece (°C) 40 

Ġnkübasyon Zamanı 30 

Sıcaklık Transisyon Oranı (°C/san) 20.0 

Ġkinci Hedef Derece (°C) 0 

Basamak derecesi (
o
C) 0.0 

Döngüler 0 

Kazanç modu - 

 

Tablo 3.4 Gerçek Zamanlı PZR reaksiyon karıĢımı 

 

Gerçek Zamanlı PZR Reaksiyon KarıĢımı (96 kuyucuklu plaka için; bir reaksiyon)   

Sybr Green Master Mix 750 µl 

CDNA 60 µl 

RNase Free Su 680 µl 

Son Hacim 1490 µl 
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ÇalıĢma ekspresyonları analiz edilen genlerden hücre döngüsü ile ilgili olanlar 

plaka Tablo 3.7 de ve apoptozla iliĢkili genlerin olduğu panel (Qiagen Sciences, RT2 

ProfilerTM PCR Array Human apoptosis, PAHS-012ZC; Tablo 3.6 ve Tablo 3.8)' te 

belirtilmiĢtir.  

 

Tablo 3.5 ÇalıĢmada kullanılan hücre döngüsü genlerinin plate düzeni 

 

 

 

Tablo 3.6 ÇalıĢmada kullanılan apoptoz genlerinin plate düzeni 
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Tablo 3.7  Hücre Döngüsü Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  

 

Pozisyon Sembol Tanım 

A1 ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptör Olmayan Tirozin 
Kinaz 

A2 ANAPC2 Anafaz TeĢvik Edici Kompleks Altünite 2 

A3 ATM AtaxiaTelangiectasia Mutasyonu 

A4 ATR AtaxiaTelangiectasia ve Rad 3 ĠliĢkili 

A5 AURKA Aurora Kinase A 

A6 AURKB Aurora Kinase B 

A7 BCCIP BRCA2 ve CDKN1A EtkileĢimli Protein 

A8 BCL2 B-hücre KLL/lenfoma 2 

A9 BIRC5 Boculoviral IAP Tekrarlı 5 

A10 BRCA1 Meme Kanseri 1,Erken BaĢlangıçlı 

A11 BRCA2 Meme Kanseri 1,Erken BaĢlangıçlı 

A12 CASP3 Kaspaz 3, Apoptoz ĠliĢkili Sistein Peptidaz 

B1 CCNA2 Siklin A2 

B2 CCNBI Siklin B1 

B3 CCNB2 Siklin B2 

B4 CCNC Siklin C 

B5 CCND1 Siklin D1 

B6 CCND2 Siklin D2 

B7 CCND3 Siklin D3 

B8 CCNE1 Siklin El 

B9 CCNF Siklin F 

B10 CCNG1 Siklin G1 

B11 CCNG2 Siklin G2 

B12 CCNH Siklin H 

C1 CCNT1 Siklin T1 

C2 CDC16 Hücre Bölünme Döngüsü 16 Homolog (S. 
cerevisiae) 

C3 CDC20 Hücre Bölünme Döngüsü 20 Homoloğu (S. 
cerevisiae) 

C4 CDC25A Hücre Bölünme Döngüsü 25 Homoloğu A (S. 
pombe) 

C5 CDC25C Hücre Bölünme Döngüsü 25 Homoloğu C (S. 
pombe) 

C6 CDC34 Hücre Bölünme Döngüsü 34 Homoloğu (S. 
cerevisiae) 

C7 CDC6 Hücre Bölünme Döngüsü 6 Homoloğu (S. 
cerevisiae) 

C8 CDK1 Siklin Bağımlı Kinaz1 

C9 CDK2 Siklin Bağımlı Kinaz2 

C10 CDK4 Siklin Bağımlı Kinaz4 

C11 CDK5R1 Siklin Bağımlı Kinaz 5, Düzenleyici Altünite 1 
(p35) 

C12 CDK5RA
P1 

CDK5 Düzenleyici Altünite ile ĠliĢkili Protein 1 

D1 CDK6 Siklin Bağımlı Kinaz 6 

D2 CDK7 Siklin Bağımlı Kinaz 7          

"Devamı arkada" 
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Tablo 3.7  Hücre Döngüsü Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  
 

Pozisyon Sembol Tanım 

D3 CDK8 Siklin Bağımlı Kinaz 8 

D4 CDKN1A Siklin Bağımlı Kinaz Ġnhibitörü 1A (p21, CIP1) 

D5 CDKN1B Siklin Bağımlı Kinaz Ġnhibitörü 1B (p27, KIP1) 

D6 CDKN2A Siklin Bağımlı Kinaz Ġnhibitörü 2A ( p16, 
CDK4 inhibitörü) 

D7 CDKN2B Siklin Bağımlı Kinaz Ġnhibitörü 2B (p15, CDK4 
inhibitörü) 

D8 CDKN3 Siklin Bağımlı Kinaz Ġnhibitörü 3 

D9 CHEK1 CHK1 Kontrol Noktası Homoloğu (S. pombe) 

D10 CHEK2 CHK2 Kontrol Noktası Homoloğu (S. pombe) 

D11 CKS1 B CDC28 Protein Kinaz Düzenleyici Altünite 18 

D12 CKS2 CDC28 Protein Kinaz Düzenleyici Altünite 2 

E1 CUL1 Cullin 1 

E2 CUL2 Cullin 2 

E3 CUL3 Cullin 3 

E4 E2F1 E2F Transkripsiyon Faktör 1 

E5 E2F4 E2F Transkripsiyon Faktör 4, p107/p1 30-
Bağlayıcı 

E6 GADD45
A 

Büyüme durdurma ve DNA-hasarı-indükleyici, 
alfa 

E7 GTSE1 G-2 ve S Fazı Ġfade 1 

E8 HUS1 HUS1 Kontrol Noktası Homoloğu (S. pombe) 

E9 KNTC1 Kinetokor ĠliĢkili 1 

E10 KPNA2 Karyopherin Alfa 2 (RAG kohort 1, impartin 
alfa 1) 

E11 MAD2L1 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikliği-1  (maya) 

E12 MAD2L2 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikliği-2  (maya) 

F1 MCM2 Minikromozom Koruma kompleksi bileĢeni 2 

F2 MCM3 Minikromozom Koruma kompleksi bileĢeni 3 

F3 MCM4 Minikromozom Koruma kompleksi bileĢeni 4 

F4 MCM5 Minikromozom Koruma kompleksi bileĢeni 5 

F5 MDM2 Mdm2 p53 Bağlayıcı Protein Homoloğu (fare) 

F6 MKI67 Monoklonal Antikor Ki-67 Tarafından 
Tanımlanan Antijen 

F7 MNAT1 Trois Homoloğu Menage 1, Siklin H 
BirleĢtirme Faktörü (Xenopuslaevis) 

F8 MRE11A MREllMayotikRekombinasyon 11 Homolog A 
(S. cerevisiae) 

F9 NBN Nibrin 

F10 RAD1 RAD1 Homoloğu (S. pombe) 

F11 RAD17 RAD17 Homoloğu (S. pombe) 

F12 RAD51 RAD51 Homoloğu (S. cerevisice) 

G1 RAD9A RAD9 Homolog A (S. pombe) 

G2 RB 1 Retinoblastorna 1 

G3 RBBP8 Retinoblastoma Bağlayıcı Protein 8 
 

 
 

"Devamı arkada" 
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Tablo 3.7  Hücre Döngüsü Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  
 

Pozisyon Sembol Tanım 

G4 RBLI Retinoblastoma-Benzeri 1 (p107) 

G5 RBL2 Retinoblastomo-Benzeri 2 (p130) 

G6 SERTAD
1 

SERTA Domain Ġçeren 1 

G7 SKP2 S-Faz Kinaz-ĠliĢkili Protein 2 (p45) 

G8 STMN1 Stathmin 1 

G9 TFDP1 Transkripsiyon Faktör Dp-1 

G10 TFDP2 Transkripsiyon Faktör Dp-2 (E2F 
DimerleĢtirme Ortağı 2) 

G11 TP53 Tümör Protein p53 

G12 WEE1 WEE1 Homoloğu (S. pombe) 

H1 ACTB Aktin, Beta 

H2 B2M Beta-2-Mikroglobulin 

H3 GAPDH Gliseraldehit-3-FosfatDehidrogenaz 

H4 HPRTI Hipoksantin Fosforiboziltransferaz1 

H5 RPLPO Ribosomal Protein, Büyük, PO 

H6 HGDC Ġnsan Genomik DNA Kontaminasyonu 

H7 RTC Ters Transkripsiyon Kontrol 

H8 RTC Ters Transkripsiyon Kontrol 

H9 RTC Ters Transkripsiyon Kontrol 

H10 PPC Pozitif PCR Kontrol 

H11 PPC Pozitif PCR Kontrol 

H12 PPC Pozitif PCR Kontrol 

 
 

Tablo 3.8  Apoptoz Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  

Pozisyon Sembol Tanımlama 

A1 ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptör Tirozin 
Kinaz 

A2 AIFM1 Apoptoz-indükleyici faktör, 
mitokondriyal iliĢkili, 1 

A3 AKT1 V-akt mürin timus viral onkogene 
homolog 1 

A4 APAF1 Apoptotik preptidaz aktive edici faktör 1 

A5 BAD -hücre ölümü  BCL2 agonist iliĢkili 

A6 BAG1 BCL2-ilĢkili athanogen 

A7 BAG3 BCL2- iliĢkili- athanogene 3 

A8 BAK1 BCL2-antagonist/killer 1 

A9 BAX BCL2-iliĢkili X protein 

A10 BCL10 B-cell CLL/Iemfoma 10 

A11 BCL2 B-cell CLL/Iemfoma 2 

A12 BCL2A1 BCL2-bağlantılı protein Al 

B1 BCL2L1 BCL2-benzeri 1 

 

"Devamı arkada" 
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Tablo 3.8  Apoptoz Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  

 

Pozisyon Sembol Tanımlama 

B2 BCL2L10 BCL2-like 10 (apoptoz kolaylaĢtırıcı) 

B3 BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptoz  kolaylaĢtırıcı) 

B4 BCL2L2 BCL2-like 2 

B5 BFAR Bifonksiyonel apoptoz düzenleyici 

B6 BID BH3 etkileĢim domain ölüm agonist 

B7 B1K BCL2-iliĢki killer (apoptoz-indükleyici) 

B8 BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2 

B9 BIRC3 Baculoviral 1AP repeat containing 3 

B10 BIRC5 Baculoviral 1AP repeat containing 5 

B11 BIRC6 Baculovirol lAP repeat containing 6 

B12 BNIP2 BCL2/adonovirus El B 19kDa 
etkileĢim protein 2 

C1 BNIP3 8CL2/adenovirus El B 19kDa 
etkileĢim protein 3 

C2 BNIP3L BCL2/adenovirus E18 19kDa 
etkileĢim protein 3-like 

C3 BRAF V-raf mürin sarkoma viral onkogen 
homolog B1 

C4 CASP1 Kaspaz 1, apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz (interleukin 1, beta, 
convertaz) 

C5 CASP10 Kaspaz 10, apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C6 CASP14 Kaspaz  14,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C7 CASP2 Kaspaz  2, - apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C8 CASP3 Kaspaz  3,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C9 CASP4 Kaspaz  4,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C10 CASP5 Kaspaz  5,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C11 CASP6 Kaspaz  6,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C12 CASP7 Kaspaz  7,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

D1 CASP8 Kaspaz  8,  apoptozs-iliĢkili sistein 
peptidaz 

C2 CASP9 Kaspaz  9,  apoptoz-iliĢkili sistein 
peptidaz 

D3 CD27 CD27 molekül 

D4 CD40 CD40 molekül, TNF reseptor 
superailesi üyesi 5 

D5 CD40LG CD40 ligand 

D6 CD70 CD70 molekül 

D7 CFLAR CASP8 and MOD-like apoptoz 
düzenleyici 

D8 CIDEA Hücre ölümü indükleyici  DFFA-like 
effektör a 

D9 CIDEB Hücre ölümü indükleyici  DFFA-like  

"Devamı arkada" 
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Tablo 3.8  Apoptoz Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  

 

Pozisyon Sembol Tanımlama 

  effector b 

D10 CRADD CASP2 ve RIPK1 domain içeren 
ölüm domainli adaptör 

D11 CYCS Sitokrom c, somatic 

D12 DAPK1 Ölüm iliĢkili protein kinaz 1 

E1 DFFA DNA fragmantasyon faktör, 45kDa, 
alfa polipeptid 

E2 DIABLO Diablo, IAP-bağlayıcı mitokondriyal 
protein 

E3 FADD Fas (INFRSF6)-iliĢkili  ölüm domaini 

E4 FAS Fas (INF reseptör superailesi, üye 6) 

E5 FASLG Fas ligand (TNF  superailesi, üye 6) 

E6 GADD45A Büyümeyi durdurucu and DNA-
hasarı-indükleyebilir, alfa 

E7 HRK Harakiri, BCL2 iliĢkili protein (sadece 
8H3 domain içerir) 

E8 IGF1R Ġnsülin-benzeri büyüme faktör 1 
reseptörü 

E9 IL10 Interlökin 10 

E10 LTA Lemfotoksin alfa (TNF süperailesi, 
üye 1) 

E11 LTBR Lemfotoksin  beta reseptor (TNFR 
superailesi, üyesi 3) 

E12 MCL1 Myeloid lösemi hücresi sekans 1 
(BCL2-iliĢkili) 

F11 NAIP NLR ailesi, apoptoz inhibitör protein 

F2 NFKB1 Nükleer faktör  kappa  B 1, polipeptit 
gen enhansır B-hücre 1 

F3 NOD1 Nükleotit-bağlayıcı oligomerizasyon 
domain 1 içeren 

F4 NOL3 Nukleolar protein 3 (apoptoz represor 
ile CARD domain) 

F5 PYCARD PYD and CARD domain  içeren 

F6 RIPK2 Reseptor-etkileĢi serine-thronin kinaz 
2 

F7 TNF Tümör nekroz faktör 

F8 TNFRSF1O
A 

Tümör nekroz faktör reseptör 
superailesi üyesi 10a 

F9 TNFRSF1O
B 

Tümör nekroz faktör reseptör 
superailesi üyesi 106 

F10 TNFRSF11
B 

Tümör  nekroz  faktör receptor 
superailesi üyesi llb 

F11 INFRSF1A Tümör   nekroz   factor receptor  
superailesi  üyesi IA 

F12 TNFRSF1B Tümör  nekroz  faktör reseptor  
superailesi  üyesi 18 

G1 TNFRSF21 Tümör   nekroz   faktör reseptor  
superailesi  üyesi  21 

G2 TNFRSF25 Tümör   nekroz  faktör reseptor  
superailesi   üyesi  25 

G3 INFRSF9 Tümör   nekroz  Faktör Reseptor  
super ailesi üyesi 9 
 

"Devamı arkada" 
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3.8.Western Blotlama 

Kontrol ve oleuropein doz grubu (350 µM)hücrelerden protein izolasyonunu 

takiben β-aktin, Siklin D1 ve Bcl-2 ekspresyonunun protein düzeyinde değiĢimleri 

araĢtırılmıĢtır.  

 

3.8.1. Total Protein Ġzolasyonu ve Lowry Yöntemi ile Protein Tayini 

 

Kontrol ve doz grubu hücreler total protein izolasyonu için ripa solüsyonu ile 

toplanmıĢtır. Ripa solüsyonu 150 mM sodyum klorid, %1 Triton-X-100, %0,5 sodyum 

deoksilat, %0,1 SDS, 50 mM Tris ve proteinaz inhibitörü eklenerak pH:8 olacak 

Ģekilde hazırlanmıĢtır. Ripa ile toplanan hücrelerden protein tayini için Lowry yöntemi 

kullanılmıĢtır. Fosfomolibdik/fosfotungstik asit çözeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) 

alkali koĢullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdiği reaksiyona 

dayanmaktadır. Bu yöntemde alkali koĢullarda iki farklı reaksiyon gerçekleĢmektedir. 

Birinci reaksiyonda peptit bağları ile Cu+2 arasında biüre reaksiyonu sonucu 

Tablo 3.8  Apoptoz Gen Listesi: RT2 Profiler PCR Array  

 

Pozisyon Sembol Tanımlama 

G4 INFSF10 Tümör  nekroz  faktör (ligand) 
superailesi , Üye,10 

G5 TNFSF8 Tümör  nekroz  faktör (ligand)  
superailesi , üyesi 8 

G6 TP53 Tümör protein p53 

G7 TP53BP2 Tümör protein p53  bağlayıcı protein, 
2 

G8 TP73 Tümör protein p73 

G9 TRADD INFRSF1A-iliĢkili ölüm domain 

G10 TRAF2 TNF reseptor-iliĢkisi faktör 2 

G11 TRAF3 TNF  reseptor-iliĢkisi faktör 3 

G12 XIAP X-bağlantılı  apoptoz inhibitör 

H1 ACTB Aktin, beta 

H2 B2M Beta-2-mikroglobülin 

H3 GAPDH Gliseraldehid-3-fosfat - dehidrogenaz 

H4 HPRT1 Hipoksantin fosfo ribozil transferaz 1 

H5 RPLPO Ribozomal protein, büyük, PO 

H6 HGDC Ġnsan Genomik DNA 
Kontaminasyonu 

H7 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol 

H8 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol 

H9 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol 

H10 PPC Pozitif  PCR Kontrol 

H11 PPC Pozitif  PCR Kontrol 

H12 PPC Pozitif  PCR Kontrol 
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indirgenmiĢ bakır oluĢur. Ġkinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayıracı, tirozin ve 

triptofan amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkli 

heteropolimolibden kompleksi meydana getirir. OluĢan kompleks 600-800 nm 

aralığında absorbsiyon piki verir. Lowry yöntemi kullanılarak örneklerin protein 

düzeyleri aĢağıdaki gibi tespit edilmiĢtir. 

 

1) Ayıraç A [%2'lik Na2C03 (%1 N NaOH'de çözülmüĢ)], AyıraçB (%1 Na veya K-

tartarat), Ayıraç C (%0.5 CuS04.5H20), Ayıraç D (1 N folin ayıracı) olmak üzere 4 

solüsyon hazırlanmıĢ ve sırası ile ayıraç A-B-C'den 48-1-1 oranında karıĢtırılarak yeni 

bir ayıraç hazırlanmıĢtır. 

2) Ayrıca standart için BSA kullanılmıĢ ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak Ģekilde 

stok çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

3) Yeni hazırlanan ayıraçtan 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 200 μL olacak 

Ģekilde konulmuĢtur. 

4) Üzerine ilk kısma her standart için 2 kuyucuk olacak Ģekilde hazırlanan 

standartlardan, diğer kuyucuklara 1/5 oranında sulandırılmıĢ numunelerden her 

numune için 2 kuyucuk olacak Ģekilde 50 μL koyulmuĢ ve karanlıkta 10 dakika 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 

5) Ġnkübasyon süresinin sonunda her bir kuyucuğun üzerine 20 μL folin ayıracı 

koyularak 30 dk beklenmiĢ ve ELĠSA okuyucu ile 630 dalga boyunda okunmuĢtur. 

6) Örneklerin protein düzeyi, aĢağıdaki Ģekilde verilen Standart grafik eğrisi 

kullanılarak hesaplanmıĢtır (ġekil 3.5). 

 

 

ġekil 3.5 Lowry Protein Standart Eğrisi 
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3.8.3. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot Analizi 

 

Oleuropeinin protein profilleri dikey elektroforez tekniği uygulanarak SDS-

Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yöntemi ile ayrıĢtırılıp protein profilleri elde 

edildi.Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) iyonik deterjan sodyum dodesil sülfat 

(SDS), varlığında kesintili bir tampon sisteminde %8.5 ayırma ve %4 sıkıĢtırma 

jellerinde yapıldı. AyrıĢtırıcı ve sıkıĢtırıcı jel solüsyonları Tablo 3.9'da belirtildiği gibi 

verilen miktarların karıĢtırılması ile verilen sırayla kullanımdan hemen önce hazırlandı.  

 
Tablo 3.9 AyrıĢtırıcı ve sıkıĢtırıcı jel solüsyonlarının hazırlanması 

 

Solüsyon 
(1 jel için) 

AyrıĢtırıcı jel 
(%8.5) 

SıkıĢtırıcı jel 
(%4) 

Jel çözeltisi 2,85ml 0,75ml 
Distile su 4,5ml 2,5ml 
AyrıĢtırma 
Tamponu 

2,5ml - 

Stacking buffer - 1,25ml 
%10 SDS 0,15ml 0,1ml 

APS 0,05ml 0,025ml 
TEMED 0,0065ml 0,005ml 
Toplam 10ml 5ml 

 

Sandviç sistemi hazırlandıktan sonra ilk önce ayrıĢtırıcı jel solüsyonu hazırlanarak 

hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde camların arasından dökülür. Havayla teması kesip 

kurumasını hızlandırmak için Ģırınga yardımıyla 2-propanol ile yüzey kaplanır. 10-15 

dakika süreyle jel oda sıcaklığında polimerleĢmeye bırakılır. Daha sonra 2-propanol 

dökülerek hazırlanan sıkıĢtırıcı jel solüsyonu dökülür. Hava kabarcığı oluĢturmadan 

tarak sisteme yerleĢtirilir. Polimerizasyon oda sıcaklığında yaklaĢık 20 dakikada 

gerçekleĢir.  

 

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilecek proteinlerden alınan bir 

örnek 4X numune seyreltme tamponu ile 3:1 oranında (3 kısım örnek ve 1 kısım 

tampon) seyreltildi ve sıcak su banyosunda 2 dakika süre ile kaynar suda kaynatıldı. 

Tarak diĢleri yırtmadan dikkatlice sıkıĢtırıcı jelden çıkarıldı. Kuyucuklar eğer varsa 

herhangi bir hava kabarcığını uzaklaĢtırmak için ince iğneye sahip bir Ģırınga 

kullanılarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Daha sonra blok alt ve üst rezervuarları 

1X elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankına yerleĢtirildi. Uygun iğneli bir 
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Hamilton Ģırıngası kullanılarak 25 µl (100 µg hücre lizatları) protein örneklerinden 

kuyucukların tabanında ince bir katman olacak Ģekilde kuyucuklara yüklendi. 

 

Elektroforetik ayrıĢtırmanın yapılacağı jel için sıkıĢtırıcı jel üzerinde 10 mA’lik sabit 

akım yürütme iĢlemi yapıldı. Yol gösterici boya ayrıĢtırıcı jele ulaĢtığında akım 15 

mA’e sıkıĢtırıcı jelden çıktığında ise 20 mA’ e çıkarıldı. Yol gösterici boya tabana 

ulaĢtığı zaman (ayrıĢtırıcı jelin baĢlangıcından yaklaĢık 6-7 cm) güç kaynağı kapatıldı. 

Ġyi bir ayrıĢtırma sağlamak için toplam 5-5,5 saat yürütme yapıldı. 

 

Elektroforez tamamlandıktan sonra, jel bloğu aparattan alındı ve iliĢtirilmiĢ jel 

sandviç çıkarılarak kısa cam tabaka dikkatlice açıldı. Jel yol gösterici boyanın olduğu 

yerden, kenarlardan, sıkıĢtırıcı jel bitiminden kesildi ve üstten sol köĢesi (1 numaralı 

kuyucuk) kuyucukların sıralarını belirlemek için iĢaretlendi. Yürütülen jel Western blot 

analizi için elektroforezi takiben transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10 

metanol) içerisinde 10 dakika süreyle sabit hızlı bir çalkalayıcıda inkübasyona 

bırakıldı. Elektroforetik transfer Hoofer MiniVE-blot sistemiyle ıslak transfer yapıldı. 

 

MiniVE blotter'ın katot (siyah) kısmı alta gelecek Ģekilde açıldı. 2 adet sünger 

ıslatılarak yerleĢtirildi. Üzerine uygun büyüklükte kesilmiĢ filtre kağıdı ıslatılarak 

konuldu. Üzerine jel büyüklüğünde Membran kesilerek yerleĢtirilir. Membran üzerine 

jel baloncuk olmayacak Ģekilde konuldu. Üzerine tekrar filtre kağıdı ıslatılarak konuldu.  

Eğer iki jel varsa araya tek sünger konularak aynı düzen tekrar devam edildi. Eğer tek 

jelse kalan süngerler ıslatılarak yerleĢtirildi. Sistem güç kaynağına bağlandı, 45 volt 

350 mA 90dakika ayarlandı. ĠĢlem sonunda membranın baĢlangıç noktasına çentik 

atıldı. Jele göre fazla olan kısımlar kesildi. Membranın proteine (jele) temas eden 

kısmı üstte olacak Ģekilde bloklama solüsyonuna (%5'lik kuru süt tozu içeren TBST 

çözeltisi) alındı. 40-50 dk çalkalandı. Jelin transfer olup olmadığına bakmak için jel 

boyama solüsyonuna alındı. Beklemeden sonra boya uzaklaĢtırıldı. Aynı membran 

%5 kuru süt içinde 1:5000 (β-aktin, Bcl-2, SiklinD1; Santa Cruz; Anti-mouse) oranında 

bulunan primer antikorla oda sıcaklığında overnight (14-16 saat) ya da 2 saat inkübe 

edildi. Süre sonunda 3x5' TBST ile yıkama yapıldı. Membran 1:5000 oranında 

sulandırılan sekonder antikora (Santa Cruz, Anti-mouse) alındı. (1 saat) Süre 

bitiminde tekrar 3x5' TBST ile yıkama yapıldı. Son olarak membran, antikor bağlanan 

proteinlerin tespiti için substrat çözeltisi alkalen fosfataz (ALP)(Tris-HCl, pH 8,80, 

NaCl, MgCl2, ZnCl2, Dietanolamin, Nitroblue tetrazolyum, fenazin metasülfat ve 

bromokloroindoilfosfat) ile inkübe edildi. Görüntü elde edildikten sonra membran 

havada kurutuldu, alüminyum folyo ile kaplandı ve karanlıkta saklandı. 
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3.9. Ġnvazyon Kapasitesinin Belirlenmesi 

 

Ġlgili hücrelerin invazyon kapasitesi “trans-well matrigel invasion chamber”- 

invazyon kapları (BD Biosciences, USA) kullanılarak 24-kuyucuklu kültür plakları 

içerisinde araĢtırılmıĢtır. Bu invazyon odacıklarının hücrelere sağladıkları özel sartlar 

sayesinde in vitro kosullar altında hücrelerin invaziv özellikleri saptanabilmektedir. Bu 

invazyon odacıkları 8 mikron çaplı porlar içeren bir membran ile örtülüdür ve bu porlu 

membran ayrıca bir matrigel matrix ile kaplıdır. Bu matrigel matrix bazal membranı n 

vitro koĢullarda oluĢturma imkanı sağlamaktadır. Bu membran sayesinde invaziv 

özelliği olmayan hücrelerin membranın diğer yüzeyine geçmesi engellenmektedir. Bu 

membrandan diğer yüze ancak invaziv hücreler geçebilmektedir. Dolayısı ile matrijel 

membran, invaziv olan ve olmayan hücrelerin birbirinden ayırabilme imkanı 

sunmaktadır. 

 

Kısaca, invazyon kuyucuğunun alt-odacığına serum içeren kültür ortamı 

koyulmuĢtur. Matrigel membranın (8 μm por açıklıklı) üst kısmına ise, gece boyunca 

serumsuz kültür ortamında, oleuropein (350 µM) uygulanan SH-SY5Y hücreleri 

eklenmiĢtir. SH-SY5Y hücreleri, her invazyon odasında 2,5x105 olacak sekilde serum 

içermeyen 0.5 ml DMEM F12 içerisine konulmuĢtur. Ġnvazyon odacığının dıĢına ise, 

0.75 ml %10 FBS içeren DMEM F12 konularak, invazyon odacığının dısının 

kemoatraktan olması sağlanmıĢtır. Hücreler 48 saat 37°C’de CO2’li inkübatörde 

inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon saatinin sonunda invaziv özellikte olan hücreler 

invazyon odacığının membranının dıĢ yüzeyine geçeceklerinden, invazyon odacığının 

içindeki besi yeri uzaklastırılmıĢtır. Ayrıca, iç yüzeyindeki hücreler “cell scaper” ile 

kazınarak uzaklaĢtırılmıĢtır. Gece boyunca inkübasyonu takiben, membranın üst 

kısmında kalan invaze olmamıĢ hücreler kulak pamuğu çubuğu ile silinerek 

temizlenmiĢtir. Ġnvaziv olan dıĢ yüzeydeki hücreler, önce 2 ml metanol ile fikse 

edilmiĢ, ardından da 1 ml kristal viyole ile boyanarak ıĢık mikroskobunda sayılarak 

değerlendirilmiĢtir. % invazyon hesaplamak için aĢağıdaki formül kullanılmıĢtır. 

 

% Ġnvazyon= 
matrijel matriks bazal membrandaki hücre sayısı

Kontrol membrandaki hücre sayısı
 X100 
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3.10. Koloni OluĢum Testi 

 

Oleuropein maruziyeti sonrasında SH-SY5Y nöroblastom hücrelerinde koloni 

oluĢumunun nasıl etkilendiğini belirlemek için, 6 kuyucuklu kaplara kontrol ve doz 

grupları için 103 hücre ekimi yapılmıĢ ve 14 gün boyunca hücrelerin 2 günde bir 

ortamları değiĢtirmek suretiyle 37oC’de, %5 CO2’li ortamda bekletilmiĢtir. On dört 

günün sonunda hücreler soğuk metanolle -20oC’de 10 dakika fikse olmaları 

sağlanmıĢtır. Fikse olmuĢ koloniler kristal viole boyası ile 15 dakika boyanmıĢtır. 

BoyanmıĢ olan koloniler kontrol grubu ile karĢılaĢtırmalı olarak sayılmıĢ ve 

değerlendirilmiĢtir. 

 

 

3.11. Verilerin Ġstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi 

 

Verilerin analizi ∆∆CT metodu kullanılarak bilgisayar programı ile kantitasyonu 

yapıldı. Web tabanlı “RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis“ programında bulunan, 

Volcano Plot analizleri kullanıldı. Metodun amacı, iki ekspresyon sonucunun ±3SD 

karĢılaĢtırılması esasına dayanmaktadır. Böylelikle, gen ekspresyonunun 

karĢılaĢtırılması yapılan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon 

değerleri rölatif olarak belirlendi. Grupların karĢılaĢtırılması “RT² Profiler™ PCR Array 

Data Analysis” programında bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak 

değerlendirildi.  
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4.BULGULAR 

 

4.1. XTT Sonuçları 

 

Oleuropeinin SH-SY5Y nöroblastom hücrelerinde, hücre canlılığı ve sitotoksik 

etkisi XT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)) 

metodu ile Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit kullanılarak 

(Biological Industries) belirlenmiĢtir. Kit içeriğindeki reaktif madde olan tetrazolium 

tozunun canlı hücrelerde turuncu renkli formazan bileĢenlerine indirgenmesi 

prensibine göre çalıĢan XTT metodunda, zamana ve doza bağımlı olarak oleuropeinin 

hücre canlılığına etkisi saptanmıĢtır. ġekilde renk değiĢimi belirgin biçimde fark 

edilmektedir (ġekil 4.1). 

 

 

ġekil 4.1 Kit içeriğindeki reaktif madde olan tetrazolium tozunun canlı hücrelerde 
turuncu renkli formazan bileĢenlerine indirgenmesi 
  

96 kuyucuklu hücre kültür kaplarındaki hücrelerin oleuropreinin 25 µM ile 800 µM 

arasında 15 farklı doz konsantrasyonunda 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinliği 

araĢtırılmıĢtır. Deney sonucunda oluĢan renk reaksiyonuna göre kontrol ve doz 

gruplarının absorbans değerleri (OD) ELISA cihazında 450 nm dalga boyunda ve 630 

nm referans aralığında okunmuĢtur. ÇalıĢma sonucuna göre oleuropeinin IC50 dozu  

48. saate 350 µM dozu olarak saptanmıĢtır. 24 saatlik hücre canlılığı testi 

sonuçlarında, hücre proliferasyonunun %50'lerin altına düĢmemesi sebebiyle, 
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48.saatteki doz oranı IC50 olarak kabul edilmiĢtir. Oleurpeinin değiĢen doz aralıkları ve 

zamana göre etkisi Ģekil 4.2'de görülmektedir. 

 

 

ġekil 4.2 Oleuropein'in çeĢitli konsantrasyonlarda zamana göre hücre canlılığına 
etkisi a)24. saat b) 48.saat (* IC50 dozu) c) 72.saat sütün grafiği gösterimi d) Çizgi 
grafiği ile gösterimi 
 

 

4.2. RNA izolasyonu  

 

Trizol Reagent yardımı ile kontrol grubu ve doz grubu SH-SY5Y hücrelerinden 

RNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzole edilen total RNA'lara konsantrasyon ve saflık 

ile ilgili olarak Nanodrop sonuçları Tablo 4.1'deki gibidir. 

 
Tablo 4.1 Ġzole edilen RNA'lara ait konsantrasyon ve saflık değerleri 

 

Grup Konsantrasyon 

(ng/µL) 

260/ 280 

OD 

260/230  

OD 

Kontrol SH-SY5Y 2083 1,94 1,96 

350µM OLE Doz 

Grubu SH-SY5Y 

1564 1,93 1,95 
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Örneklerin, konsantrasyonları cDNA sentezinde gerekli hesaplamaları yapmakta 

kullanılır. Nanodrop cihazı RNA konsantrasyonları otomatik olarak hesaplayıp 

vermektedir. Hesaplama iĢemini 260nm Abs x 40 formülasyonuna göre 

hesaplamaktadır.  Ġzole edilen RNA'ların saflıkları spektrofotometrede 260 nm ve 280 

nm ile yapılan ölçümlerin karĢılaĢtırılmasından hesaplanır. 260/280 oranı, örneklerin 

saflığı ile ilgili tahmini bir karĢılaĢtırma olanağı sunar. Doğru örnek kalitesini 

değerlendirmek için, 260/280 oranları genel spektral kalite ile birlikte analiz edilir. Saf 

nükleik asitler genellikle DNA için 260/280 oranı  ~ 1.8, RNA için ise ~ 2'dir. Bu oran 

her iki durumda da kayda değer oranda düĢükse ya da önemli ölçüde farklı ise saflık 

oranı, proteini, fenol ya da diğer kirleticilerin varlığını veya 280 nm yakınındaki 

kuvvetle absorbe varlığını ve kontaminasyonu gösterir. 260/230 saflık oranı 1.8-2.2 

aralığında bir 'saf' nükleik asit değerleri ile saflığın ikinci bir ölçüsüdür. 260/230 

değerleri de kayda değer ölçüde düĢükse bu ikinci kez arıtılmıĢ kirletici maddelerin 

varlığını gösterebilir ve anlamlı derecede düĢük oranlar kullanılan izolasyon tekniğinin 

daha fazla optimize edilmesini gerektirmektedir (Web_9). Elde ettiğimiz sonuçlar 

Tablo 15'te de görüldüğü gibi yeterli miktarda RNA izole ettiğimizi ve saflık derecesinin 

1,94 sınırlarında olması nedeniyle herhangi bir kontaminasyon olmadığını ve RNA'nın 

kalitesini gösterir.  

 

4.3. Gerçek-Zamanlı PZR (Real-Time PCR) 

 

Konsantrasyonları 260/280 nm ölçümü ile belirlenen RNA’lardan 2µg olacak 

Ģekilde hesaplanarak seçilen genlerin cDNA sentezinden sonra, mRNA 

seviyelerindeki ekspresyon düzeyleri farklılıkları Gerçek Zamanlı PZR yöntemi ile 

belirlenmiĢtir. Oleuropeinin (350 µM) uygulanması ile SH-SY5Y nöroblastom 

hücrelerinde kontrol grubuna göre hücre döngüsü ve apoptozla iliĢkili genlerin 

ifadelerinin nasıl değiĢtiği ve istatisitiksel olarak anlamlılık değerleri araĢtırılmıĢtır.  Bu 

amaçla öncelikli olarak panalde yer alan hücre döngüsü ve apoptozla ilĢkili genlere 

uygun gömülü primerler için cihazda yapıĢma sıcaklıkları ve döngü sayısı 

optimizasyonları yapılmıĢtır. Reaksiyon sonucunda elde edilen ct değerli dikkate 

alınrak kontrol ve doz gruplarındaki gen ifadelerindeki değiĢim hesaplanmıĢtır.  

 

Prosedürü materyal metotta (3.7.) belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirdiğimiz deneyler 

sonucunda elde ettiğimiz bulgular aĢağıda belirtilen prensibe göre gerçekleĢmiĢtir. 

ÇalıĢmamız sonucunda hücre döngüsü ile iliĢkili genlerden istatisitksel olarak anlamlı 

değiĢim görülen genler ve değiĢim durumları Tablo 4.2'de, apoptoz ile iliĢkili olanlar 

Tablo 4.3'de gösterilmiĢtir. ÇalıĢma sonucuna göre, custom dizayn edilmiĢ 84 hücre 
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döngüsü, 84 apoptoz geninden istatistiksel olarak anlamlı fark bulunan 10 hücre 

döngüsü geni Tablo 4.2'de, 10 apoptoz genide Tablo 4.3'de verilmiĢtir.  

 
Tablo 4.2 Gerçek Zamanlı PZR sonuçlarına göre kontrol ve doz gruplarında anlamlı 
düzeyde değiĢim tespit edilen hücre döngüsü ile iliĢkili genler 

 

Gen adı DeğiĢim p-değeri 
(<0,05) 

   

CCND1 -4,3241 0,02554    

CCND2 -3,199 0,00855    

CCND3 -5,7825 0,049663    

CDK4 -6,3196 0,01147    

CDK6 -4,9987 0,0229    

CDKN2A 10,8638 0,00632    

CDKN2B 9,577 0,01259    

CDKN1A 13,3956 0,00632    

GADD45A 20,7336 0,001259    

WEE1 -13,3701 0,0086    

 

Tablo 4.3 Gerçek Zamanlı PZR sonuçlarına göre kontrol ve doz gruplarında anlamlı 
düzeyde değiĢim tespit edilen apoptoz ile iliĢkili genler 

 

Gen adı DeğiĢim p-değeri 
(<0,05) 

   

BCL-2 -3,4696 0,000558    

DFFA 2,002 0,04336    

BAD 6,6082 0,003666    

BAX 20,7336 0,000667    

BID 2,0473 0,03338    

CASP1 4,2814 0,0114    

CASP3 2,0153 0,00884    

CASP8 2,0398 0,0199    

CASP9 2,0332 0,022    

TP53 2,0096 0,006    

 

Ġstatistiksel olarak anlamlı bulunan hücre döngüsü ve apoptoz iliĢkili genlerin 

kontrol ve doz gruplarındaki ekspresyon düzeylerindeki kat değiĢimleri ġekil, 4.3, 4.4, 

4.5 ve 4.6 verilmiĢtir. Ġstatistiksel olarak anlamlı bulunmayan (p>0,05) hücre döngüsü 

ve apoptoz iliĢkili genlerin, kontrol ve doz grupları arasındaki ekspresyon değiĢimleri 

EK-1'de sunulmuĢtur. 
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ġekil 4.3 Hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin Gerçek Zamanlı PZR Sonuçlarına göre 
ekspresyon değiĢimi, sırasıyla; CCND1, p=0,02; CCND2, p=0,008; CCND3, p=0,04; 
CDK4, p=0,01; CDK6, p=0,02 (p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul ediliĢtir) 

 

 
 

ġekil 4.4 Hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin Gerçek Zamanlı PZR Sonuçlarına göre 

ekspresyon değiĢimi, sırasıyla; CDKN2A, p=0,06; CDKN2B, p=0,01; CDKN1A, 

p=0,06; WEE1, p=0,008; GADD45, p=0,01 (p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

ediliĢtir) 
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ġekil 4.5 Apoptoz ile iliĢkili Gerçek Zamanlı PZR Sonuçlarına göre ekspresyon 
değiĢimi, sırasıyla; p53, p=0,006; Bcl-2, p=0,0005; Bax, p=0,006; Bid, p=0,03; Bad, 
p=0,003; (p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul ediliĢtir) 
 

 

ġekil 4.6 Apoptoz ile iliĢkili Gerçek Zamanlı PZR Sonuçlarına göre ekspresyon 
değiĢimi, sırasıyla; Kaspaz-1, Kaspaz-8, p=0,01;  p=0,01; Kaspaz-9, p=0,02; Kaspaz-
3, p=0,008; Sitokrom c, p>0,05; DFFA, p=0,04; (p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı 
kabul ediliĢtir)     
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4.4. TUNEL Testi ile Apoptoz Sonuçları 

 

ÇalıĢmamızda Roche In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Cat. No. 11 684 817 

910) kullanılmıĢtır. TUNEL testi için hücreler 8 odacık içeren lamlara (BD Falcon 

Culture Sledes; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide) 

ekilmiĢtir. Her bir chamber içine 4x103 hücre olacak Ģekilde 4 adet kontrol odacığı ve 4 

adet de oleuropein doz grubu hücreler eklenmiĢ ve etkili bulunan doz ve zaman 

aralığında (350 µM ve 48 saat) hücreler inkübe edilmiĢtir. Boyama iĢlemi Hoechst 

boyası ile yapılmıĢ ve floresans mikroskobu ile görüntüleme iĢlemi, apoptotik 

hücrelerin sayımı 40X büyütmede gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Floresan mikroskobi, floresan maddelerin (örn. Hoechst boyası, propidium iyodid 

gibi) kullanılmasıyla yapılan bir yöntemdir. Floresan boylar DNA'ya 

bağlanabildiklerinden hücrenin kromatini dolayısıyla nükleusu görünür hale getirebilir 

böylelikle hücre kültürü çalıĢmalarında kullanılması ile ölü ve canlı hücrelerin 

boyanması sağlanır. Hoechst boyası, ölü ve canlı hücrelerin tümünü boyar ama ölü 

hücrelerin apoptoz veya nekroz ile ölüp ölmediklerinin ayrımı nükleus morfolojisine ve 

membran bütünlüğüne bakılarak yapılır. Apoptoz için sinyal alındıktan sonra hücrede 

birçok biyokimyasal ve morfolojik değiĢimler gözlenir. Bu değiĢiklikler;  

 Hücre küçülmeye ve kondanse olmaya baĢlaması  

 Hücre iskeleti dağılması  

 Çekirdek zarı yer yer eriyip ve DNA'sı parçalara ayrılmasıdır.  

 

Apoptotik hücreler, normal hücrelerden daha kolay ayırt edilebileceği membranla 

çevrili küçük parçalara ayrılırlar. Hücre sitoplazması, sıkıca paketlenmiĢ organeller ve 

bazılarında çekirdek parçaları da mevcut olan apoptotik cisimcikler meydana gelir 

(GüleĢ Ö ve Eren Ü 2008). Bu özellikler dikkate alınarak mikroskop altında kontrol ve 

doz guplarında preperatta herbiri için 5 farklı alan sayılmıĢ, canlı hücreler apoptotik 

hücrelere oranlanarak yüzde apoptoz bulunmuĢtur. 

 

Kontrol grubu SH-SY5Y hücreleri ve 48 saat 350 µM oleuropein doz grubu 

hücreler floresan mikroskopta 40X büyütme ile farklı alanlar sayılmıĢtır. Kontrol grubu 

hücrelerde ortalama apoptotik hücre oranı % 8±1,02 iken, doz grubu hücrelerde her 

bir odacık için ortalama yüzdelik apoptotik hücre oranları %32,5 ile %40 arasında 

değiĢmekle birlikte bütün doz grubuna ait ortalama apoptotik hücre yüzdesi 
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%36,4±3,27 olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.7). Kontrol ve doz gruplarına ait örnek 

preperat görüntüleri ġekil 4.8 ve 4.9'da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.7 Kontrol ve doz gruplarında sayılan alanlardaki ortalama apoptotik hücre 
yüzdeleri 
 

   

 

ġekil 4.8 Kontrol grubuna ait hücrelerin TUNEL Testi ile Hoechst boyaması sonrası 
40x (a) ve 20x (b) floresan mikroskop görüntüleri 
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ġekil 4.9 Doz (350μM OLE) grubuna ait hücrelerin TUNEL Testi ile Hoechst boyaması 

sonrası floresan mikroskop görüntüleri (Apoptotik hücreler ok ile gösterilmiĢtir) 
 

4.5. Western Blot Sonuçları 

 

Western blot yöntemi ile kontrol ve doz grupları arasında, bütçe kısıtlamasından 

dolayı apoptoz ve hücre döngüsü ile ilgili olarak Bcl-2 ve SiklinD1 ekspresyonlarının 

protein düzeyinde değiĢimleri araĢtırılmıĢtır. House-keeping protein olarak β-aktin 

kullanılmıĢtır. Sonuçlara göre, oleuropein muamele edilen doz grubunda hem siklinD1 

hem de Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarının kontrol grubuna göre azaldığı 

gösterilmiĢ ve Gerçek Zamanlı PZR sonuçlarına göre elde edilen mRNA düzeyindeki 

azalma Western Blot tekniği ile protein düzeyinde de teyit edilmiĢtir (ġekil 4.10). 
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ġekil 4.10  Kontrol ve doz grubu hücrelerde Bcl-2 ve SiklinD1 proteinlerinin değiĢimi 

 

4.6. Matrigel- Ġnvazyon Testi Sonuçları 

 

Oleuropein'in SH-SY5Y hücrelerinde invazyon üzerine etkisinin araĢtırılması için 

matrigel-invazyon testi gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlgili hücreler invazyon kapasitesi “trans-

well matrigel invasion chamber”- invazyon kapları (BD Biosciences, USA) kullanılarak 

24-kuyucuklu kültür plakları içerisinde araĢtırılmıĢtır. Kontrol grubu hücreler ve 350 µM 

oleuropein uygulanan doz grubu hücreler, matrigel invazyon odacıklarına serum 

içermeyen besiyeri içerisinde 2,5x105 hücre/ml olacak Ģekilde yerleĢtirilmiĢ ve 

invazyon odacığının dıĢına ise %10 serum (FBS) içeren besiyeri konulmuĢtur. Bu 

deney düzeneğinde hücreler 37°C’de CO2’li inkübatörde 48 saat inkübe edilmiĢlerdir. 

Bu durumda invaziv karakterli hücreler seruma kemoatrak yaparak 8 µm çaplı porlar 

ile örtülü matrigel matriks ortamından geçmiĢlerdir. Yüzde invazyonu saptayabilmek 

için hücre migrasyonunuda saptamak gerekmektedir. Bu amaçla BD Bioscience 

firmasından temin edilen kontrol odacıkları kullanılmıĢtır. Aynı ortam koĢullarında 

2,5x105 hücre/ml olacak Ģekilde kontrol odacıklarına ekilmiĢlerdir. Matrigel matrikste 

bulunan dolayısıyla invaziv hücreler metanol ile fikse edildikten sonra kristal viyole ile 

boyanarak mikroskop altında 40X büyütmede sayılmıĢlardır. ÇalıĢma sonucunda elde 

edilen sayım sonuçları ile % invazyon değiĢimini hesaplamak için aĢağıdaki formül 

kullanılmıĢtır. 

% Ġnvazyon=
matrijel matriks bazal membrandaki hücre sayısı

Kontrol membrandaki hücre sayısı
 X100 

 

Kontrol membranındaki düzenekte, sayım iĢlemleri sonucunda kontrol 

hücrelerinden ortalama 2645±12,72 hücrenin, 350 µM oleuropein uygulanan doz 
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grubu hücrelerden de ortalama olarak 410±4,24 hücrenin invaze olup kontrol 

odacığının diğer tarafına geçtiği tespit edilmiĢtir. Matrigel matriks bazal membrandaki 

düzenekte ise kontrol grubu hücrelerden ortalama 1975±8,48 hücrenin, 350µM 

oleuropein uygulanan doz grubu hücrelerden de ortalama olarak 170±2,82 hücrenin 

invaze olup kontrol odacığının diğer tarafına geçtiği tespit edilmiĢtir. Ġnvazyon ve 

migrasyon sonuçlarında elde edilen verilerle yukarıdaki formül uygulanarak % 

invazyon hesaplaması kontrol ve doz grupları için hesaplanmıĢtır. Formül sonuçlarına 

göre kontrol hücrelerinin invazyon kapasiteleri %74,66±2,7 iken oleuropein uygulanan 

doz grubunda invazyon yüzdesi %41,46±2,04 olarak bulunmuĢtur. Matrigel-invazyon 

deneyi sonucunda, oleuropein uygulanmıĢ doz grubu SH-SY5Y hücrelerinin invazyon 

durumlarının kontrol grubuna göre belirgin bir Ģekilde azaldığı görülmektedir (ġekil 

4.11 ve 4.12). 

 

  

 

ġekil 4.11 Kontrol ve doz grubu hücrelerde % invazyon kapasiteleri 
 

 

 

ġekil 4.12 Kontrol ve doz grubu invaze olan hücrelerin mikroskop görüntüsü (10X) 
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4.7. Koloni OluĢum Sonuçları  

 

Oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerinde koloni oluĢumu üzerine etkisinin belirlenmesi 

amacıyla, kontrol ve doz grupları (350 µM) için 103 hücre ekimi yapılmıĢ ve 14 gün 

boyunca hücrelerin 2 günde bir ortamlarını değiĢtirmek suretiyle 37oC’de, %5 CO2’li 

ortamda inkübe edilmiĢtir.  Ġnkübasyon süresinin sonunda soğuk metanolle fikse 

edilen hücreler kristal viole ile boyanmıĢlarıdır (ġekil 4.13). Oleuropeinin koloni 

formasyonuna etkisini anlamak amacıyla 0,1 cm'den büyük koloniler sayılmıĢtır. 

Kontrol grubu hücrelerde koloni ortalaması 41±2 iken, oleuropein (350 µM) 

uygulanmıĢ doz grubu hücrelerde koloni sayısı 19±1 bulunmuĢtur. ġekil 4.13'de 

gözlendiği gibi koloni formasyonunun doz grubunda kontrole göre azaldığı belirgin 

biçimde dikkati çekmektedir. Sonuç olarak, oleuropein maruziyeti ile SH-SY5Y 

hücrlerinde koloni saysısı %53,6±4,71 oranında baskılandığı Ģekil 4.14'de grafik 

olarak görülmekmektedir.  

 

ġekil 4.13 SH-SY5Y hücreleri kontrol ve doz grubu koloni görüntüsü 

 

 

 

ġekil 4.14 Kontrol ve doz gruplarındaki ortalama koloni sayıları  
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5.TARTIġMA  

 

Kanser, organizmada hücrelerin çeĢitli sebeplerden dolayı kontrolü kaybedip 

anormal Ģekilde çoğalmaları ile karakterize olan kompleks bir hastalıktır. Bu 

kontrolsüz çoğalmaya bağlı olarak tümör oluĢumu gerçekleĢmektedir. Tümörler 

normal vücut iĢleyiĢini, bulunduğu dokuya bağlı olarak durdurmakta ve bazen ölümle 

sonuçlanabilecek durumlara yol açmaktadır. Nöral krest hücrelerinden köken alan, 

biyolojik ve klinik olarak da farklı özellikler gösteren nöroblastoma çocukluk çağının en 

sık rastalanılan tümörleri arasında yer almakta ve çoğu zamanda ölümcül sonuçlara 

yol açmaktadır.  Bu bağlamda kanser tedavilerini daha etkin ve sonuç alıcı hale 

getirmek için yapılan çok sayıda çalıĢma olmasına ve her geçen gün yeni tedavi 

yöntemleri geliĢtirilmesine rağmen, kansere bağlı ölümler hala ilk sıralarda 

gelmektedir. Ayrıca mevcut tedavi yöntemlerinde, yan etkiler, belirli bir süre sonra 

tedavinin etkisiz hale gelmesi ya da tedaviye direnç gibi sebeplerden dolayı alternatif 

tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi veya yeni biyolojik, kimyasal, farmakolojik, genetik, 

hedefe yönelik veya daha farklı ajanların geliĢtirilmesi çalıĢmalarının daha hızlı Ģekilde 

sürdürülmesini gerektirmektedir. 

 

Günümüzde kanser tedavi yöntemlerinin yanı sıra dünyada ve ülkemizde pek çok 

kanser hastası konvansiyonel tedavilerle birlikte alternatif tedavileri de sıklıkla 

kullanmaktadır. Alternatif ve tamamlayıcı tedavilerinde kullanılan doğal ürünler ile 

kanser hücrelerinin büyümesi, metastaz yapmasının engellenmesi, hücre ölümünün 

indüklenmesi gibi mekanizmalarla bu hastalığın tedavisinin sağlanması 

amaçlanmaktadır (Baskın ve Olgun 2007). Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar 

kapsamında Akdeniz diyeti beslenme tarzı kanser, diyabet, kardiyovasküler hastalıklar 

ve diğer çeĢitli metabolik hastalıkların önlenmesinde baĢarılı olduğu sonucuna 

ulaĢılmıĢtır. Akdeniz diyetinin koruyucu etkisi meyve ve sebze açısından çeĢitli ve 

zengin bir içeriğe sahip olmasından ileri gelmektedir. Akdeniz diyetinin önemli 

besinlerinden birisi de zeytindir. Günümüzde pek çok araĢtırmada zeytin, zeytinyağı 

ve zeytin yaprağı gibi ürünler baĢta olmak üzere bilim insanlarını bu besinlerin 

potansiyel sağlık etkileri konusunda çalıĢmalar yürütmektedir (Büyükbalcı ve El 2008). 

Zeytin ürünlerinin insan sağlığı üzerindeki olumlu etkileri yapılarında bulunan çok 

yönlü biyoaktif bileĢenlere dayandırılır. Bu bileĢenler polifenoller, tokoferoller, 
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fosfolipitler, karetonoidler, steroller olarak gruplandırılır (Visioli vd 2002). Özellikle 

zeytinin kansere olan etkisinin araĢtırılmaya baĢladığı son yıllarda, polifenoller 

içersinde yer alan oleuropein büyük ilgi görmektedir. AraĢtırmalar bu bileĢenin anti-

hipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, hipokolesterolemik, hipoglisemik, antiviral, 

anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip 

olduğunu ortaya koymaktadır. Tablo 4'te bu aktiviteleri ve etki mekanizmaları toplu 

olarak belirtilmiĢtir. Oleuropeinin ve diğer bileĢenlerden hidroksitrizolün kan beyin 

bariyerini geçebilme özelliği bulunmaktadır (Dangelo vd 2001; Wu vd 2009, 

Mohagheghi vd 2011, Luccarini 2014). Mohagheghi ve arkadaĢları bununla ilgili olarak 

oleuropein ve zeytin içeriğindeki diğer bileĢenlerin nörodejeneratif hastalıklarda da 

etkili olabileceğini düĢündürmüĢ ve yapılan çeĢitli çalıĢmalarda da oleuropeinin beyin 

ve merkezi sinir sitemi ile ilĢkili Alzeimer, Parkinson veya inme gibi sağlık sorunlarında 

etkili olduğu nöronlarda oksidatif stresi azalttığı gösterilmiĢtir. Beyin dokusunun 

mikroskobik incelemelerinde hasarlı beyin dokusunda ve ölen beyin hücreleri 

oranında oleuropeinin %55'lere varan azalmalara sebep olduğu belirtilmiĢtir 

(Mohagheghi vd 2011). Zeytin yaprağı ekstraktı ve oleuropeinin nörodejeneratif 

hastalıklarda (Alzheimer, Parkinson) da oksidatif stres üzerinden etki gösterdiği 

gösterilmiĢtir. Hayat boyunca süren oksidatif etki zaman içinde katlanmakta ve ortaya 

çıkan yangı ve diğer değiĢimler sinir hücrelerinde bir takım anormal proteinlerin 

birikmesine ve bu birikmeye bağlı olarak nöronların normal çalıĢmasını bozarak 

ölümlere neden olabilmektedir. Zeytin yaprağı ekstraktının Alzheimer ve benzeri 

hastalıklarda nörofibriller karmaĢayı proteinler üzerinden etkileyerek azalttığı 

gösterilmiĢtir (Bazoti vd 2006, Daccache vd 2011, Rigacci vd 2011). Her nekadar 

yapılan sınırlı çalıĢmalar bulunsa da oleuropeinin beyindeki farmakokinetik detayı ve 

etki mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılabilmiĢ değildir. Bu kapsamda çok 

çeĢitli ve detaylı çalıĢmalara ihtiyaç vardır (Dangelo vd 2001). Nöroblastom üzerine 

yapılmıĢ oleuropeinle iliĢkili herhangi bir çalıĢma literatürde bulunmamaktadır. Yapılan 

bu çalıĢma ile ilk veriler elde edilmiĢtir. 

 

Bu çalıĢma ile oleuropeinin SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattında hücresel 

düzeyde etkilerini in vitro olarak hücre kültürü ortamında potansiyel terapötik etkinliği, 

anti-kanserojen etkisi ve bundan sonraki detaylı çalıĢmalarda kullanılıp 

kullanılamayacağını ve etki mekanizmasının ortaya çıkarılması amaçlanmıĢ bu 

kapsamda da hücre canlılığına etkisi için XTT testi, mRNA düzeyinde hücre döngüsü 

ve apoptoz ile iliĢkili genlerin ifadelerindeki değiĢimi belirlemek için Real-Time PCR 

yöntemi, protein düzeyinde değiĢimi anlamak için Western Blot, ayrıca apoptozu 

desteklemek için TUNEL Testi, hücre invazyonuna etkisini araĢtırmak için matrigel 
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invazyon testi ve koloni oluĢuma etkiside koloni formasyon testi ile gösterilmiĢtir. 

Oleuropein %98 saflıkta olcak Ģekilde ticari olarak satın alınmıĢ ve çalıĢmalarda direkt 

olarak oleuropeinin SH-SY5Y hücreleri üzerine etkileri belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. 

Oleuropeinin ile nöroblastom üzerinde etkisi ile ilgili çalıĢmaya rastlanmadığından 

bulgularımızın kıyaslanabileceği literatür bilgisi bulunmamaktadır. Fakat diğer kanser 

hücre hatları üzerine oleuropeinin etki mekanizmları ayrıca değerlendirilmiĢtir.  

 

ÇalıĢma sonuçlarımıza göre oleuropeinin doza ve zamana göre sitotoksik etkisi 

çeĢitli konsantrasyonlarda hazırlanarak 24, 48 ve 72. saatlerdeki hücre canlılığına 

olan etkisi belirlenmiĢ ve sonuç olarak hücrelerin %50 sinin ölümüne yol açan miktarı 

IC50 (LD50) dozu 48. saate 350 µM olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.1). 24. saatteki etkisine 

bakıldığında hücre canlılığının yüzde ellilerin altına düĢmemesi dolayısıyla 48. 

saatteki IC50 doz konsantrasyonu alınmıĢtır. Bundan sonraki diğer araĢtırmalarda 

kontrol grubu ve IC50  dozunun olduğu grup arasındaki değiĢimler araĢtırılmıĢtır. Trizol 

ile RNA izolasyonun ve takibinde cDNA sentezlenmesinin ardından hücre döngüsü ve 

apoptozla iliĢkili genlerin kontrol ve doz grupları arasındaki mRNA düzeyinde ifade 

değiĢimleri araĢtırılmıĢtır. PCR sonuçlarına göre hücre döngüsü ile ilgili panelden 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde ifadeleri değiĢen genler CCND1 (SiklinD1), 

CCND2 (SiklinD2), CCND3 (SiklinD3), CDK4 (Siklin bağımlı kinaz 4), CDK6 (Siklin 

bağımlı kinaz 6), CDKN2a, CDKN2B, CDKN1A, GADD45 dır. Apoptozla iliĢkili olup 

anlamlı değiĢim gösteren genler ise Bcl-2, DFFA, Bad, Bax, Bid, Kaspaz-1, Kaspaz-8, 

Kaspaz 9, Kaspaz-3, TP53'tür. Tablo 2.5 te çeĢitli araĢtırmaların karĢılaĢtırmalı 

sonuçlarının değerlendirildiği verileri de dikkate aldığımızda diğer kanser türlerinde de 

benzer bazı genlerin ifadelerinde ki değiĢimlerin bizim bulgularımızla benzerlik 

içermektedir. Bu durum oleuropeinin benzer genlerin ifadeleri üzerinden etki ettiğini 

düĢündürmektedir.   

  

Hücre çoğalması ve hücre döngüsünün ilerlemesinin kontrolünde rolü olan 

genlerin ekspresyonları ile bağlantılıdır. Ökaryotik hücre döngüsü M (mitoz), G1, S, ve 

G2 fazlarından oluĢmakta ve bu süreçlerde hücre uyarımı ile büyüme meydana 

gelmekte ya da hücre G0 fazında durmaktadır. Hücre döngüsü G1-S geçiĢinde, G2-M 

geçiĢinde ve metafaz-anafaz geçiĢinde kontrol noktaları bulundurmaktadır. Hücre 

döngüsü siklin bağımlı kinazlar (cdk, katalitik alt birim) ve siklin (cyc, düzenleyici alt 

birim) tarafından kontrol edilmektedir. Hücre homeostazis, hücre çoğalması, 

büyümenin durdurulması ve apoptoz ile sürdürülmektedir. Hücre döngüsündeki 

düzenlenme ve kontrol basamaklarındaki etkileĢimler çok sayıda ve komplekstir. Bu 
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durumlarda meydana gelebilecek hatalar hücre bölünmesinin kontrolünün 

bozulmasına ve kanser geliĢime sebep olabilir. 

 

Hücre döngüsünde görev alan ve CDK'ların alt birimini oluĢturan siklinler, hücre 

döngüsünün belirli evrelerinde sentez edilirler ve daha sonra yıkıma uğrarlar. CDK'lar 

hücre döngüsünün bir sonraki evresine geçebilmesi için gerekli olan kritik hedef 

proteinleri fosforile ederek bu döngünün devamını sağlarlar. Siklinler CDK'lardan farklı 

olarak, hücre döngüsünün belirli evrelerinde sentez edilirler. Fonksiyonları CDK'ları 

aktive etmektir. SiklinD; hücre döngüsünde düzeyi ilk artan siklindir.  G1'in ortasında 

ortaya çıkar ve S evresinde yok olur. D1, D2, D3 ubiquitin-proteozom yolağı üzerinden 

yıkılır. D tipi siklinler CDK4 ve CDK6'yı regüle ederler. SiklinD, hücre döngüsünün G1 

evresinde CDK4'e bağlanır ve onu aktive ederek SiklinD-CDK4 kompleksini 

Ģekillendirir. Bu kompleksin hücre döngüsünde kritik bir rolü bulunur, retinoblastoma 

proteini (RB) fosforiller. RB'nin fosforilasyonu, hücre döngüsü için moleküler bir 

anahtar gibi iĢlev görür. Siklin ve CDK'ların normal görevleri; hücre döngüsünün 

kontrolüdür ve bu moleküllerin aktivitelerinin yanlıĢ düzenlenmeleri hücre 

proliferasyonu artıĢı ve kanserle iliĢkilidir. SiklinD birçok kanserde meme, özafagus, 

baĢ ve boyun, karaciğer, lenfoma gibi yüksek oranda ifade edilir. Ekspresyon düzeyi 

hastalığın seyri ve sağkalım ile korelasyon gösterir. 

 

SiklinD1(CCND1),  kromozom 11q13 bölgesinde, siklinD2 (CCND2), kromozom 

12p13 bölgesinde lokalize olup siklin bağımlı kinazların düzenlenmesinde görev 

alırlar. Çoğunlukla CDK4 ve CDK6 ile iliĢkili olup hücre döngüsünün G1 fazında ve 

G1-S geçiĢinde rol almaktadırlar. CDK4, serin / theronin kinaz ailesi üyesi bir 

proteindir ve hücre döngüsünde G1 fazı ilerlemesinde kritik rol almaktadır. D tipi 

siklinler ve p16 (INK4) ile kontrol edilmekte ve bu genlerde meydana gelen 

değiĢiklikler karsinogenezde etkili olabilmektedir. CDK6, kromozom 13q12 bölgesinde 

lokalize bulunan bir siklin bağımlı kinaz ailesi üyesidir. Hücre döngüsünde G1 fazı 

ilerlemesinde ve G1-S geçiĢinde kritik roller üstlenmektedir. Ġlk olarak G1 fazı 

ortasında ortaya çıkmakta ve D tipi siklinler ile INK4 ailesi tarafından kontrol altında 

tutulmaktadır. Sıklıkla bir tümör baskılayıcı gen olan Rb proteininin regülasyonunda rol 

alır (Web_10). 

 

Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda nöroblastoma hücre hatlarında ve nöroblastoma 

hastalarında CDK4/CDK6 kinaz aktivitesinde önemli düzeyde artıĢ olduğu 

gösterilmiĢtir. SiklinD1 ve CDK 4 gen amplifikasyonunun yanı sıra homozigot 

CDKN2A delesyonu da rapor edilmiĢtir (Easton vd 1998, Krasnoselsky vd 2005, 
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Mosse vd 2007, Molenaar vd 2012, Rader vd 2013). Ayrıca Molenaar ve arkadaĢları 

(2008) SiklinD1, CDK4, CDK6 gen ifadelerinin nöroblastom vakalarında overeksprese 

olduğunu göstermekle birlikte diğer tümörlerle karĢılaĢtırıldığında da nöroblastomda 

bu genlerin ekspresyon düzeylerinin daha yüksek olduğu belirtmiĢlerdir. 

Nöroblastomda siklinD1, CDK4 ve CDK6'daki genomik aberasyonların saptanması bu 

pediatrik tümörde hücre döngüsünün G1 aĢamasına giriĢ kontrol noktasında bir 

bozukluk olduğunu gösterir (Molenaar vd 2008). Rader ve arkadaĢları (2013) CDK4, 

CDK6 ve SiklinD1 protein ekspresyonlarının yüksek olduğunu BE2C, IMR5, 1643, 

SY5Y, NGP, KELLY, LAN5, NLF, N869, NBSD, NBLS, SKNF1, EBC1, SKNAS, NB16, 

RFE1 nöroblastom hücre hatlarında Western Blot yöntemi ile göstermiĢler ve 

SiklinD/CDK4/CDK6/RB yolağının nöroblastomada hiperaktif olduğunu rapor 

etmiĢlerdir. Ayrıca bazı diğer pediatrik tümör hatlarından, DAOY (medulloblastom), 

H441 (akciğer adenokarsinom), T98G (glioblastom), PANC1 (pankreatik karsinom) ile 

de karĢılaĢtırılmaları yapılmıĢ ve nöroblastoma hücre hatlarında ekspresyonlarının 

daha yüksek düzeyde olduğu gösterilmiĢtir (Rader vd 2013). SiklinD1 

nöroblastomlarda ekspresyon gösterirken ganglionöromlarda bu ekspresyon düĢük 

bulunmuĢtur. G1 düzenleyici genlerde artmıĢ ekspresyon olması andiferansiye 

fenotiple iliĢkili saptanmıĢtır (Lu ve Lane 1993, Zhang vd 2004). Aynı çalıĢmada düĢük 

ve yüksek risk nöroblastom hasta gruplarında da SiklinD1, CDK4, CDK6 ve RB 

ekspresyonları protein düzeyinde Western blot yöntemi ile karĢılaĢtırılmıĢ ve yüksek 

risk gruplarında düĢük risk gruplarına göre bu yolaktaki genlerin tamamının daha 

yüksek düzeyde ifade edildiği gösterilmiĢtir. AraĢtırmalarda, yüksek risk nöroblastom 

olgularında düĢük risk nöroblastom olgularına göre, SiklinD1 ekspresyonunun % 19.5, 

CDK6 ekspresyonunun %15.7 ve CDK4 ekspresyonunun %5.1 oranında daha yüksek 

düzeyde olduğu gösterilmiĢtir. Sonuç olarak bu veriler ıĢığında kullanılacak 

kemotörapatiklerin veya yeni ajanların bu yolağa da etki göstermesi gerektiğini 

belirtmiĢlerdir (Rader vd 2013).  

 

Bizim elde ettiğimiz sonuçlara göre, doz grubu hücrelerinde (350µM OLE) kontrol 

grubuna göre,  SiklinD1 (CCND1) gen ekspresyonu 4,32 kat azalmıĢ (p=0,025), CDK4 

ekspresyonu 6,3 kat azalmıĢ (p=0,011) ve CDK6 ekspresyonu da 4,99 (p=0,022) kat 

istatistiksel olarak da anlamlı düzeyde azalmıĢtır. ÇalıĢma sonuçlarımıza göre doz 

grubunda kontrol grubuna göre, SiklinD2 (CCND2) gen ekspresyonunun 3,19 kat 

(p=0,008), SiklinD3 (CCND3) gen ekspresyonunda 5,7 kat (p=0,04) azaldığı 

bulunmuĢtur. Ayrıca western blot yöntemi ile kontrol ve doz grupları arasındaki 

SiklinD1'in protein düzeyindeki değiĢimi de gösterilmiĢtir. Doz grubunda SiklinD1'in 

protein düzeyindeki ekspresyonun azaldığı da gösterilmiĢtir. Oleuropein maruziyeti 
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sonrasında SH-SY5Y hücrelerinin Siklinler, CDK4 ve CDK6'nın baskılanması ile hücre 

döngüsün G1 arreste indüklenmiĢ olabileceğini ve böylece hücre proliferasyonunun 

azalmasına neden olduğunu düĢünmekteyiz.  

 

Kromozom 6p21.2 bölgesinde lokalize olan p21, siklin bağımlı kinaz olup hücre 

siklusunun ilerlemesini önleyen tümör süpresörlerdendir (Web_10). Normalde p53 ve 

p21 proteinleri hücre döngüsünün G1 kontrol noktasında görev almaktadır. p21 hücre 

döngüsünü CDK'lar ile etkileĢime girerek kontrol edilmesinden sorumludur (Lin vd 

1996). ÇalıĢmamız sonucuna göre, p21 gen ekspresyonu doz grubu hücrelerde 

yaklaĢık olarak 13 kat artıĢ (p=0,006) göstermiĢtir. Bu durum p21'in CDK4/CDK6 

inhibisyonunda modülator görev almıĢ olabileceğini göstermektedir.  

 

CDKN2A (p16)'nın nöroblastomun da içinde bulunduğu çeĢitli tümörlerde 

mutasyona ve delesyona uğradığı bilinmektedir. CDKN2B geni de CDKN2A genine 

komĢu ve kromozom 9p'de lokalizedir (Kamb vd 1994, Rader vd 2013, Web_10). 

CDKN2A (INK4A/p16) geni, yetiĢkin kanserlerinin çoğunda mutasyona ya da 

delesyona uğrar. P16 hücre kontrolünde kritik bir rol oynar. Primer NB'lardaki bazı 

çalıĢmalar, P16 inaktivasyonuna ait veya CDKN2B (KIP1/p15) ve CDKN2C 

(INK4C/p18) genleri ile ilgili kanıt bulunamamıĢtır (Maris ve Matthay 1999). 

ÇalıĢmamızda CDNK2A (p16) geninde kontrol grubuna göre oleuropein uygulanan 

doz grubunda 10.8 katlık (p=0,006) bir artıĢ, CDKN2B (p15)'te, 9.5 katlık bir artıĢ 

(p=0,001) tespit edilmiĢtir. Oleuropein maruziyeti sonrası CDK inhibitörlerindeki bu 

artıĢ CDK'ların baskılanmasını sağlamıĢ ve hücre döngüsünün durdurulmasına katkı 

sağlamıĢ olabileceği fikrini desteklemektedir. 

 

Hücre döngüsü ile apoptoz entegrasyonunu sağlayan anahtar faktör olan tümör 

baskılayıcı gen ürünü bir protein olan p53'dür. p53, kromozom 17p13.1'e lokalizedir 

(Web_10). Normalde esas fonksiyonu, DNA bir Ģekilde (radyasyon veya ilaç etkisi 

gibi) hasar aldığı zaman, hücre döngüsünün dolayısıyla hücre proliferasyonunun 

durdurulup hücrelerin hasarı tamir etmesi için ona zaman kazandırmaktadır. p53 

bilindiği gibi kanser hastalarının mutasyonunda en sık görülen proteindir ve 

kanserlerin %50-55'inde mutanttır. p53 normal olarak bir CKI'ü olan p21'in sentezini 

arttırarak proliferasyonu bloke eder. p53 tarafından hücre döngüsü inhibitörlerinin 

(CDKN1A, GADD45 gibi) transkripsiyonel aĢırı düzenlenmeleri hücreyi G2-M arrestine 

götürür (Web_11). Oleuropein maruziyeti sonucunda p53 ekspresyonu doz grubunda 

kontrol grubuna göre 2 katlık (p=0,006) bir artıĢ görülmesine karĢılık (ġekil 16,17) 

CDKN1A ekspresyonunun 13 kat arttığı görülmüĢtür. Bu durumda CDKN1A 
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ekspresyonu p53 artıĢından daha fazla düzeyde olması baĢka mekanizmalarla da 

CDK inhibitörü olan p21 (CDKN1A)'in aktive olmuĢ olabileceğini düĢündürmektedir. 

Böylece bu kompleks pRB'yi fosforile edemeyeceğinden E2F ailesi de pRB'den 

ayrılamayacağı için siklus ilerletici iĢlevini yerine getiremez ve hücre döngüsü durur. 

NB' da, p53 proteininin sitoplazmik lokalizasyon aberasyonu gözlenmiĢ ve G1-S 

kontrol noktasını bozduğu bulunmuĢtur. Bununla birlikte, NB hücrelerinin DNA hasarı 

nükleusta wild-type p53’ün normal translokasyonuna ve p21 uyarılmasına neden 

olmaktadır (Maris ve Matthay 1999). 

 

Oleuropein maruziyeti ile p53 ve p21 ekspresyonlarındaki değiĢim, hücre 

döngüsünün durmasına bu Ģekilde katkı yapmıĢ olabilir. Sonuç olarak, p53 hem G1-S 

hem de G2-M arrestine aracılık yapmıĢ ve bu durum da genomik bütünlüğün 

korunmasındaki kritik rolü ile de uyumlu görünmektedir. Hücre siklusunun durması 

hücreye zaman kazandırır ve hücre hasarlanmıĢ DNA'sını tamir eder. Ama hasar 

tamir edilemeyecek kadar büyükse bu kez p53 hücreyi apoptoza götürür. Oleuropein 

maruziyeti sonrası ayrıca doz grubunda, DNA tamirinde görevli GADD45 geninin 

ekspresyon düzeyi de yaklaĢık 20 katlık bir artıĢ (P=0,012) tespit edilmiĢtir. GADD45 

hücre siklusunun G2-M kontrol noktasında önemli rolü olan nükleer proteindir. p15, 

p21 ve p27 nin baskılanarak hücre büyümesinin düzenlenmesinde görevlidir 

(Vermeulen vd 2003). GADD45 ifadesindeki bu önemi artıĢ ile muhtemel baĢarısız 

veya yetersiz tamirden dolayı yine de hücre ölüm yolağı aktive olmuĢtur.  p53'ün 

apoptozu indüklemesi Bax ekspresyonunu arttırması ve böylece Bcl-2/Bax oranını 

değiĢtirmesi yoluyla gerçekleĢtirir.  

 

Apoptoz temel olarak hücre dıĢından tetiklenen, pozitif TNF (TNFα varlığı) ya da 

negatif (büyüme faktörü yokluğu) dıĢsal yol veya hücre içinde DNA hasarı, ER stresi 

ya da mitokondriden tetiklenen içsel yol olmak üzere çeĢitli yollarla baĢlatılır. 

Mitokondri aracılığıyla düzenlenen hücre içi yol aslında hücre dıĢı ve hücre içi 

etkenlerin ortaklaĢtığı bir mekanizma oluĢturur. Hücre içi ya da hücre dıĢında 

baĢlayan apoptotik süreç kaspazlar adını verilen proteolitik enzimler tarafından 

gerçekleĢtirilir. Apoptoz dıĢ yolaktan, ölüm reseptörleri adı verilen birbiriyle yapısal 

akraba olan birçok reseptör tarafından aktif olarak uyarılır. En iyi örnekleri TNFα ve 

Fas reseptörleridir. Bu reseptörler hücre zarında bulunan bir çeĢit integral membran 

protein yapısındadırlar. Hücre zarında bulunan kendileri için özgün reseptörlere 

bağlanan ligandlar prokaspaz-8'i iki farklı büyüklükte parçaya böler. Kaspaz-8, 

kromozom 2q33-q34 bölgesinde lokalizedir. BaĢlatıcı kaspaz denen aktif kaspaz-8, 

inaktif durumda proenzim olan kaspaz-3, kaspaz-6, ve kaspaz-7'nin bir zincir 
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biçiminde aktifleĢmesine yol açar. Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi üyelerinden proapoptotik 

bir protein olan bid'i kırar ve aktifleĢmesini sağlar. Bid kromozom 22q11.1 de lokalize 

olup aktifleĢmesi mitokondriden sitokrom c salınımı ile kaspazların aktifleĢmesi 

sağlanır.  

 

Bad, bir çok normal hücrede bulunmaktadır ve kompleks oluĢturma mekanizması 

fosforilasyon defosforilizasyon mekanizması ile düzenlenmektedir. Fosforile iken diğer 

anti-apoptotik üyelerle kompleks oluĢturamadığından onları etkisizleĢtiremez. 

Defosforile olduğu zaman sitokrom c salınımını ve kaspazların aktifleĢmesini 

sağlamaktadır (Web_11). Nöroblastomlarda apoptoz mekanizmasında oluĢan hasarla 

ilgili bilgiler mevcuttur.  Kaspaz-8' in nöroblastomalarda tümör süpressor geni olduğu 

bulunmuĢtur. Nöroblastomalarda gerçekleĢen apoptozun mitokondride oluĢan içsel 

yol ile oluĢtuğuna dair bulgular vardır (Kenicli vd 2002, Johnsen vd 2009).  

 

ÇalıĢmamız sonucuna göre oleuropein uygulanan doz grubu SH-SY5Y 

hücrelerinde kaspaz-8 aktivitesinde 2 kat (p=0,019), BID ekspresyonunda 2 kat 

(p=0,03) ve BAD ekspresyonunda 6.6 kat (p=0,003) artıĢ tespit edilmiĢdir. Fakat bu 

artıĢlara rağmen TNF ve TRAIL gibi hücre yüzey ölüm reseptörlerinin 

ekspresyonlarının değiĢiminde istatisitksel olarak anlamlı fark bulunmamıĢtır. Bu 

durum bize apoptozun dıĢ yolaktan daha ziyade iç yolak aracılığıyla indüklendiğini 

düĢündürmektedir. Çünkü oleuropein uygulanan doz grubunda, Bax geninin 

ekspresyon düzeyinin yaklaĢık 20 kat arttığı (p=0,006), Bcl-2 geninde de 3,4 kat azalıĢ 

(p=0,0005) olduğu böylece Bax/Bcl-2 oranının önemli düzeyde değiĢtiği bulunmuĢtur. 

Doz grubunda Bcl-2'nin protein düzeyindeki ekspresyonunun azaldığı da western blot 

yöntemi ile gösterilmiĢtir. 

 

Bcl-2 ve BCLX gibi anti-apoptotik genler, erken nöral ontojenide yüksek düzeyde 

eksprese edilir. Bcl-2 geni kromozom 18q21.3'de lokalizedir. Bcl-2, çoğu nöroblastom 

hücre hatlarında ve primer tümörde aĢırı ifade edilir. Bcl-2 proteini, ganglionöromlarda 

nadiren rastlanır. Tümör regresyonu apoptoz inhibitör yokluğuna bağlı olabilir. Ayrıca 

Bcl-2 proteinin yüksek düzeyleri tümörün ilaca direncinde önemli rol oynar (Maris ve 

Matthay 1999). Farelerde yapılan Bcl-2 gen çalıĢmalarında dalak, lenf düğümü, kemik 

iliği, timus ve beyin normal dokularında bcl-2 gen ekspresyonu olduğu ortaya 

konmuĢtur (Negrini vd 1987). Reed ve arkadaĢları nöroblastom ve nöronal özellikler 

gösteren PNB iliĢkili tümör hücrelerinde değiĢik derecelerde blc-2 protoonkogen 

ekspresyonu izlemiĢler ve Bcl-2'nin aĢırı ekspresyonunun apoptozu engelleyerek 

hücresel yaĢam sürecini arttırdığı ve bu Ģekilde hücre ölümü ile iliĢkili olduğunu 
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göstermiĢlerdir (Reed vd 1991). Ayrıca çok sayıda hücre ölümü mekanizmalı 

kemotörapotikler ile etkileĢtiği bulunmuĢtur.  Sonuç olarak yüksek Bcl-2 seviyesi, 

nöroblastom hücrelerinde tedaviye kötü yanıt ile iliĢkilidir. Dolayısıyla hasta yaĢam 

süresini kısaltmaya yol açması beklenmektedir. Castle ve ark (1993) nöroblastom 

tanılı hastalar üzerinde yaptıkları çalıĢmada bcl-2 geni ile kötü histoloji ve evre 

arasında güçlü iliĢki bulmuĢlardır (Castle vd 1993).  Bax kromozom 19q13.3'de 

lokalize olan ve ilgili bağlanma bölgeleri vasıtasıyla p53'ün doğrudan transkripsiyon 

kontrolü altındadır. Apoptotik uyaranlar Bax'ın sitozolden mitokondriye yer 

değiĢtirmesini tetikler ve bu da sitokrom c salınımını gerçekleĢtirir. Sitokrom c'nin 

mitokondriden salınımı apaf-1 ve kaspaz-9 içeren, kaspaz 9'un aktive olduğu 

komplesklerin (apoptozom) oluĢumuna neden olur. Daha sonra kaspaz-9 proteolitik 

kesim ile aĢağı yöndeki kaspaz-3 gibi diğer kaspazları keser ve aktive eder ve 

nihayetinde hücre ölümü gerçekleĢir. Kaspaz-9 kromozom 1p36.21, kaspaz-3 de 

kromozom 4q34'te lokalizedir. Oleuropein maruziyeti ile doz grubu hücrelerde sırasyla 

hem kaspaz-9 ve hem de kaspaz-3 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı 

(p=0,022 kaspaz-9 ve p=0,008 kaspaz-3) 2 kat artıĢ gerçekleĢmiĢtir. Bu durumda 

oleuropein iç mitokondiyal yolakta bax/bcl-2 oranının değiĢmesi, sitokrom c salınımı 

ile kaspaz-9 ve kaspaz-3'ün aktivasyonu ile apotozu indüklediğini düĢündürmektedir. 

ġekil 5.1'de oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerindeki etki mekanizması özetlenmiĢtir. 

 

Apoptozun baĢlamasından sorumlu olan enzim grubu kaspazlardır ve substratları 

hücrede bulunan çok sayıdaki proteinlerdir. Kaspazların aktivasyonu sonucunda 

hücrede; hücrenin küçülmesi, kromotin kondansasyonu, DNA fragmantasyonu ve 

sonunda hücrelerin küçük parçalara ayrılması bu hücrelerin komĢu hücreler tarafından 

sindirilmesi olayları meydana gelir. Apoptozun terminal basamağı olan DNA 

fragmantasyonu iki temel olayla karĢımıza çıkar. DNA ilk olarak parçalara ayrılır ve 

ardından oligonükleozomal parçaya çevrilir. Ġki büyük apoptotoik nükleaz 

bulunmaktadır. Ġlki DNA fargmantasyonu faktörü (DFF)/kaspaz-aktive DNaz (KAD), 

diğeri ise endonükleaz G (Endo G)'dir. DNA'nın nükleazlarca kesilmesi, kromotin 

kondensasyonunu tetikler ve beraberinde DNA fargmantasyonu görülür. Apoptozun 

terminal evresinde karĢımıza çıkan bu olayda, çalıĢmamız sonuçlarına göre DFFA 

geninin ekspresyonu doz grubunda 2 katlık (p=0,04) bir artıĢ tespit edilmiĢtir. Kaspaz-

3 için substrat görevi gören DFFA, kromozom 1p36.3-p36.2 bölgesinde lokalizedir. 

Oleuropein uygulanan doz grubunda ekspresyonundaki bu artıĢla, oleuropeinin DFFA 

ekspresyonunu arttırarak apoptozun erken safhasında meydana gelen DNA 

fragmantasyonuna neden olduğunu göstermektedir. 

 



85 
 

 
 

  

 

ġekil 5.1 Oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerindeki etki mekanizması  
(AĢağı ok: down regülasyon; Yukarı ok: upregülasyon) 
 

Ayrıca bu çalıĢma kapsamında apoptoz ile iliĢkili verilerin teyit edilmesi TUNEL 

testi ile yapılmıĢıtr. Elde edilen verilere göre kontrol ve doz grupları arasında apoptotik 

hücre yüzdesi karĢılaĢtırılmıĢtır. Boyama iĢlemi Hoechst boyası ile yapılmıĢ ve 

apoptotik hücrelerin sayımı floresans mikroskobu 40X büyütmede gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Sayılan alanlarda kontrol grubu hücrelerde apoptotik hücre oranı %8±1,02 

bulunmuĢtur. Oleuropein muamele edilen grupta yüzde apoptotik hücre oranı 

%36,4±3,27 olarak tespit edilmiĢtir. Bu durum bize oleuropeinin gen düzeyinde 

gösterilen apoptotik etkisinin baĢka bir metot yardımıyla morfolojik olarak da 
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gösterilmesini sağlamıĢtır. Sonuçlar bize oleuropeinin SH-SY5Y nöroblastom 

hücrelerinde apoptoz mekanizmasını indüklediğini göstermektedir. Nöroblastom 

üzerine yapılmıĢ oleuropein çalıĢmaları olmadığı için karĢılaĢtırma yapılamamıĢ olup 

verilerimiz güncel bilgidir. 

 

ÇalıĢma sonuçlarına göre, ayrıca oleuropein muamelesi sonrasında SH-SY5Y 

hücre hattında doz grubunda kontrole göre kaspaz-1 ekspresyonunun 4,2 kat arttığı 

(p=0,01) tespit edilmiĢtir. 11q23 bölgesinde lokalize olan Kaspaz-1'in proinflamatuar 

sitokinleri aktifleĢtirerek savunma sisteminde görev aldığı bilinmektedir (Sperandio vd 

2000). Literatürde oleuropein ve kaspaz-1 üzerine etkisi ile iliĢkili bir çalıĢmaya 

rastlanmamakla birlikte, kaspaz-1'in diğer anti-inflamatuar iliĢkili genlerin değiĢimleri 

de araĢtırılarak, oleuropein ve inflamasyon iliĢkisi hakkında daha detaylı yorum 

yapılabilir.  

 

Yapılan invazyon testi sonuçlarına göre kontrol grubu ve oleuropeinin uygulandığı 

doz grubu hücrelerinde invazyon kapasitesine etki durumu karĢılaĢtırılmıĢtır. Kontrol 

grubu hücrelerinde ortalama invazyon yüzdesi %74,66±2,7 olarak tespit edilmiĢken, 

oleuropein uygulanan doz grubu hücrelerde bu oranın %41,46±2,04 ya düĢtüğü ve 

invazyonun %33,2±2,33 oranında baskılandığı gösterilmiĢ ama etki mekanizması ile 

ilgili bir çalıĢma bu tez kapsamında yapılmamıĢtır. Oleuropein ile yapılan bazı 

çalıĢmalarda, matriks metallo proteinazların aktivitelerinin modülasyonu ile invazyona 

olan etkisi arasında iliĢkiler bulunmuĢtur. Hassan ve arkadaĢları (2012) MDA-MB-231 

meme kanseri hücrelerinde oleuropeinin MMP2 ve MMP9 üzerinden metaztazı ve 

invazyonu baskıladığını göstermiĢleridir (Hassan vd 2012). Ayrıca monositik lösemi 

hücre hattı THP-1 ile yapılan baĢka bir çalıĢmada oleuropeinin MMP-9 modülasyonu 

ile invazyona etki gösterdiği rapor edilmiĢtir (Agli vd 2010). Bu çalıĢmalar sonucunda 

da gösterildiği gibi, oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerinde, hücre invazyonu üzerinde 

etkisi, matriks metalloproteinazların ekspresyonlarındaki değiĢikliklerin hedeflenmesi 

ile gerçekleĢtirilmiĢ olabileceği fikrini ortaya çıkarmaktadır. 

 

Bu çalıĢma kapsamında oleuropeinin koloni formasyonu üzerine etkisi de 

araĢtırılmıĢ ve sonuçlara göre kontrol grubunda koloni oluĢumu ortalama 41±2, doz 

gruplarında ortalama 19±1 olarak tespit edilmiĢir. Bu sonuçlara göre oleuropein koloni 

oluĢumunu %53,6±4,71 oranında azaltmıĢtır. Dolayısıyla kanser hücrelerinin 

üremelerinin inhibe edilmesi böylece oleuropeinin SH-SY5Y hücrelerinde invazyona 

ve koloni oluĢumuna etkisi ortaya koyulmuĢ ve etkili bir ajan olduğu gösterilmiĢtir. 
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Literatür verilerine göre oleuropeinin anti-kanserojen etkisi ile yapılan çalıĢmaların 

en yoğun olduğu kanser türleri arasında meme kanseri yer almaktadır. Meme kanseri 

ile ilgili yapılan çalıĢmalarda oleuropeinin anti-poliferatif, anti-metastatik ve apoptotik 

etkinliği in vitro ve in vivo çalıĢmalarla ortaya koyulmuĢtur. 2005 yılında yapılan bir 

araĢtırmada oleuropeinin insan ve hayvan deneylerinde anti-tümöral ve anti-

anjiyojenik etkileri olduğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada MCF-7 meme kanseri hücre 

hattı, T-47D meme duktal karsinom hücre hattı, LN 18 glioblastom hücre hattı, RPMI 

7951 Melanoma hücre hatları üzerinde in vitro düzeyde oleuropeinin hücre 

proliferasyonunu azalttığı, hücre invazyonunu baskıladığı gösterilerek potansiyel anti-

tümör ajanlardan biri olabileceği belirtilmiĢtir. (Hamdi ve Costallen 2005).  Menendez 

ve arkadaĢları 2007 yılında yaptıkları çalıĢmada, HER2 overeksprese meme kanseri 

hücrelerinde oleuropein aglikan muamelesi ile apoptozun indüklediği göstermiĢlerdir 

(Menendez vd 2007). MCF-7 hücreleri üzerine oleuropein ve hidroksitrizolün anti-

proliferatif etkinlikleri araĢtırılmıĢ ve MCF-7 meme kanseri hücrelerinin proliferasyonun 

azaltıldığı gösterilmiĢtir. Ayrıca hidroksitrizol ve oleuropeinin apoptozu indüklediği ve 

hücre döngüsünü, G1-S geçiĢi sırasında durdurduğunu göstermiĢlerdir (Han vd 2009). 

Benzer bir çalıĢma aynı hücre hattında tekrar, Sirianni ve arkadaĢları (2010) 

tarafından yayınlanmıĢ ve bu çalıĢmada oleuropein ve hidroksitrizolün MCF-7 

hücrelerinin proliferasyonunu ERK1/2 aktivasyonunu üzerinden yaptığını 

belirtmiĢlerdir (Sirianni vd 2010). Diğer bir çalıĢmada MCF-7 meme adenokarsinom ve 

T-47D meme duktal karsinom hücrelerinde oleuropeinin hücre çoğalmasını 

engellediğini göstermiĢlerdir (Bulotta vd 2011). Hassan ve arkadaĢları (2012) 

yayınladıkları bir çalıĢmayla, oleuropeinin MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde 

anti-metastatik etkisini gösteriĢlerdir. ÇalıĢmada 200 µg/ml oleuropeinin 24, 48 ve 72. 

saatteki TIMP-1,TIMP-3,TIMP-4, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyonlarını 

değiĢtirerek zamana bağlı olarak metastazı inhibe ettiğini belirtmiĢlerdir. TIMP l, 3, 

4'ün oleuropein uygulamasından sonra ifadelerinin arttığı MMP-2 ve MMP9 

ekspresyonlarının azaldığını göstermiĢlerdir (Hassan vd 2012). Hassan ve arkadaĢları 

(2013) MCF-7 hücre hattında oleuropein apoptozu Bax ve Bcl-2 ekspresyon değiĢimi 

ve p53 yolağı aracılığıyla indüklediğini de rapor etmiĢlerdir (Hassan vd 2013). Elamin 

ve arkadaĢları (2013) tarafından yayınlanan bir baĢka çalıĢmada oleuropeinin meme 

kanseri hücrelerinden MCF-7 hücrelerinde IC50 dozu 110 µM, MDA-MB-231 

hücrelerinde IC50 dozunu 160 µM olarak tespit etmiĢlerdir. Oleuropeinin mitokondrial 

yolak aracılığıyla apoptozu indüklediği kaspaz-3 ve Bax ekspresyonunu arttırdığı, Bcl-

2 ekspresyonunu azalttığı, doz grubunda Bax/Bcl-2 oranının kontrol grubuna göre 7 

kat daha yüksek olduğunu göstermiĢlerdir. Hücre proliferasyonunun inhibisyonunun, 

oleuropein tarafından DNA replikasyonun gerçekleĢtiği S fazını geciktirerek 
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gerçekleĢtirdiği, ayrıca oleuropein NFkB ve siklinD1 aktivasyonunu down regüle 

ederken p21'i aktive ettiğini göstermiĢlerdir (Elamin vd 2013). Oleuropein ve 

hidroksitrizolün ER-negatif SKBR3 meme kanseri hücrelerinde GPER/GPR30 bağımlı 

yolağı aktive edip apoptozu teĢvik ettiği gösterilmiĢtir (Chiment vd 2014). 

 

Oleuropeinin de içinde bulunduğu zeytinyağı içerisinde bulunan polifenolleri kolon 

kanseri üzerine etkilerini anlamak için yapılan bir çalıĢmada Fas aktivitesi üzerinden 

hücre ölümünün tetiklendiği HT-29 kolon kanseri ve lenf nodu metastatik hücre hattı 

SW620 hücrelerinde yapılan çalıĢmayla gösterilmiĢtir (Notarnikola 2011). Kolon 

kanser hücre hattı Caco-2 ile yapılan bir çalıĢmada oleuropeinin Caco-2 hücrelerinde 

G2-M hücre siklus blokajını indüklediği ve bunu p38 ve CREB aktivitesinin ve COX-2 

ekspresyonunun inhibisyonu ile yapıldığı gösterilmiĢtir (Corono vd 2007). Kolon 

kanseri ile yapılmıĢ baĢka bir çalıĢmada oleuropeinin analjezik, anti-inflamatuar ve 

anti-kanserojen aktivitesi hem in vitro hem de in vivo olarak gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada, 

HTC116 kolon kanseri hücre hattı ve Atimik nu/nu ratlar kullanılmıĢ ve dozaj 

çalıĢmaları yapılmıĢtır (Fezai vd 2013). Yine wistar sıçanlarında yapılmıĢ bir 

çalıĢmada kimyasal kullanılarak hepatoselüler karsinom indüklenmiĢ sıçan modelinde, 

oleuropeini hepatoprotektif ve anti-kanser özellikleri incelenmiĢ ve etkili sonuçlar 

bulunmuĢtur (Abdel-Hamid 2011).  Kolon kanser ile 2013 yılındaki yapılmıĢ baĢka bir 

araĢtırmada HT-29 hücre hattındaki oleuropeinin etkisi ile ilgili bir çalıĢma sonucunda 

hücre proliferasyonuna etkisinin HIF-1α downregülasyonu aracılığıyla olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu kapsamda HIF-1α, p53, PPARɣ, IkB α, pJNK, ve p38 MAPK 

proteinlerinin western blot ile ekspresyon değiĢimleri gösterilmiĢtir.  Grade 2 kolon 

adenokarsinom HT-29 hücrelerinde oleuropeinin etkili dozu (IC50 dozu) 400 µM olarak 

tespit edilmiĢtir.  (Cardeno 2013).  

 

Prostat kanser hücre hatlarında (BPH-1, LNCaP ve DU145) oleuropeinin 100 µM 

ve 500 µM dozajında zamana bağımlı hücre proliferasyonları araĢtırılmıĢtır 

(Acquaviva 2012). A549 akciğer kanser hücre hattında yapılan bir çalıĢmada 

oleuropeinin hücre migrasyonunu ve proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir. 

Oleuropeinin A549 hücre hattında, IC50 değeri 59.96 µM olarak tespit edilmiĢtir (Mao 

vd 2012). 

 

Oleuropeinin TPC-1 ve BCPAP tiroid kanser hücrelerinde hücre proliferasyonunu 

azalttığı, doz gruplarında hücredeki reaktif oksijen seviyesini azalttığı bu Ģekilde 

antioksida aktivite gösterdiği, Erk ve Akt aktivasyonunu üzerine etki gösterdiği 

belirtilmiĢtir (Bulotta vd 2013). Ayrıca Kimura ve arkadaĢları 2009 yılında, UV ile irite 
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olmuĢ deri kanseri modelinde, oleuropein uygulamasının MMP-2, MMP-9, MMP-13, 

VEGF ve COX2 genlerinin ifadesini azalttığını bulmuĢlardır (Kimura vd 2009). 

Oleuropeinin servikal karsinom hücre hattı olan HeLa hücrelerinde JNK (c-Jun N-

terminal protein kinaz) aktivasyonu ile iliĢkili mitokondriyal apoptotik kaskadın 

tetiklenmesi aracılığı ile apoptozu indüklediği gösterilmiĢtir (Yao vd 2014). Fabiana ve 

arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada zeytinyağı etken maddelerinin PBMC (Peripheral 

blood mononuclear cells) ve HL-60 (Promyelotic lösemi) hücrelerinde DNA hasarına 

karĢı hücreleri koruduğu önerilmiĢtir (Fabiana vd 2008). Monositik lösemi hücre hattı 

THP-1 ile yapılan bir çalıĢmada zeytinyağı fenollerinin Metalloproteinaz 9 

eksprezyonunu modüle ettiği ve NFkB yolağı ile bağlantısını olduğunu rapor edilmiĢtir 

(Agli vd 2010). Zeytin yaprağı ekstraktı ile yapılan bir baĢka çalıĢmada oleuropeinin 

Kronik Myeloid Lösemi hücre hattı K562 hücrelerinde apoptozu ve monosit/makrofaj 

farklılaĢmasını indüklediği gösterilmiĢtir (Samet vd 2014). Tablo 2.5'de oleuropein ile 

yapılan in vitro hücre kültürü kanser hücre hatları ve in vivo hayvan modeli çalıĢmaları 

toplu olarak gösterilmiĢtir.  Sonuç olarak, hücre döngüsünde olaylar kaskadını 

düzenleyen ve kontrol eden etkileĢimler çok sayıda ve komplekstir. Kemoterapi ve 

biyoterapi için kullanılan mevcut ajanlar ve oleuropein gibi yeni potansiyel ajanlar 

açısından hücre döngüsü kontrol noktaları ve apoptoz iliĢkili mekanizmalar büyük 

potansiyele sahip hedeflerdir. Bu çalıĢma sonucunda; oleuropeinin, hücre canlılığı 

testi, Gerçek Zamanlı PZR, Western blot, Tunel Testi, Ġnvazyon ve Koloni Testleri ile 

nöroblastomada, ilk defa hücre proliferasyonunu azalttığı, hücre döngüsünü durdurup 

apoptozu indüklediği, invazyonu ve koloni oluĢumunu azalttığı mekanizmalarıyla 

birlikte in vitro olarak gösterilmiĢ ve diğer detaylı çalıĢmalara ön bilgi oluĢturması 

sağlanmıĢ ve oleuropeinin potansiyel anti-kanserojen ajan olabileceği yönündeki 

tespitlere katkı sağlamıĢtır. 
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6.SONUÇ 

 

Gün geçtikçe artan kanser insidansı, alternatif tedavi yöntemlerinin araĢtırılması 

ve kullanılması açısından oldukça ilgi çekmektedir.  Hali hazırda kullanılan tedavi 

yöntemlerinin yetersiz kalması ve yan etkiler göstermesi birçok bilim insanını da yeni 

araĢtırmalar konusunda teĢvik etmektedir. Son yıllarda çeĢitli kanser türlerinin 

tedavisinde kullanılabilecek doğal ve biyolojik etkili bileĢiklerin keĢfedilmesi en popüler 

araĢtırma konuları arasında yer almaktadır. Bu araĢtırmamızda nöroblastomda 

çalıĢılmamıĢ olan oleuropeinin etkileri araĢtırılmıĢtır. Yaptığımız çalıĢmalar 

göstermiĢtir ki, oleuropein SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde; 

 

 Hücre proliferasyonunu azaltmaktadır. 

 

  IC50 dozu 48. saate 350 µM olarak tespit edilmiĢtir. 

 

 Hücre proliferasyonunu, hücre döngüsünde SiklinD1/CDK4/CDK6 yolağındaki 

genlerin ekspresyonlarını downregüle edip p53 ve p21'in genlerinin 

ekspresyonunu upregüle ederek durdurduğu bulunmuĢtur. 

 

 Tunel testi yöntemi ile de apoptotik etkinliği teyit ettiğimizde, oleuropein muamele 

edilen grupta yüzde apoptotik hücre oranı %36,4±3,27 olarak tespit edilmiĢtir. 

Apoptotik etkinliğini Bax/Bcl-2 oranını değiĢtirerek kaspaz 9 ve kaspaz 3'ün 

upregülasyonu indükleyerek gösterdiği tespit edilmiĢtir.  

 

 Oleuropeinin hücre invazyonun azaltılmasında da etkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Kontrol grubu hücrelerinde ortalama invazyon yüzdesi %74,66±2,7 olarak tespit 

edilmiĢken, oleuropein uygulanan doz grubu hücrelerde bu oranın %41,46±2,04 

ya düĢtüğü ve invazyonunun %33,2±2,33 oranında baskılandığı gösterilmiĢtir.  

  

 Oleuropeinin koloni oluĢumunun azaltılmasında da etkili olduğu bulunmuĢtur. 

Sonuçlara göre kontrol grubunda koloni oluĢumu ortalama 41±2, doz gruplarında 

ortalama 19±1 olarak tespit edilmiĢir. Bu sonuçlara göre oleuropeinin koloni 
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oluĢumunu %53,6±4,71 oranında azalttığı gösterilmiĢtir. Bu sonuç, oleuropeinin 

hücre proliferasyonunu düĢürdüğünü destekleyen önemli bir bulgudur.  

 

Tüm bu sonuçlar oleuropeinin nöroblastom tedavisinde alternatif bir potansiyel 

ajan olabileceği fikrini geliĢtirmekte ve bu konuda umut vermektedir. Oleuropein 

üzerinde yapılan çalıĢmaların ilerlemesi ve ilaç etken maddesi olarak kullanılabilmesi 

veya mevcut ilaçlarla kombine takviyelere destek sağlayıp sağlayamayacağının 

belirlenmesi, yeni tedavi yaklaĢımlarının ortaya çıkmasında önemli olacaktır. Faz I 

olarak adlandırılan in vitro çalıĢmaların daha da detaylandırılıp, sonrasında test 

bileĢenlerinin deney hayvanları üzerindeki etkilerinin de izleneceği faz II çalıĢmalarının 

yapılması oleuropeinin potansiyel ilaç yapımında kullanılabilmesi için gereklidir. Elde 

ettiğimiz tüm verilerimizi genel olarak değerlendirdiğimizde literatüre önemli katkı 

yapacağı ve ileri düzey araĢtırmalara katkı sağlayacağı açıktır. 
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9. EKLER 

 

ÇalıĢma sonucumuzda kontrol ve doz (350 µM OLE) grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmayan (p>0,05) hücre döngüsü ve apoptoz ile iliĢkili 

genlerin ekspersyon değiĢimleri Ek-1 de verilmiĢtir. 

 

EK-1  Diğer Hücre Döngüsü ve  Apoptoz ĠliĢkili Genlerin DeğiĢimi (p>0,05) 

Hücre Döngüsü Genleri Apoptoz Genleri 

Gen  DeğiĢim Gen  DeğiĢim 

ABL1 1,0045 AIFM1 1,0024 

ANAPC2 47,8053 AKT 1 1,0018 

ATM 3,1904 APAF1 -1,0026 

ATR -27,8892 BAG1 1,0017 

AURKA -1,3611 BAG3 2,049 

AURKB 1,5187 BAK1 1,0064 

BCCIP 1,6261 BCL10 4,0565 

BIRC5 1,2163 BCL2A1 4,0397 

BRCA1 1,3949 BCL2L1 -1,9911 

BRCA2 -5,7385 BCL2L10 1,0038 

CCNA2 -2,9125 BCL2L11 1,003 

CCNB1 -1,3304 BCL2L2 -1,989 

CCNB2 -21,8701 BRAF 1,0015 

CCNC 1,4169 BIK -2,0111 

CCNE1 -21,4911 BIRC2 -1,0018 

CCNF 5,7149 BIRC3 4,2849 

CCNG1 -1,3156 BIRC6 2,017 

CCNG2 -1,3415 BNIP2 2,0415 

CCNH -10,8968 BNIP3 -2,0252 

CCNT1 12,6694 BNIP3L 2,0348 

CDC16 -1,3552 BRAF -1,006 

CDC25C -1,4036 CASP10 -1,0077 

CDC34 -11,1366 CASP14 1,0038 

CDC6 1,6141 CASP2 1,9994 

CDK1 -1,3277 CASP4 1,0038 

CDK2 -1,3294 CASP6 -1,0023 

CDK5R1 -2,8556 CASP7 -1,0009 

CDK5RAP1 5,9054 CD27 1,0038 

CDK7 -5,5728 CD40 -1,9886 

CDK8 -1,3305 CD40LG 1,0038 

CDKN1B 49,911 CD70 2,0108 

CDKN3 -1,3272 CFLAR 1,0059 

CHEK1 -1,3067 CIDEB 1,0012 

"Devamı arkada" 
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EK-1  Diğer Hücre Döngüsü ve  Apoptoz ĠliĢkili Genlerin DeğiĢimi (p>0,05)  

Gen  DeğiĢim Gen  DeğiĢim 

CHEK2 -1,41 CRADD -1,0035 

CKS2 -182,7187 CYCS 2,0201 

CUL2 2,2269 DAPK1 -2,0161 

CUL3 1,1234 DIABLO 2,0388 

E2F1 2,6582 FADD -1,0006 

E2F4 -2,6925 FAS -1,0012 

KNTC1 -3,5215 FASLG 16,5986 

KPNA2 -1,3399 HRK -1,9861 

MAD2L1 1,5833 IGF1R -1,0016 

MAD2L2 -187,4705 LTA 1,0079 

MCM2 206,6362 LTBR 1,0038 

MCM3 -2,7137 MCL1 2,0113 

MCM4 1,6224 NAIP 1,0085 

MCM5 -2,6549 NFKB1 -2,0116 

MDM2 -85,338 NOD1 2,0368 

MKI67 -2,75 NOL3 1,003 

MNAT1 -1,3096 PYCARD 2,0102 

MRE11A 6,4508 RIPK2 1,0052 

NBN -1,3372 TNF 1,063 

RAD1 -10,5526 TNFRSF10A 1,0038 

RAD17 -1,556 TNFRSF10B 2,0411 

RAD51 -1,3323 TNFRSF11B 1,0038 

RAD9A -37,6967 TNFRSF1A -1,0022 

RB1 1,6195 TNFRSF1B -2,1256 

RBBP8 -1,3319 TNFRSF21 -1,0055 

RBL1 -1,3389 TNFRSF25 -1,9834 

RBL2 -1,7827 TNFRSF9 1,0807 

TFDP1 -22,9405 TNFRSF10 1,0038 

TFD2 -1,3176 TNFSF8 1,0038 

  
TP53BP2 1,0101 

  
TP73 2,0019 

  
TRADD 1,0092 

  
TRAF2 -1,9929 

  
TRAF3 1,0001 

 

 


