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OZET

OLEUROPEININ SH-SY5Y NOROBLASTOM HUCRE HATTINDA GESITLI
HUCRESEL YOLAKLARDAKI ETKiSININ BELIRLENMESI

SECME, Micahit
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Giilseren BAGCI
ikinci Danisman: Dog. Dr. Yavuz DODORGA

Aralik 2014, 109 sayfa

Noéroblastom beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen ve g¢ocukluk
caginin en sik rastlanilan timoér cesitlerinden birisidir. Kanser hastaligi her gecen gin
gelisen teshis ve tedavi yontemlerine ragmen hala 6lum nedeni olarak dunyada ilk
siralardadir. GUnumuzde kanser tedavisinde cerrahi mudahale, kemoterapi,
immunoterapi, gen terapisi, radyoterapi ve bunlara destek amach cesitli alternatif
tedaviler kullaniimaktadir. Son vyillarda cesitli kanser tirlerinin tedavisinde
kullanilabilecek dogal ve biyolojik etkili bilesiklerin kesfedilmesi en popdller arastirma
konulari arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklerden biri olan polifenoller grubuna ait,
zeytin yapraginin etken maddesi oleuropeinin antioksidan, anti-mikrobiyal, anti-
inflamatuar, anti-hipertansif, anti-kanserojen etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
¢alismanin amaci oleuropeinin SH-SY5Y néroblastom hlcre hattinda hicre
proliferasyonuna, invazyonuna ve koloni olugsumu, hicre doénglsu ve apoptoz
mekanizmalari Uzerine etkisi ve terapétik etkinliginin in vitro olarak belirlenmesidir.
Oleuropeinin hicre canhihgi tzerine etkisi XTT yontemi ile belirlenmis ve [Csq dozu
48. saate 350 uM olarak bulunmustur. Gergek Zamanli PZR sonuglarina goére
oleuropein hucre déngustu ile iligkili genlerden SiklinD1, SiklinD2, SiklinD3, CDK4 ve
CDK®6 down regllasyonuna ve p53 ve p2l'in up regulasyonuna sebep olarak hicre
déngusunu durdurdugu ve ayrica Bel-2'nin inhibisyonu, Bax, kaspaz-9 ve kaspaz 3'Un
aktive edilmesiyle apoptotik yolagi indukledigi tespit edilmigtir. Western blot yontemi
ile Bcl-2 ve SiklinD1'in protein dizeyinde degisimleri gosterilmistir. TUNEL testi ile doz
grubu hicrelerde apoptotik hiicre oraninin %36.4+3.27'ye ¢iktigi bulunmustur. Ayrica
Matrigel-invazyon testi ile oleuropeinin SH-SY5Y hiicrelerinde invazyonu azalttig
belirlenmigstir. Koloni formasyon testi ile de koloni olusumunu %53.6+4.71 oraninda
baskiladig1 tespit edilmistir. Calisma sonuglari ile oleuropeinin, ndroblastom
tedavisinde potansiyel bir anti-kanserojen ajan olabilecedi gosterilmis ve daha detayl
calismalar icin ilk veriler ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Néroblastom, Oleuropein, Hiicre Déngust, Apoptoz
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF OLEUROPEIN ON VARIOUS CELLULAR
PATHWAYS IN THE SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE

SECME, Micahit
M.Sc., Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giilseren BAGCI
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 ICsq were detected as 350 uM in
48™ hours. According to the Real-time PCR results, it is determined that oleuropein
causes cell cycle arrest by downregulating of CylinD1, CylinD2, CyclinD3, CDKA4,
CDK®6 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. GIRIS

Kanser, ginimuzde artan teshis ve tedavi yontemlerine ragmen 6zellikle gelismis
Ulkeler basta olmak Uzere tim dinyada en Onemli saglik sorunlari arasinda yer
almaktadir. Sik gérilmesi ve yuksek oranda dlimlere yol agmasindan dolayr 6nemli
bir halk saglgi sorunu olarak degerlendirilen kanser, hastaliklara bagli olumler

arasinda kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Diinya Saglik Orgiti ve Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi'nin yayinlamig
oldugu 2014 Dinya Kanser Raporu verilerine goére, 2012'de tim dinya genelinde
tahmini olarak 14 milyon olan kanser vakasinin, gelecek 20 yil i¢cinde oldukca ylksek
bir artis gostererek 22 milyona ulasmasi beklendigi belirtiimektedir. Kansere bagli
olumlerde de benzer bir sekilde artis gerceklesecedi, 2012'de 8.2 milyon olan 6lum
oraninin da 20 yil icinde yilda 13 milyona ulasacagi ongorilmektedir (Bernard vd
2014). Dunyada kanserden 6len doért kisiden birinin Amerika Birlesik Devletleri'nde
olmasi nedeniyle Amerika istatistik verileri anlamli sonuglari ortaya koymaktadir.
ABD’de 2013 yilinda 1.660.290 yeni kanser teshisi konulmus ve bunlardan 580.350’si
élimle sonuglanmistir (Siegel 2013). Ulkemizde de kanser ile iligkili istatistik verileri
dinya ile paralellik gostermekle birlikte, Turkiye kanser haritasi incelendiginde her yil

yaklasik 150.000 yeni kanser olgusu teshis edilmektedir (Web_1).

Kanser kendini goéstermesi, gelisimi, ilerlemesi ve sonuglari agisindan bir
hastadan digerine gore degiskenlik gosteren karmasik bir hastalik olmakla birlikte bu
heterojenlik hicresel ve molekiler dizeyde de goérllmektedir. Kanser, hicrelerin
bagdimsiz (otonom), asiri ve kontrolsliz ¢cogalmalari, uzaktaki doku ve organlari istila
ederek metastazlar olusturmalari ile karakterize olan metabolik ve davranigsal
degisikliklerin oldugu ¢cok basamakli ve kompleks bir hastaliktir. Genetik, kimyasal ve
cevresel kosullar kanserin olusmasina sebep olabilir (Merlo vd 2006). Cok farkh
kanser tirleri bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi olan beyin kanseri, Ozellikle
cocuklarda kansere bagh olumler arasinda bagta gelen nedenlerden biri olmakla
birlikte beyin tumorlerinin gogu Olumcul olup, 6limcil olmayanlari da beyin
fonksiyonlarina zarar vermekte ve gunlik yasami olduk¢a olumsuz etkilemektedir

(Jemal vd 2005). Bu beyin tumoru gesitlerinden birisi de ndroblastomdur.



Noéroblastom, cocukluk déneminin sik gorllen ekstrakraniyel timori olmakla
birlikte adrenal medulla veya sempatik ganglionlarda bulunan primordial noral krest
hicrelerinden kdken almaktadir. Tum gocukluk ¢agr malignitelerinin %8-10 kadarini
olugturan bir tumordur. Pediatrik kanser tedavisindeki kemoterapi, radyoterapi, kemik
iligi transplantasyonu gibi ilerlemelere ragmen yasama orani %40'larin altinda
kalmaktadir (Demirkaya ve Sevinir 2006). Biyolojik ve genetik degisiklikler, tedaviye
yanit ve prognozun Onemli gdstergesi olup, tani sirasinda tUmoérin karakterinin
belirlenmesinde yardimcidir. Dolayisiyla néroblastom, timér hdcresinde yapilan
genetik ve biyolojik incelemelerin, hastanin en iyi sekilde ydnetilmesi igin gerekli
bilgileri bize saglayan bir solid tumor modelidir. Yakin gelecekte hedef, bu bilgiyi
hastalara uygulanacak daha etkin ve daha az toksik tedavilere gevirmektir. Ayrica bu
genetik degisiklikler; olgularin risk gruplarina ayrilmasi ve hedeflenmis tedavilerin
planlanmasi yonunden c¢ok Onemlidir. Bu genetik dedisiklikler arasinda allelik
fazlalik/kayip olmasi, onkogen aktivasyonu ve timor supresor genlerin kaybi yaninda
bazi genlerin ekspresyonlarindaki degisiklik seklinde olabilir. Noroblastoma gibi sinir
sistemi kokenli timorlerde gerek cerrahi, gerekse diger tedavi yaklasimlariyla tatmin
edici sonuglarin alinamamasi, bu timoérlerin onkogenezi Uzerinde ayrintili ¢calisma
ihtiyaci dogurmustur (Olshan vd 1999, Matthey vd 2012).

Olim vakalarinin yani sira, kanser tedavilerinin gittikge ylkselen maliyeti
nedeniyle Ulke ekonomileri Uzerine de buylUk yuk olusturmaktadir. Bu nedenle
glinimuizde teknolojik gelismelerle birlikte kanser mekanizmasinin aydinlatiimasi ve
daha etkili ve pratik tedavi yontemlerinin geligtirimesi gerekmektedir. Hastanin
fizyolojisine, timoérin karakterine ve organizmadaki bulundugu dokuya bagl olarak,
cesitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan bu ydntemler
arasinda kemoterapi, radyoterapi, gen tedavisi, immuanoterapi ve monoklonal antikor
tedavisi gibi ydntemler bulunmaktadir. Teghis ve tedavideki gelismelere ragmen hala
kanser hastalijinda aydinlatilamayan noktalar bulunmaktadir ve kanser 6lim nedeni
olarak ilk siralardaki yerini korumaktadir. Butun bu tedavi yontemlerine ek olarak
alternatif ve tamamlayici tedavi kapsaminda bitkisel ve besinsel destekler; kanser
hastalarinda immun fonksiyonlari guglendirmede ve tedavi ile iligkili yan etkileri
azaltmada kullaniimaktadir. Besinsel destekler, biyolojik olarak aktif bilesenlerden
olusur ve bu bilesenlerin vicutta istenmeyen durumlara yol acabilecegi
unutulmamaldir (Vogelzang vd 2003). Bu nedenle, tedavi amaciyla kullanilan
besinsel urunlerin, konvansiyonel ilaglarda oldugu gibi kalite, guvenlik ve etkinlik
yonunden test edilmeleri ve standardizasyonlarinin yapiimasi gerekmektedir (Simaan

2009). ilag gelistirme calismalarinin preklinik agsamasinda hiicre kultiri yéntemi ile



sitotoksisite calismalari ve hayvan deneyleri ile biyolojik sistemlere yonelik 6zel
etkilerinin molekuler dizeyde arastiriimasi gunumuzde zorunlu hale gelmistir (Wang
vd 2002).

Kemoterapi ve radyasyon ile kanser tedavisinde en 6nemli noktalardan biri de
uygulanan tedavinin kanserli hlcrelerin yaninda saglkli hucrelere de zarar veriyor
olmasidir. Bununla birlikte tedavi yontemlerinde hastalar ¢ok ciddi yan etkilere maruz
kalabilmektedirler. Bu kapsamda, kemoterapdtik ajanlarin etkisinin ve dozunun
azaltiimasi, insan ve hayvanlarda doz asimina bagll yan etki gdéstermeyecek
uygulama ve tedavi yontemlerinin gelistiriimesi énem arz etmektedir. Son yillarda
bitkisel veya mantar igerikli dogal besinlerin ilag olarak kullaniminin artmasi fitoterapi,
alternatif ve tamamlayici terapiye olan ilgiyi arttirmistir. Gelismekte olan ve gelismis
Ulkelerde ticari 6nem kazanmasindan dolayi geleneksel ilaglarin tretimi ve kullanimi
yayginlasmaktadir. Dinya marketlerinde bu tip ila¢ pazarinin 60 milyon dolara, yillik
bdyime hizinin %5-15 duzeyine ulastigi bilinmektedir. ABD’de son 50 yilda halkin
dogal igerikli ilaglara olan ilgisi %34-42 oraninda arttigi bildiriimektedir (Roybyrne vd
2005). Bitki ve mantar gibi insanlar tarafindan dogal ila¢c olarak kullanilan besinler

onemli ilag kaynagidir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kapsaminda Akdeniz diyeti beslenme tarzi,
kanser, diyabet, kardiyovaskiler hastaliklar ve diger c¢esitli metabolik hastaliklarin
Onlenmesinde basarili oldugu sonucuna ulasiimistir. Akdeniz diyetinin koruyucu etkisi
meyve ve sebze acgisindan cgesitli ve zengin bir icerige sahip olmasindan ileri
gelmektedir. Akdeniz diyetinin énemli besinlerinden birisi de zeytindir. GUnumuzde
pek cok arastirmada zeytin, zeytinyadi ve zeytin yapragi gibi Grlnler basta olmak
Uzere bilim insanlarini bu besinlerin potansiyel saglik etkileri konusunda caligmalar
yuritmektedir (BlyUkbalci ve El 2008). Bu kapsamda zeytin yapraginin da Akdeniz
Ulkelerinde bazi hastaliklarin daha az goérilme sebeplerine katki yapan bir faktor
olabilecegi Uzerinde durulmaktadir. Aragtirmalar, zeytinyad! kadar, zeytin yapragi
Ozutlerinden elde edilen bilesenlerin anti-hipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif,
hipokolesterolemik,  hipoglisemik, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar,
antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Visioli vd
2002, El ve Karakaya 2009, Bouallagui vd 2011). Zeytin Urdnlerinin insan sagligi
Uzerindeki olumlu etkileri yapilarinda bulunan c¢ok yonli biyoaktif bilesenlere
dayandirilir. Bu bilesenler polifenoller, tokoferoller, fosfolipitler, karetonoidler, steroller

olarak gruplandirilir (Visioli vd 2002). Ozellikle zeytinin kansere olan etkisinin



arastirilmaya basladigi son vyillarda, polifenoller igerisinde yer alan oleuropein blytk

ilgi gérmektedir.

Akdeniz bolgesinde oldukga sik kullanilan bir besin olan zeytin yapraginin etken
maddesi olan oleuropeinin, saglik Gzerine etkileri insanlarda umut verici olmasina
ragmen, cesitli hastaliklarda ve 6zellikle kanser turlerinde tedavide kullanilabilecek en
uygun dozun tayin edilmesi gerekmektedir. Cesitli dozlarda givenlik profili dnce hiicre
dizeyinde in vitro olarak daha sonrada hayvan deneyleriyle organizma duzeyinde
incelenerek klinige uygun bir sekilde kullanilabilecek farmosoétik ajan olarak katki
yapabilecektir. Cesitli kanser tirleri ve hicre hatlarinda etkisi ortaya cikarimis,
biyolojik olarak oldukc¢a etkili, antioksidan icerigi ylksek ve viicuda toksik etkisi
olmadigi gosterilmis olan oleuropeinin, noéroblastom (zerine etkisi tam olarak

bilinmemektedir.

1.1. Amag¢

Bu kapsamda bu tezin amaci, doz ve etki mekanizmasi c¢esitli kanser
hicrelerinde arastiriimig olan zeytin yapraginin major etken maddesi oleuropeinin,
SH-SY5Y ndroblastom hiicre hattinda, hiicre proliferasyonuna, invazyonuna ve koloni
olusumuna etkisi, hiicre siklusu, sagkalimi veya 6lumd ile iligkili hangi mekanizmalarla
etki gosterdigi ve bu yolaklardaki gen ve protein dizeyindeki ekspresyon degisimlerini
arastirmaktir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda, oleuropeinin noéroblastoma hicre
hattinda terapotik etkinligi ve bu etkinligin altinda yatan molekiler mekanizmalari
belilenmeye ¢alisiimig, daha ileri ve detayli arastirmalara kaynak ve o6n bilgi

olusturulmasi da amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanser

Kanser klinik olarak, kdken aldigi hucre tipine gore degisik davraniglar sergileyen
cok sayidaki kompleks hastaliklari kapsayan bir olgu olarak tanimlanmakla birlikte,
baslangi¢ yaslarina, buylUme oranlarina, yayillimlarina, evrelerine ve tedaviye karsi
vermis olduklari cevaba goére cesitlilik gostermektedir. Buna ragmen tUm kanser
turleri, molekiler seviyede, ortak ve karakteristik 6zellikler sergilerler. Tim kanserlerin
bu ortak Ozelliklerinden birincisi, anormal hicre buyimesi ve bdlunmesinin
gerceklesmesi ve digeri de hucrelerin vicudun diger bolimlerine yayillmasini ve
istilasini (metastaz) engelleyen normal sinirlamalardaki anormalliklerdir. Bu islevler,
normal hicrelerde zamaninda ve yerinde ifade edilen genler tarafindan uygun bir
seklide gercgeklestirilirken, kanserli hiicrelerde ise farkh bir mekanizma islemekte,
denetlemeyi saglayan bu genlerde ya mutasyon olmaktadir ya da farkh bir sekilde
ifade edilmektedirler (Klug ve Cummings 2002). Dokulardaki normal hicreler, belirli bir
stire sonra yipranmis, tahrip olmus ve yasamsal faaliyetlerini yitirmis olan htcrelerin
yerini alarak bolinur, gelisir ve béylece doku butlnligud korunurken, kanserli hicreler
de ise bodyle kontrolli bir sekilde hicre bdlinmesinden ve doku butunluginden

bahsetmek mumkun degildir (Levin ve Boyle 2008).

Kanser, cevresel ve genetik faktorlerin etkisiyle apoptoz ve hicre boélinmesinde
rol oynayan genlerde mutasyon olmasi sonucu, hucrelerin kontrolsiz bir sekilde
anormal boélinmesi olarak tanimlanmaktadir. Vucutta herhangi bir anormal ¢ogalma
sonucu ortaya gikabilecek olan kanserin, gerek davranig, gerekse de tedaviye yanit
yonunden farkhhk gosteren oldukga gesitli tirleri bulunmaktadir. Kontrolsiz bir sekilde
surekli bolinen ve ¢ogalan hucreler kiimelenerek dokularda timoér olusumuna sebep
olurlar. Olusan timdrlerin yayilip yayllmamasina bagl olarak benign (iyi huylu) ve
malign (kétu huylu) kanser olmak Uzere iki gruba ayriimaktadir. Benign timorler,
cevredeki dokuya veya vucudun uzak bolgelerine yayllmadan olustuklari yerlerde
kalirlarken, malign timorler ise ¢evre dokulara veya kan ve lenf sistemi ile vicuttaki
diger bolgelere tasinarak cogalmasiyla (metastaz) karakterizedirler. Kanseri tehlikeli
yapan, yayllma ve metastaz olusturma durumudur. Benign timoérler genellikle

ameliyat ile c¢ikartilabildikleri halde, malign timorler ise vicuttaki uzak bdlgelere



invaze olmalarindan dolayl, hastaligin tedavisini sinirlamakta ve ortadan

kaldiriimasini guglestirmektedir (Bertram 2001, Cooper ve Hausman 2004).

Tumorler turedikleri hicreye gore siniflandirimaktadirlar. Kanserlerin gogu Ug
ana grupta toplanmaktadir. Bunlar karsinomlar, sarkomlar ve Ibsemi veya
lenfomalardir. Karsinomlar, epitel hucrelerden kaynaklanan tumorler olmakla birlikte
insan kanserlerinin yaklasik olarak %90'in1 olusturmaktadir. Sarkomlar, insanlarda
daha az goérulmekte ve kas, kemik, kikirdak ve fibréz doku gibi bag dokusundan
gelisen solid timdorlerdir. Kan veya immin sistem hdcrelerinden gelisen 16semi ve
lenfomalar ise insan kanserleri arasinda yaklasik %7 gibi bir orana sahiptir (Cooper ve
Hausman 2004).

Kanser olgularina sebep olan hucresel mekanizmalardaki dizensizlikler genellikle
tumor olusturan kimyasallar, hormonlar ve bazen virUslerin etkisiyle birlikte yurtyen
genetik bozulmalarin sonucudur. Kanserlerin, %10-15'inin, kalitimsal oldugu, genler
yoluyla ebeveynlerden yeni jenerasyonlara aktarildigi disinilmektedir. Geriye kalan
%85-90'k kismina ise mutajenlere maruziyet, hicre DNA'sindaki progresif
degisiklikler ve DNA'nin eslenmesi sirasinda meydana gelen hatalarin olusmasi vb. ile
sekillendigi dusundlmektedir. Bazen olusan mutasyonlardan biri etki gosterdigi
hicrede, bélinme ve buyume ile hicreden tireyen bir kanser klonunun olugsmasini
saglamaktadir (Williams 2001, Yokus ve Cakir 2012). Kansere neden olan
mutasyonlarin gogu esey hiicrelerinde degil somatik hlicrelerde meydana geldiginden
dolayi gelecek nesillere aktariimaz. Fakat, esey hicrelerinde tasinan bazi kalitsal
mutasyonlar ileri bir ddnemde kansere yakalanma potansiyelini ve olasihigini arttirir.
Bdylece onkogenez ya da timér olusumu (timoérogenez) olarak adlandirilan tGmor
olusum sureci genetik ve ¢evre arasindaki etkilesim sonucu olusmaktadir (Lodish vd
2008). Multifaktoriyel bir hastalik olan kanserin olusumunda kalitsal faktérlerin yani
sira bakterilerden virtslere, maruz kaldigimiz radyasyondan kimyasal ajanlara, diyet
ve gidalardan beslenme aliskanligimiza, sigara, alkol benzen gibi ¢cok sayida toksik
maddeler de etki gdstermektedir (Williams 2001, Yokus ve Cakir 2012). Ayrica,
kanserin yas gruplarina gore dagilimi goéz Oniune alindiginda, gorulme sikhgi
acisindan, ilerleyen yas gruplarinda daha fazla goérilmesi, yagsam boyunca olusan

mutasyonlarin birikimi ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (Luleyap 2008).



2.1.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Normal hlcreden kanser hicresine doénlsum igin gecen sidre¢ karsinogenez
olarak adlandirilir ve ¢gok basamakli bir surectir. Karsinogenez siresince alti temel
hicresel degisiklik gézlemlenmektedir. Bunlar, buyume sinyalleri bakimindan kendi
kendine yeterlilik, buyime karsiti sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagma, sinirsiz
replikasyon potansiyeli, dokunun istilasi ve metastaz ile surekli anjiyogenezdir (Sekil
2.1). Bu degisiklikler ile tGmérin normal doku icerisinde buylyUp zararli kanser
fenotipine dénismesi gerceklesir. Bu degisimlerin sadece birkagi meydana geldiginde

ise daha az zararh timéorler gelisir (Lodish vd 2008, Hanahan ve Weinberg 2011).

Biiylime Sinyalleri
bakimindan kendi kendine
yeterlilik

Apoptozdan kagma |

Dokunun istilasi ve
metastaz

' siireklianjiyogenez

Sinirsiz replikasyon
potansiyeli

Sekil 2.1 Hicrelerde kansere neden olan degisiklikler (Hanahan ve Weinberg 2011)

Biriktirmis olduklari ¢ok sayidaki mutasyonlardan da anlasilacagi Gzere, ¢ogu
kanser hucresi bir ya da daha fazla DNA tamir sistemi mekanizmalarindan yoksundur.
Tamir sistemindeki eksiklik veya bozukluklar sebebiyle direkt hlcre gogalmasini
engellenmese de DNA'daki hatalarin, bosluklarin veya kiriklarin onarimi tam olarak
yapilamadigindan, bu tamir yetenegdini kaybetmis hicreler, hiicre bdlinmesi ve
¢ogalmasinda kritik roller oynayan genler de dahil olmak Uzere pek ¢ok gende
mutasyonlar biriktirirler (Lodish vd 2008). Kanser mutasyona ugrayan bir tek hdcrenin
anormal bir sekilde ¢ogalmasiyla baslar ve yeni mutasyonlar da biriktirerek giderek
daha hizli gogalan hucrelerin ortaya ¢cikmasiyla da buyur, geligir ve ozellikler kazanir
(Cooper ve Hausman 2004). Kanser hucreleri kromozomal anormallikler, genomik
kararsizlik (instabilite) gdstermelerinden dolayi, hicre gogalmasi, programl hicre

olim0G (apoptoz) ve hicre-hicre baglantilarint  kontrol eden 6zel genlerde



mutasyonlara yol acar. Boylece kanserde, translokasyon, andploidi, kromozom kayb,
DNA c¢ogalmasi (amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi oldukga 6nemli ve buyuk genetik

kusurlarin olusumu gozlemlenir (Klug ve Cummings 2002).

Normal (saglkli) hicrelerimizde ¢ogalma, yenilenme ve apoptoz olaylari dengeli
bir sekilde kontrol altindadir. Kanser hcrelerinde normal hcrelerin gogalmasini,
farklilagsmasini ve sag kalimini duzenleyen molekuler mekanizmalarda duzensizlikler
gorulmektedir. Saglikh hicrelerde telomerler her boélinmeden sonra kisalirken kanser
hicrelerinde telomerler, telomeraz enzimiyle yenilenmektedir. Bu durum sonucunda
kanser hucrelerinde telomer uzunlugu sdrekli olarak sabit kalmakta ve bodylece

hicrelerin sinirsiz boliinmesi indiklenmektedir (Karp 1999).

Kanser hucreleri, solunum enzimleri, sitokromlar ve sitokrom oksidaz gibi vital
proteinlerinin azhigiyla dikkat cekerler. Glikozu laktik asite dénustirerek oksijenden
bagimsiz beslenme yetenedine sahip olmakla birlikte, kalsiyum dizeyleri saglikli
hicrelere oranla %40 daha azdir. Béylece hicrelerin birbirinden daha ¢abuk kopmasi

ve dolasim yoluyla diger dokulara tasinmasi saglanir (Karp 1999, Togar 2013).

Benign timorler sinirli blylime potansiyeline sahip, yayilma ve metastaz olusumu
g6zlemlenmeyen iyi huylu olarak adlandirilan timorlerdir. Hicre membraninin
kenarlar duzenlidir, herhangi bir dokuda olusabilirler ve bulundugu bdlgede basing
olugtururlar (Franks ve Teich 1996, Togar 2013). Benign tumorler genel olarak yavas
blylimektedirler ve kdken aldiklari hicrelere yapisal ve fonksiyonel olarak oldukc¢a
benzemekle birlikte malign timdrlerdeki gibi diger doku ve organlara yayilma, yani
invazyon ve metastaz yapmazlar. Tumaorin orijin aldigi hicrenin tipine, mikroskobik ve
makroskobik ézelliklerine ya da kdken aldigi hiicrelerin sonuna -om ya da -oma eki
getirilerek adlandiriimaktadir (Livolsi vd 1992, Togar 2013).

Normal hicre ile kanser hicreleri arasindaki en énemli farklardan biri, saglikh
normal hucrelerin ortamdaki buylime faktorlerinin belirledigi miktara ulasana kadar
bolinip daha sonra GO evresine girerek gecici olarak bdlinme déngusinden
ayrilmalaridir. Kanserli hucrelerde ise otokrin uyarimla kendi bolunmeleri igin gerekli
olan blyume faktorlerini sentezleyebilme yetenedi kazanmis olmalarindan dolayi
bdyle bir sinirlama s6z konusu degildir ve slrekli olarak bolundrler. Hucre-hlcre
etkilesimi agisindan normal hucrelerle kanserli hicreler arasindaki en dnemli
farklardan birisi de kontakt inhibisyon mekanizmasindaki farklihktir. Kanser

hicrelerinde, hlcre ylzey adezyon genlerinin normal hicrelere kiyasla daha az ifade



edilmesinden dolayr daha az dlzeyde hicre-hiicre ve hicre-matriks etkilesimi
olmaktadir. Bu durum hicre iskeleti ve hicre morfolojisinde bazi bozulmalara
sebebiyet vererek hicrelerde kontakt (temas) kaybina yol agar. Bundan dolay! ¢ogu
kanser hucresi komgu hlcrelerle daha az temas halinde olmakla birlikte morfolojileri
de normal hicreye nazaran daha yuvarlaktir. Normal hicreler kidltirde belirli bir
yogunluga erisinceye kadar c¢odalmaktadir. Normal hdcreler kiltir plagr Uzerinde
komsu hicrelere temas edinceye kadar yayilirken, tersine kanserli hicreler ise
yogunluktan etkilenmeden ¢ogalmaya devam etmekte, komsu hicrelerle temas etse
bile Uzerine dogru yayllimini surdurmektedir. Bu durum invazyon ve metastazda

onemli rol oynamaktadir (Cooper ve Hausman 2004, Lileyap 2008).

2.1.2. Kanserin Genetik Temeli

Bir kanserin sporadik olarak (yeni mutasyon tarafindan olusturulan hastalik)
bireylerde izlenmesine veya kalitsal bir 6zellik gostererek bir ailenin bazi fertlerinde
tekrar etmesine bakilmaksizin, kanser bir genetik hastallk olarak tanimlanir
(Nussbaum 2005). Kanser, hlcresel dizeyde genlerin G¢ genel sinifinda onkogenler,
tumor baskilayici genler ve DNA onariminda goérevli genlerde meydana gelen
mutasyonlar ve genetik degisimler kanser induksiyonunda Onemli roller
ustlenmektedir. Bu genler hicre buyimesinin ve g¢ogalmasinin kontrolinde gorevli
pek ¢ok protein kodlar (Futreal vd 2004). Kanserlerde genellikle timér baskilayici
genlerde inaktivasyon, onkogenlerde aktivasyon veya DNA onarimi ile iliski genlerin
calismasinda molekiler ve genetiksel bozulmalar s6z konusudur. Kanser gelisimi;
genetik ve epigenetik degisimlerin nedeniyle olusmaktadir. Bu gelisim sirecinde
tumor olusum mekanizmalari ve hicre dongusu sirasindaki mutasyonlar da rol
oynamaktadir. Bu degdisimler; nokta mutasyonlari, kromozomal yeniden
dizenlenmeleri, mikrosatellit kararsizhgini, tUmoér baskilayici genlerin  promotor
bdlgelerinin hipermetilasyonunu velveya inaktivasyonunu, onkogenlerin
aktivasyonunu ve programli hucre Olumindn (apoptoz) baskilanmasini vb.
icermektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Kanserin baslangicinda farkli gorevleri
olan genlerin yer aldidi bilinmektedir. Bu grupta yer alan genler: Hicre ¢cogalmasinda
(proliferasyonunda), sinyal iletiminde gorevli proteinler,

e kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan hticre komponentleri,
e programlanmis hicre 6lumuinde rol oynayan genler,
e mitotik dongu regulatorleri, mutasyonlarin tanimlanmasinda ve onariminda gorevli

proteinleri kodlayan genlerdir (Nussbaum vd 2005).
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Kanserde yer alan genler, onkogenler ve timor baskilayici genler olarak iki temel
alt gruba ayriimaktadir. Onkogenler, ¢cogunlukla proto-onkogenler adini verdigimiz
normal hicresel genlerin mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlari
kodlayan veya programlanmis hicre 6luminu bloke eden genler de olabilir. Proto-
onkogenler, dnemli hiicre regulatér genleri olmakla birlikte bir gok durumda hicre
boéliunmesini kontrol ederler ve sinyal iletiminde rol oynayan proteinleri gifrelerler.
Uretilen bu proteinler genellikle biiyiime faktérleri, hiicrede uyarilari alan reseptérler
ve uyarl ileten molekullerdir. Bazi proto-onkogenler ise transkripsiyonda etkili rol
oynamaktadir. Bu genlerin herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar,
translokasyonlar ve asiri gen ifadesi mekanizmalari proto-onkogenlerin onkogenlere
doénlisumine sebebiyet verir. Onkogenler genellikle fonksiyon kazandiran mutasyon
Ozelligine sahip olup, hicre proliferasyonunu indikleme, timoérin damarlanmasini
tesvik etme ve apoptozu engelleme gibi mekanizmalarla malign transformasyonunu

gerceklestirmektedir (Kopnin 2000, Nussbaum 2005, Lileyap 2008).

Buyume uyarici proteinleri etkileyen mutasyonlara ek olarak, normal urtnleri
hicre boélinmesini inhibe eden genlerde meydana gelen dedisiklikler de kanser
olusumuna yol agmaktadir. Bu genler timor baskilayici genler olarak bilinirler. Bu
genler hucre bolinmesini durdurarak kontrolsiiz hiicre buylimesini 6nlemeye yardim
eder. TUmor baskilayici proteinlerin normal aktivitesini azaltan herhangi bir mutasyon,
kanserde baglatici etki yapabilir ve bdylece baskilanmanin ortadan kalkmasi ile
blylme tesvik edilir. Tumor baskilayici genlerin protein Urlnleri, c¢esitli hicresel
islevlere sahiptirler ve timor baskilayici genlere érnek olarak hlicre déngusi kontrol
proteinleri, DNA tamir proteinleri, hiicreler arasi iletisimde gorevli proteinler ve anti-
apoptotik proteinler verilebilir. En iyi bilinen timor baskilayici gen p53 genidir ve p53
hicre donglsunde G1'den S fazina gegisi kontrol etmektedir (DeVita vd 1997, Kopnin
2000, Campbell ve Reece 2008). Tim kanser hticrelerindeki temel sapmalardan birisi,
hicre c¢ogalmasi (zerindeki kontrolin kalkmasidir ve bu nedenle kontrolsiz
¢ogalmanin mekanizmasini agiklamak igin kanserli/normal hiicre dongusinu

incelemek gerekir.

2.1.3. Hucre Doéngiisii

Hicre dongusu, genetik materyalin mitoz bolunme sureci yoluyla kopyalandigi ve
yeni olusturulan hicrelere paylastirildigi, dizenli molekuler ve hiicresel surecler dizisi
olarak tanimlanir. Normal hicre déngusinde GO, G1 (interfaz), S (sentez), G2 ve M

(Mitoz) fazi bulunmaktadir. GO fazi dinlenme safhasidir ve hiicre buylime faktéri ile
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uyarilmadigi strece farklilasmis hicreler bu safhada beklemektedir. G1 fazi, cesitli
blylime faktdrleri tarafindan kontrol edilmektedir ve hicre bu asamada DNA sentezi
icin hazirlanir. S fazinda DNA replikasyonu gergceklesmekte ve DNA kopya sayisi iki
katina ¢ikmaktadir. DNA duplikasyonunun ardindan G2 safhasi baslar ve hicre bu
asamada mitoz igin hazirlanir. Daha sonraki faz ise hicre bolinmesinin gegeklestigi
M fazidir ve bu safha profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz adini alan farkl
evrelerden olugsmaktadir (Lodish H 2001, Park ve Lee 2002). Sidrekli bélinmek igin
uyari alan hicrelerde mitozdan sonra dongl tekrardan G1, S, G2 safhalari seklinde
tekrarlanmaktadir (Vermeulen vd 2003, Kumar vd 2005 ) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Hicre dongUstnin sematik gériinimu (Kumar vd 2005)

Hucre ¢ogalmasi, ¢ok hicreli organizmalarda tium gelisim ve doku onarimi igin
gerekli olan hucre biyime ve bolinme sireglerini kapsamaktadir. Hicre ¢ogalmasi
Uzerindeki normal dizenleme, hicre donglstu asamalarini, hicre olumlerinin
programlanmasini ve asiri buyime sinyallerine karsi hucrelerin yanitlarini kontrol
eden ¢ok sayida gen ve urunlerinin varligini gerektirmektedir. Kanserli hucrelerde, bu
fonksiyonlari kontrol eden ¢ok sayida gende mutasyon séz konusudur. Bu durum

kontrol edilemeyen hucre gcodalmasina yol agmaktadir (Klug ve Cummings 2002).
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2.1.3.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Normal hucrelerde, hiicre dongusu slreci siki bir sekilde duzenlenmistir. Her
asamasinin tamamlanmasi ve bir sonraki asamaya gegisi kontrol altina alinmigtir.
Hicre dongusinde, bir sonraki asamaya ilerlemeden o6nce, hlcrenin kendi i¢
dengesini izledigi ve kontrol ettigi en az u¢ farkli nokta vardir. Bu kontrol noktalari; G1-
S, G2-M ve M kontrol noktalaridir (Klug ve Cummings 2002, Lukas vd 2004).

2.1.3.1.1. G1-S Kontrol Noktasi

G1-S noktasinda hucre kendi boyutunu izler ve DNA'nin hasar gorip gormedigine
karar verir. Eger hlicre uygun boyuta ulagsmayi basaramamis ya da hasar gérmds ise
hicre déngusindeki ileri agsamalar bu kosullar dogrulana kadar durdurulur. Hiicre
G1'den S fazina dogru ilerlediginde hiicre DNA'sI hatasiz olmali, hiicre bdlinmesinin
gerekliligine dair sinyal alinmali, uygun ¢evre bulunuyor olmali ve DNA sentez islemi
baglatilabilmelidir. Eger hlcre boyutu ve DNA butlinligld normal ise G1-S kontrol
noktasi gecilmis olur bdylece hicre S fazina dogru ilerler. Sonug¢ olarak buradaki
kontrol sistemi ile S fazinda hasarli DNA kopyalanmasi 6nlenmis olur (Klug ve
Cummings 2002, Luleyap 2008).

p53: Memeli hicrelerinde G1 kontrol noktasindaki s6z konusu duraklama, p53
olarak adlandirilan ve DNA hasari oldugunda hizla ¢ogalan bir proteinin etkisi ile
gergeklestiriimektedir. p53, G1/S kontrol noktasinin kritik bir dizenleyicisi olmakla
birlikte DNA hasarina veya ekstraselller buyime dizenleyici sinyalleri hucre
cevabinda kritik iglev gérir. insanlarda gériilen degisik kanser tirlerinde, genellikle
p53'U sifreleyen genin her iki kopyasi da mutasyona ugramigtir. Tum timorlerin
yaklasik %50’sinde p53 geni mutasyonuna ugradigi rapor edilmektedir. Bu
mutasyonlara bagh olarak p53 fonksiyonu kaybolursa DNA hasari oldugunda G1
fazindaki duraklama gerceklesmez ve bodylece hasarli DNA yavru hicrelere tamir
edilmeden gecer. Bu durumda hasarli DNA kalitilir, mutasyon sayisi artar ve
genomun karasizligina neden olunarak kanser gelisimine katkida bulunulur. p53 DNA
hasarina karsi etki mekanizmasi hicre doénglsind durdurup, p21'i uyararak
transkripsiyonel olarak DNA onarim enzimlerini aktive etmesi seklindedir. Eger
istenildigi gibi DNA onarimi gergeklestiriiemez ve hiicre blylimesi durdurulmazsa p53
hlcreyi apoptoza géturir (Sekil 2.3) (Hollstein vd 1991, Harry vd 1997, Kumar 2005,
Laleyap 2008).
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Sekil 2.3 p53 geni etki mekanizmasi (Kumar vd 2005)
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G1-S kontrol noktasinin regilasyonunda gorev alan bazi proteinler de mevcuttur.
Bunlardan en sik goérilen siklin/CDK kompleksleri, siklin A/CDK2, siklin E/CDK2,
siklinD/CDK4 ve siklin D/CDK6'dir. Bu kompleksler de hicrelerin G1 fazindan S fazina

gecisinde rol oynarlar. Eger Siklin/CDK kompleksleri overeksprese (asiri ekspresyon)

olursa G1-S arresti kisalir, az eksprese olursa da hicreleri G1 arreste ugratir
(Resnitzky vd 1994, Lee vd 1995, Ito vd 1999). Siklinlerin ve CDK'larin G1-S kontrol

noktalarindaki bu kritik durumlari onlari dnemli onkogen haline getirmektedir (Strauss

vd 1995).

2.1.3.1.2. CDK inhibitorleri:

Fonksiyonlari, G1-S kontrol noktasinin siklin/CDK komplekslerinin aktivitesini

blylk oranda CDK inhibitorlerinin CIP/KIP ve INK4 ailelerinin Uyeleri tarafindan
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kontrol edilir (Hall vd 1995). CDK inhibitérleri DNA hasari, hlcre-hilicre temasi, sitokin
salinimi, hipoksi gibi cesitli sinyallere cevap olarak geligir. INK4 ailesi Uyeleri, CDK4
ve CDKG6'y1 baglarken, CIP/KIP ailesi Uyeleri siklin/lCDK kompleksini baglar. CDK
inhibitérleri siklin/CDK kompleksine baglanarak Rb (Retinoblastom) fosforilasyonunu

inhibe ederek replikasyon mekanizmasinin durdurulmasinda rol alir (Bertin vd 2003).

INK4/ARF Ailesi: CDK inhibitorlerinin INK4/ARF ailesi, siklin D’nin CDK4 ve CDKG ile
birlikteligini, siklin D-CDK4/6 kompleksinin fosforilasyonunu bloke eder. Bu ailenin 4
tyesi vardir. Bunlar CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C ve CDKN2D'dir. inaktive edici

mutasyonlar ile CDKN2A ve CDKN2B’nin anormal metilasyonunun kanserlerde

onemli oldugu dusunulmektedir (Takeuchi vd 1995, Kawamura vd 1999).

CIP/KIP_Ailesi: CDK inhibitérlerinin CIP/KIP ailesinin Gyeleri (CDKN1A, CDKN1B,
CDKN1C) siklin-CDK komplekslerinin negatif dizenleyicileridir. Siklin A/CDK2 ve

siklin E/CDK2 komplekslerine baglanarak Rb geninin fosforilasyonunu engeller ve

hicre donguUsunin durmasini kontrol ederler. CDKN1A ve CDKN1B ayrica siklin
D/CDK4 kompleksine baglanirlar. Ancak, siklin E/CDK2yi indirekt aktive etmek
seklinde fonksiyon gérmektedir (Cabadak 2008).

Retinoblastoma Geni: G1-S kontrol noktasinda goérevli anahtar duzenleyici

elemanlardan biridir. Siklin-CDK kompleksleri Rb veya diger aile Uyelerini fosforile
eder. Aktif durumdaki Rb, hicrenin dénglide G1’den S fazina ilerlemesinde fren
gérevi yapar. Hicre buyume faktéri uyarildigi zaman, Rb proteini fosforilasyonla
inaktif hale gelir, fren serbest birakilir ve hicre G1-S noktasina gecer. Rb ve aile
tyelerinin fosforilasyonu siklin/CDK komplekslerince olusturulur. Hicre S fazina
girince buyume faktérl uyarisi olmadan, boélinme baslatilir. M fazi sirasinda seltler
fosfatlarla Rb’den fosfat gruplari alinir ve defosforile Rb seklinde rejenere olur
(Hashimoto vd 1999).

GO veya erken G1 fazinda olan hucreler aktif, fosforile olmamis Rb igerir. Bu
evrede Rb, E2F4 transkripsiyon faktoru ailesini baglayarak hiicre codalmasini énler.
Sessiz hicre, buyume faktorleri ile uyarildiginda, siklin D ve siklin E konsantrasyonu
artar ve sonugta siklin D/CDK4, siklin D/CDK6 ve siklin E/CDK2 aktivasyonu Rb
fosforilasyonuna yol acgar. Asin fosforile olmus Rb formu E2F4 transkripsiyon
faktoriin serbest birakir ve degisik hedef genleri aktive eder. Rb proteini yoksa veya
transkripsiyon faktorleri yetersiz ise, mutasyonlar ortaya gikar ve hiicre S fazina geger
(Chellappan vd 1991).
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2.1.3.1.3. G2-M Kontrol Noktasi

ikinci dnemli kontrol noktasi, mitoza giris icin hicredeki fizyolojik kosullarin
izlenmesinin yapildigi G2-M kontrol noktasi olmakla birlikte, burada DNA replikasyonu
tamamlanmadikgca mitozun baslamasini 6nlemektedir. Replikasyonu tamamlanmis
DNA'yl taniyip hicre siklusunu durduran bir sinyal olusturan G2 kontrol noktasi
boylece S evresi tamamlanmadikca M evresinin baslamasini énler. Hicre genomu
replikasyonu her bir kromozomun iki kopyasini ayirmasi gerekir ki, bu ayriimayi
Siklin/CDK kompleksleri G1-S kontrol noktasindakine benzer sekilde regule eder. G2-
M evresinde hicre donglsu arrestinin en azindan bir kisminda p53 ve BRCA1 aracili
oldugu bildiriimekle birlikte p53 tarafindan hicre dongusunun inhibitérlerinin
(CDKN1A, GADDA45 gibi) transkripsiyonel olarak asiri dizenlemesi hicreyi G2-M
arrestinde tutar. p53'un hem G1-S hem de G2-M fazinda hucre déngusu arrestine
aracilik etmesi genomik stabilitede (bGtlnllUkte) ne kadar da kritik bir rol Ustlendigini
gOstermektedir (Vauzour vd 2007, Lileyap 2008, Shiotani ve Zou 2009).

2.1.3.1.4. M Kontrol Noktasi

Uglincli ve en biyik kontrol noktasi mitoz sirasinda ortaya gikar ve M kontrol
noktasi olarak isimlendiriimektedir. Bu kontrol noktasinda hem ig iplikgikleri sisteminin
olusmasi hem de ig iplikgiklerinin sentromere tutunan kinetokorlar yardimiyla
baglanmasi kontrol edilmektedir. Boylece yavru hiicrelere kromozom setlerinin dogru
sekilde dagitiimasi saglanir. Eger bu i§ iplik¢iklerinin  uygun bir sekilde
bigimlendiriimesinde problem cikarsa ya da baglanma uygun olmaz ise bu kontrol
noktasinda mitoz durdurulur (Klug ve Cummings 2002, Luleyap 2008). Eger DNA
replikasyonunda, DNA onariminda, kromozom dizenlenmesinde hata ya da sapma
olursa, hiicre dénglsu kosullar dizelinceye kadar durdurulur ve bu sekilde mutasyon
sayisinda artis ve c¢ogalan hucrelerdeki biriken kromozomal temelli anormalliklerin
onune gecilmig olur. Buna ragmen, eger hasarli olan DNA tamir edilememis ya da
kromozomal hasar duzeltiimesi imkéansiz hale gelmigse bu durumda hucre belki ikinci
bir savunma hatti kurabilir ki, bu duruma programlanmig hicre 6liumi ya da apoptoz

denilmektedir (Klug ve Cummings 2002).

2.1.4. Apoptoz

Organizmadaki hiicre sayisi homeostazinin korunmasinda oldukga 6nem arz

etmekle birlikte yeni hiicreler sentezlenirken var olan hicrelerin bir kismi 6lmekte ve
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bu sayede homeostazi saglanmaktadir. Apoptoz, organizmanin bazi dokularinda ve
hicrelerinde sirekli olarak olusmaktadir ve bu olusum dmir boyu devam eden bir
suregtir. Bu sekilde 6lim ve yapim ile dokudaki dinamik denge korunmus olur. iste bu
denge apoptoz aleyhine veya lehine dedisecek olursa birgok hastaligin ortaya
citkmasina katkida bulunur. Olmamasi gerekirken gerceklesmesi, hizlanmasi veya
yavaglamas!i organizma igin oldukga tehlikeli sonuclara sebebiyet verebilir. AIDS,
nérodejeneratif hastaliklar, arteriosklerozis gibi hastaliklarda apoptoz hizlanmis iken,
kanser ve bazi otoimmuln hastaliklarda apoptozun yavasladigi ve mekanizmasinin

bozuldugu gérulir (Luleyap 2008).

Apoptoz; hicrenin genetik olarak kontrol edildigi ve sonunda intihar ettigi bir sureg
olarak tanimlanir ve normal ¢ok hucreli ve ylksek yapili organizmalarin geligimi
sirasinda da katki saglamaktadir. Apoptoz, nekroz gibi diger hicre 6lum tiplerinden
farkhlik sergilemektedir ve ayrica konagin bagisiklik sistemi apoptotik bir hiicre 6lim
ile aktive edilmez. Nekroz ile hiicre 6liminde konagdin immiin sistemi uyariimaktadir.
Apoptoz genler tarafindan kontrol edilen, dokularin dengesi ve gelisimi igin gerekli
olan 6lim mekanizmasidir. Apoptoz sirasinda ¢ekirdek buzilir, kromatin yapi
yogunlasir ve DNA nukleazlarca parcgalanir. Hlcrenin diger hucrelerle baglantisinin
kopmasinin ardindan hlicre apoptotik cisimcikler olarak bilinen klguk kiresel yapilara
bolandr. Bu cisimcikler komsu hicreler tarafindan fagosite edilir. Bu stregte meydana
gelen bir bozukluk &lmesi gereken bir hicrenin yasamasi genetik bozukluga ve
mutasyonlu hicrelerin olusumuna neden olmaktadir. Diger 6lum mekanizmasi nekroz
ise hlcre sigsmesi ve hizli dejenerasyon olarak tanimlanmaktadir. Apoptozun tersine
hicre butinligld bozulmakta ve hicre icerigi dis ortama yayilmaktadir (Klug ve
Cummings 2002, Guimaras ve Linden 2004, Togar 2013).

Simdiye kadar apoptoz mekanizmasinda c¢esitli hicresel yolaklar ortaya
cikariimistir. Bunlar 6lum reseptort aracih dis yolak, mitokondri aracili i¢ yolak ve
endoplazmik retikulum aracili oksidatif stres yoladi gibi programli hicre 6liminu
aktive eden yolaklardir. Apoptotik hicre olumu intraseluler ve ekstraseluler sinyallerin,
mitokondriyel degisimlerin, pro-apoptotik proteazlarin, spesifik endonukleazlarin
aktivasyonu ile DNA fragmantasyonunun da dahil oldugu kompleks mekanizmayla
baslatiimakla birlikte dig yolak, ligandlarin hucre ylzeyi reseptorlerine baglanmasi
Uzerine bu reseptdérlerde meydana gelen konformasyon degisikligine bagli olup, i¢
yolakta ise mitokondriyal bir islev s6z konusudur ve buylime faktdrlerinin eksikligi,
kortikosteroidler ya da radyasyon veya sitolojik ilaglar nedenli DNA hasari tarafindan
baslatilir (Rich vd 2000, Susin vd 2000, Uguz vd 2009).
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Kaspazlar olarak adlandirilan bir grup proteaz apoptozu baslatan ve hicre igi
bilesenlerinin sindiriminden sorumlu enzimlerdir. Pro-apoptotik sinyal, baslatici ilk
kaspazi aktive eder ve bdylece diger efektdr kaspazlar aktive edilerek hicresel
bozulma agiga ¢cikmaktadir. Apoptoz sinyallerinin verilmesinde apoptozin gostergeleri
olan morfolojik degisimi gerceklestirecek efektor kaspazlar (kaspaz-3 ve kaspaz-7
dahil) etkinlestirmek icin baslatici kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 dahil)
onemli fonksiyonlara sahiptir. Kaspaz-8 Olum reseptorlerini igeren apoptoz
mekanizmasi ile iligkili iken kaspaz-9 sitolojik ajanlarin uyarisi sonucu hicre dlimunu
tetiklemektedir. Cesgitli kimyasallar, UV, DNA denatire edici ajanlar ve bazi
kemoterapdtikler apoptozun baslamasini indikleyen sitotoksik ajanlardir.  Bunlar
mitokondriyal hasara bagl olarak sitokrom c'nin salimi ile kaspaz-9'u aktive ederek
prokaspaz-3 gibi kaspaz zimojenlerinin aktivasyonunu baslatirlar ve bdylece apoptozi
indiklerler (Salvesen vd 1999, Rich vd 2000). Sitokrom c'nin sitozole ¢ikmasi Bcl-2
protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs gibi Bcl-2 ailesi
Uyelerinden bir kismi pro-apoptotik etki gosterirken, Bcl-2, Bcl-XL gibi Gyeler ise anti-
apoptotik etki géstererek apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Pro-apoptotik olan Bcl-2
ailesi Uyeleri, sitokrom c'nin salinimini indiikleyerek anti-apoptotikler ise sitokrom c'nin
salinimini baskilayarak etki gosterirler. Anti-apoptotik Gyeler, dogal olarak intrinsik (i¢
yolakla) sitokrom c'nin salinimini baskilama 6zelligine sahipken, pro-apoptotik tyeler
ise anti apoptotik Uyelere baglanmasi halinde bu baskilayici etkiyi ortadan kaldirip
sitokrom c'nin mitokondriden salinimini saglarlar. Buradaki pro-apoptotik ve anti-
apoptotik Uyelerin biribiri ile dengede olmasi durumu yasam ile 6lim arasindaki

dengenin korunmasinda dnemlidir (Thompson 1995, Petros vd 2004).

Bcl-2 ailesi Uyelerinden; Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Gyeler normal
sartlarda hicrede sessiz halde bulunurlar ve bu lGyelerin aktive edilmeleri ile sitokrom
c'nin sitoplazmaya ge¢mesi saglanir. Kaspaz 8 aktivasyonu, Bid'in kirilmasina,
dolayisyla da aktiflesmesine yol agmaktadir. Bid karboksi terminal pargasi Bak aracili
sitokrom ¢ salinimini aktiflestirirler (Petros 2004). Dig yolak araciligiyla apoptozun
aktivasyonunda 6rnegin, TNFR (Tumér Nekroz Faktor Reseptor) ailesinden olan Fas
reseptor ligandina (FasL), Fas baglandiktan sonra reseptér membraninda dimerize
olur ve aktiflesir. Daha sonra reseptérin sitoplazmik kisminda yer alan kisimlarina
pro-kaspaz 8 baglanarak kendi kendini kesmesi sonucu aktiflesen kaspaz 8, pro-
kaspaz 3'U keserek aktive eder. Bdylece kaspaz kaskadi olusur (Song vd 2006) (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4 Apoptotik siregteki mekanizmalar (Kus 2010)

Programlanmis hicre 6luma ile hasarh hicreler ortadan kaldirilarak bir sonraki
nesle kaltsal olarak aktarim ve kansere neden olabilecek olasi genetik mutasyonlarin
da sayisi azaltimig olur (Klug ve Cummings 2002). Apoptotik mekanizmalarda
meydana gelen bozukluklar hicrede anormal proliferasyona ve sitotoksik tedaviye
diren¢ olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle son on yilda apoptozu

indukleyen yeni ajanlar Uzerine ¢alismalar yogunlagmigstir (Fesik 2005).

Simdiye kadar gesitli kanser turlerinde hicre dénglsu ve apoptoz ile ilgili birgok
arastirma yapilmigs olmasina ragmen, etkisini arastiracagimiz oleuropeinin
noroblastom ile ilgili ¢alismaya rastlanmamis olmasi nedeniyle 6ncelikle beyin

tumorleri hakkinda bilgi verecek olursak;

2.1.5. Beyin Tumorleri

Beyin kanseri, 6zellikle cocuklarda kansere bagl 6limler arasinda basta gelen
nedenlerden biri olmakla birlikte beyin tumorlerinin gogu olumcul olup, oAlumcul

olmayanlari da beyin fonksiyonlarina zarar vermekte ve gunlik yasami oldukca
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olumsuz olarak etkilemektedir (Jemal vd 2005). Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi'nin 2008 yili kanser raporu verilerine gore beyin kanseri vakalari her 100 bin
kisinin 238'inde goruldugu ve sadece 64'Unun hayatta kalabildigi belirtiimistir. Beyin

tumorleri insidansi erkeklerde kadinlardan bir miktar daha yuksektir.

Beyin kanserinin diger kanser turlerine nazaran gorulme sikhgi az olmakla birlikte
6lum orani oldukga yuksek bir kanser turadar (Levin ve Boyle 2008, Ferlay vd 2010).
Dunyada kanserden o6len dort kisiden birinin Amerika Birlesik Devletleri'nde olmasi
nedeniyle Amerika istatistik verileri anlamli sonuglari ortaya koymaktadir. 2014 yili igin
yayinlanan raporlara goére, Amerika Birlesik Devletleri'nde 2014 yilinda beyin ve diger
sinir sistemi kanserlerinde tahmini 23,380 (12,820 erkek, 10,560 disi) yeni vaka
beklenirken bu hastalia bagl 6limlerde ise 14,320 (8,090 erkek, 6230 disi) 6lim
vakas! tahmin edilmektedir. Beyin timédrleri, butin kanserlerin yaklasik %1,4'Une
tekabll ederken, kansere bagl 6limlerde ise %2,44'inden sorumludur (Siegel vd
2014, Web_2).

Beyin tumorleri primer ve sekonder olarak iki ana grupta incelenmekle birlikte
primer olanlarda cesitli alt gruplarda incelenir. Bunlar, ndroepitelyal orijinliler,
meningeal tumorler, kranyal ve spinal sinir timorleri, lenfoma ve hematopoietik
neoplaziler, germ hicreli timdrler ve sellar bolge timorleridir. Beyin timdrleri bir kag
cesit olmakla birlikte Diinya Saghk Orgiti glioblastoma ve néroblastoma kanserli
hlcreleri sirasiyla astrosit ve embriyonel beyin timéri sinifina dahil etmektedirler
(Vescovi vd 2006).

Embriyonel totipotent ve pluripotent hicreler doku diferansiyonu gdsteren
hicrelerdir ve dogumdan sonraki ilk yillarda kaybolmaktadirlar. Bundan dolayi bu tip
hicrelerden olusmus tumodrler de genellikle ¢ocukluk dénemi timédrleridir. Genel
olarak malign nitelik tasirlar ve ayni timdrde birden fazla dokuya farklilagsabilirler
(Yachnis ve Perry 2009, Togar 2013). Embriyonel timdrleri histolojik siniflandiriimasi
Tablo 2.1'de verilmigtir (Tugcu 2004; Togar 2013).
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Tablo 2.1 Embriyonel timdrlerin histolojik siniflandiriimasi

Noroepitelyal doku tiimorleri

Embriyonel tiimorler
1. Medullaepitelyom
2. Ependimoblastom
3. Atipik teratoid / rabdoid tiimor
4.Supratentoryel primitif
noéroektodermal tiimorler
a. Noroblastom
b. Ganglionéroblastom
5. Medullablastom
a.Desmoblastik medullablastom
b. Large cell medullablastom
¢. Medullomyoblastom

d.Melanositik medulloblastom

Kanser tedavisindeki gelismelere ragmen beyin kanserinin tedavisi olduk¢a zordur
ve halen tam anlamiyla etkili bir ilaci olmayan timdrler grubuna girmektedir. Beyin
kanseri primer (kdék hicre) beyin hicrelerinin anormal gelisim gdstermesiyle
olusabilecedi gibi, metastaz yetenegine sahip kanserli hiicrelerin diger organlardan
kan dolasimi yoluyla beyne gb¢ etmesi sonucunda da olusabilir (Singh vd 2003,
Vescovi vd 2006, Arslan 2011). Bu calisma SH-SY5Y néroblastom hicre hattinda

gercgeklestirildigi icin ndroblastom hakkinda datayli bilgi verilmek gerekirse;

2.1.6. Noroblastom

2.1.6.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Noroblastom, embriyonik gelisimin doérduncu haftasinda ortaya cikan, adrenal
medulla veya sempatik gangliyonlarda normalde bulunan primordial noéral krest
hucrelerinden kdken alan bir timoérdur (Demirkaya ve Sevinir 2006). Noéral timarlerin
olugsumu noral kreste giren embriyonik ektodermin normal sinyallere cevap vermemesi
ve normal gelisimini tamamlayamamasi sonucu gergeklesir. Noral tuplerdeki
noroektodermal hicrelerden néroektodermal timérler, néral kreste giren hiicrelerden
ganglia ve ndroblastom, kemik ve yumusak dokuyu olusturan néroektodermal
hicrelerden ise periferik néroektodermal timdrler olugsmaktadir (Olgun 1997, Togar

2013). Noral krest hicrelerinin gécl ve farklilagsmasi Sekil 2.5'de gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Noral krest hiicrelerinin gogu ve farklilagsmasi (Aydin 2006, Togar 2013)

Bebeklik ¢aginin en sik goérulen ekstrakranial (kafatasi diginda) solid timaord
olmakla birlikte olgularin ¢odu ise iki yasindan klguk c¢ocuklarda goérilmektedir
(Web_3). Amerikan Kanser Dernegi (American Cancer Society)'nin 2014 verilerine
gbre Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 0-14 yas arasi ¢ocukluk c¢agi timorlerinin
%7'sinden sorumlu olup her yil yaklasik 700 yeni ¢ocuk bu hastaliga yakalanmaktadir.
Ulusal Kanser Arastirmalari Enstitist'nin raporuna gére néroblastom, her bir milyon
cocuktan %9,5'inde gorllecek bir insidans sergilemektedir (Web_2, Web_4).
Avrupa'da bu oranin yaklasik iki kati kadar oldugu yilda yaklasik 1500 vaka tespit
edildigi bildirilmigtir (Saydere 2009, Spix vd 2006).

Tarkiye Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)'na ait NBL 2003 protokoliinde ve ayni
grubun Ekim 2006 verilerine gore, Turkiye'de ortanca tani konma yasi 22 aydir ve
kiz/erkek orani ise 1.01'dir (Olgun 2007). izmir ilinde 1997-2002 yillari arasinda
cocukluk cagi kanser insidansina yonelik yapilmis olan bir ¢calismada néroblastomu
da igeren periferik sinir hucrelerinden kdken alan kanserlerin rolatif sikhigi %7,1 olarak
bulunmustur (Eser 2007). 2002 yilinda solid timérler ve lenfoma saptanan 1073
cocuk Uzerinde TPOG tarafindan yapilan bir ¢calismada, sempatik sinir timorlerinin
%9.40 oraninda goéruldiga saptanmistir (Kutluk 2004). Tuarkiye'deki 2002-2005
pediatrik kanser verilerine gére, 1435 ¢ocukluk ¢cagi timorlerinin %10.6's1 sempatik
sinir sistemi kokenlidir (Kutluk ve Yesilipek 2007, Bagci 2009).
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Noéroblastom bir yas altindaki ¢ocuklarda kendiliginden gerileyerek iyi huylu timaor
(gangliyonérom) haline dénlsebilecegi gibi bir yas Ustl bireylerde agresif seyrederek
diger organlara yayllim yapma potansiyeline sahip bir timér ¢esididir (Brodeur 2003,
Saydere 2009, Togar 2013).

SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results Program) 2014 yilindaki
raporuna gore noroblastom icin 5 yillik sagkalim orani, 1975-1979 yillari arasinda
%54 iken 1985-2000 yillar arasinda %65 ve 2003-2009 yillari arasinda da %79 a
cikmistir. Irk ve cinsiyet arasinda genel farklilik ¢ok az olmakla birlikte lokal veya
bdlgesel hastaligi olan infantlarda yasam suresi daha ylUksek iken, blytk ¢ocuklar ve
uzak metastazli hastalar igin yasam suresi azalmaktadir. Bu nedenle bazi gebelik ve
dogumsal faktorlerin, ebeveynlerin aldigi ilaglarin daha dikkatli incelenip kullaniminin

daha hassas olmasi gerekmektedir (Web_4).

Periferal néroblastik timorler sempatik sinir  sisteminin  embriyojenik
neoplazmlaridir ve siklikla adrenal bezlerde goérilmekle birlikte boyun, goégus, karin
veya pelvis bolgelerindeki sinirlerde goérilebilmektedir. Primer tumorlerin %60'indan
fazlasi adrenal medulladan veya abdomendeki paraspinal ganglia'lardan
kaynaklanabilir. (Kushner ve Cheung 1988, Cingdz 2013). En sik metastaz bdlgesel

lenf nodlari, karaciger, kemik iligi ve kemiklerdir. (Sugiura vd 1998).

2.1.6.2.Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte gevresel etkenlerin ndroblastomda
major rolu gosterilememigtir. Daha ¢ok noral krest gelisim bozukluguna bagl gelistigi
dusinulmektedir (Demirkaya ve Sevinir 2006). Ancak risk faktorleri arasinda
elektronik, tarim, kimyasal ajan maruziyeti yiksek islerde ¢alisanlar, radyasyona
maruz kalanlar, annenin yasi, kullandigi ilag ve hormonlar, alkol alimi, sigara
kullanimi, tekrarlayan sezeryan, bebegin diguk dogum agirhgi, preterm dogum yer
almaktadir (Haase vd 1999, Maris 2005, Togar 2013).

Noéroblastom tanisi konmus ¢ocuklarda vicut agirhginda kayip, terleme, kizarma,
istahsizlik, bas agrisi, carpinti ve hipertansiyon gibi belirtiler goérilmektedir. Adrenal
medullanin  kromofin hUcrelerinde, beyin ve sempatik néronlarda sentezlenen
adrenalin, norepinefrin ve dopamin (katekolaminler) yapimindaki artisa bagh olarak
terleme, hizli ve g¢abuk ofkelenme ve hipertansiyon gelismektedir. Ayrica timorin

kemik iligine metastaz yapmasi ile anemi gdzlenebilmektedir. Sindirim sistemi
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anormallikleri, fétal alkol sendromu, nérolojik ve gelisimsel anormallikler, otozomal
resesif gegigli Urogenital ve kardiyak anomaliler, Beckwith-Wiedemann sendromu ve
Turner Sendromu néroblastom ile birlikte bildirilen semptomlarin basinda gelmektedir
(Haase vd 1999, Maris 2005 ve Togar 2013) Klinik bulgu ve semptomlar primer
tumorun bulundugu bolgeye, metastatik duruma veya paraneoplastik sendrom

gelisimine bagli olarak cesitlilik géstermektedir (Maris 2005).

2.1.6.3. Hiicresel ve Molekiiler Patogenez

Genel olarak timdr olusumu iki nokta hipotezi ile agiklanmaktadir ve dogustan bir
kromozomdaki alel kaybinin noroblastom olusumuna zemin hazirladigi bununla
birlikte ayni genin alelinde meydana gelen nokta mutasyonunun kanser olusumuna
neden oldugu dusunulmektedir (Cheung and Cohn 2005, Aydin 2006).
Noroblastom'da tumor hucrelerinde gdsteriimis genetik  degisiklikler hastaligin
patogenezinde ve prognozunda rol oynayabilmekte ve tumoran biyolojisi ve
biyokimyasi ile ilgili bilgileri sunmaktadir. Bu durum ayrica risk gruplarina ayrilmis ve
hedeflenmis tedavilerin planlanmasi yoninden oldukca 6nem arz etmektedir. Bu
genetik degisiklikler;

e Alelik fazlalk veya kayip olmasi,

¢ Onkogen aktivasyonu,

e TUmor baskilayici genlerde genetik hasar,

e Bazi hastalikla iligkili genlerin ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler

olabilir.

Noroblastom hicresindeki DNA miktari normal (diploid) veya artmis (near-triploid)
olabilmekte ve bu DNA miktari artmis kanser hiicrelerinde normal hicrelere kiyasla
daha iyi prognoz go6zlemlenmektedir. NoOroblastomun en o6nemli onkogeni 2.
kromozomun kisa kolunda lokalize 2p24 bdlgesinde yerlesmis MYCN onkogenidir.
MYCN amplifikasyon sikliginin artmasi kotu prognozla anlamh olarak iligkilidir ve
noéroblastomda MYCN amplifikasyonu diginda gen duzeyinde diger kanserlerde roll
oldugu bilinen genlerin aberasyonlari da gozlemlenmektedir. Ayrica noroblastomlarin
yaklagik olarak yarisinda 17. kromozomun uzun kolundaki alelik fazlalik koti
prognozla iligkilidir. Ayrica bununla birlikte 1p delesyonu timér dokusunun %25-
35'inde gorilirken 11g delesyonu timdr dokusunun %35'inde saptanmistir (Aksoylar
2007, Togar 2013).
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Yapilan c¢esitli calismalarda, néroblastom hicre hatlarinda ve ndroblastoma
hastalarinda CDK4/CDK6 kinaz aktivitesinde oénemli dizeyde artis oldugu
gosterilmistir. SiklinD1 ve CDK 4 gen amplifikasyonunun yani sira homozigot
CDKN2A delesyonu da rapor edilmistir (Easton vd 1998, Krasnoselsky vd 2005,
Mosse vd 2007, Molenaarvd 2012, Rader vd 2013). Ayrica Molenaar ve arkadaslari
(2008) SiklinD1, CDK4, CDK6 gen ifadelerinin néroblastoma vakalarinda
overeksprese oldugunu gdstermekle birlikte diger timorlerle karsilastiriidiginda da
néroblastomada bu genlerin ekspresyon dizeylerinin daha ylksek oldugu
belirtmiglerdir. Noroblastomda SiklinD1, CDK4 ve CDK6'daki genomik aberasyonlarin
saptanmasi bu pediatrik timdérde hicre doénglsiunin G1 asamasina giris kontrol
noktasinda bir bozukluk oldugun gdsterir (Molenaar vd 2008). Sekil 2.6'da
noroblastoma ve diger kanser turlerinde bu genlerin ekspresyon duzeylerinin
kargilastirilmasi  goOsterilmisti.  Sempatik sisteme ait néroblastlarin  nasil
noroblastomlara donustugu tam olarak bilinememekle birlikte bu malign dontsimde
noroblastlarin normal farklilagsmasini uyaran norotropin reseptor yolaklarinin rol
oynadigi dusinilmektedir. Ayrica, néroblastom hiicrelerinde hiicre farkhlasmasi ve
apoptozla iligkili genlerin ekspresyonu arttiinda telomeraz aktivitesi dusuk
bulunurken, hiicre déngusu ile genler ve transkripsiyon faktérlerinin overekspresyonu,

yuksek telomeraz aktivitesi ve kotl prognozla iliskilidir (Aksoylar 2007).



25

(81) SND ON [euuoN
(691) SND |ewloN
(1G1) uleig

(zpg) ewojafy
(£€) prowbig

(gg) wnpoey

(L) sjeis0id

(pZZ) Aerp

(g2) seppeig

MP rw umouun

62) plosAyL

(Z1) yoewois

(G1) wnauoiad
(LL) 32A1

(ZL) seasouey
{zo1) Bum

merw wnawopus
89Z) uojoD

(1€) xwm=D

(L) 1seaig

(01 1) ewosegoINsN

4
4

: CDK6

o

=0
000
X
200
000
800
000
0
20

(r81) SNO ON jeuuloN
(691) SNO |euuoN
(LGL) ueig

MN ) Bwojakpy
££) plowbig

(£€) wnpoay

(Lp) sepsoud
(yzz) fenp

(cz) seppelg

M: umouun

6Z) proaAy |

(Z1) yorwolg
(S]) Wnauojuad

(L1) 18An

(zZ L) seaioued

(zoL) Bun

(g1) wniawopu3l
(gaz) uojon

(1£) xwuag

(y1£) 1seaig

(01 1) Bwoisegoinan

CDK4

v s v ol 1

m o

ol
wn
%00
200 1
000
0
000
)

(r81) SND ON [euLoN
(B91) SNO |eLUoN
M\.mpw EEm&

ZyS) ewoadpy
Ammm u_osm__w

(e£) wnoay

(Lp) a1esoid
(yzz) Meag

(5Z) seppeig

MSW UMOLUC

62) piosAyL

(Z1) yoewols
(1) wnauoluag

(LL) 18

(ZL) seasoued

(zoL) Bunmy

Mmm: wnuawopug
89Z) UoCD

(L€) x8)

{pLE) 1seaig

(01 1) eworseiqoinan

| Cyclin D1

Sekil 2.6 SiklinD1, CDK4 ve CDK6'nin néroblastom ve diger kanser tirlerinde ekspresyon duzeyleri (Molenaar vd 2008)

§ § 8 8 8 § 8 8 § °

uoissaudxe xuswiyy



26

2.1.6.4 Noroblastom Histopatolojisi ve Evreleme

Klasik olarak, periferal noroblastik tumorlerin alt tipleri, ndéroblastom (NB),
gangliondéroblastom ve ganglionéromlardan (GNR) olusmaktadir ve bunlarla ilgili
Shimada 1984 yilinda, timorin histopatolojik Ozelliklerinden yararlanarak bir
siniflandirma sistemi gelistiriimistir. Bu kapsamda timdrler néroblast farklilagsmasi,
'Schwannian stroma' igerigi, mitoz karyoreksis indeksi (MKI) ve tani yasi dikkate
alinarak iyi ve kétl histoloji olarak gruplanmistir (Shimada vd 1984, Tumer 2013).
Sonraki calismalarda timoér siniflandirimasi  Shimada  siniflandiriimasinin
modifikasyonunun ‘International Neuroblastoma Pathology Classification System'
(INPC) olarak kullaniimistir (Shimada vd 1999).

Noroblastomlar, hiperkromatik nudkleuslu, dar sitoplazmali kiglk hucrelerden
olusur. Bunlar siklikla ince fibrovaskller septalar ile birlikte gruplar olusturan timor
hicreleri seklinde goérular. In vitro calismalarda N tip noéroblastik hicreler, S tip
Schwannian/melanoblastik éncll hiicreler ve | tip kok hlicre olmak Utzere molekiler
Ozellikler ve davranis olarak da farkh olan 3 farkli tip noéroblastoma hicresi
bulunmustur. Noroblastomlar, andiferansiye, az diferansiye ve diferansiye olmak

uzere Ug gruba ayrilmaktadir (Ross vd 2003).

Klinik Evrelemede Turk Pediatril Onkoloji Grubu (TPOG)'nun Ulusal Néroblastom
Tedavi Protokli'nde kabul ettigi sistem Evans siniflandirmasinin gelistiriimis ve
dzglllestirilmis ve modifiye edilmis sekli olan internasyonel Evreleme sistemi

kullaniimaktadir. Tablo 2.2’de bu evreleme sistemi verilmistir (Olgun vd 2009).
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Tablo 2.2 Uluslararasi noroblastoma evreleme sistemi (Olgun vd 2009, Aksoylar
2007)

INSS Evre Tanim

Evre 1 Tumor koken aldigr organa sinirl, makroskopik tam rezeksiyon.
Mikroskopik timér artigi olabilir ya da olmayabilir. ipsi ve kontrlateral
lenf nodu tutulumu yok.

Evre Unilateral tumér, tam olmayan makroskopik rezeksiyon. ipsi ve
2a kontrlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre Unilateral tGmdr, makroskopik tam veya tam olmayan rezeksiyon.
2b ipsilateral bolgesel lenf nodu tutulumu var, kontrlateral tutulum yok.
Evre 3 Orta hatti agan tumor +/-, bélgesel lenf nodu tutulumu var.

- Unilateral timor ve kontrlateral lenf nodu tutulumu var
- Orta hat tUmor ve bilateral lenf nodu tutulumu var.

Evre 4 Yaygin hastalik, uzak metastazlar (kemik iligi, kemik, uzak lenf nodu,
karaciger ve/veya diger organlar).

Evre Hastanin yasi < 365 gun olmaldir. Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer

4-S tumor var. Sadece karaciger, cilt ve/veya kemik iligi yayilimi var

(kemik iliginde tUmor hicrelerinin orani < %10 olmal).

Batln bu evreleme ¢alismalari sonucunda kanser tedavisine g6z atacak olursak;

2.1.7. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde; tumorun organizmada bulundugu dokuya, tUumorin
karakterine ve evresine, hastanin fizyolojik durumuna goére c¢ok cesitli tedavi
yontemleri uygulanmakla birlikte bu tedaviler arasinda, radyoterapi, kemoterapi,
immunoterapi, monoklonal antikor terapileri, gen terapisi ve cerrahi midahale gibi
yontemler kullaniimaktadir (Turker ve Kayaalp 2000, Tozkoparan ve Ayta¢ 2007).
Kanser tedavisinde cerrahi midahale ile erken tani konmus ve henlz vicuda
yayllmamis timoérli dokunun hayati organlara zarar vermeden vicuttan alinmasi
amacglanmaktadir. Radyoterapide ise kanserli hicrelere gdénderilen X isinlari
yardimiyla hicre 6lumdnd indUkleyip kanser tedavisini saglamak amaglanmaktadir.
Bdylece kanser hastalarinda timérin yayilmasi, kitlenin kigultilmesi veya yok
edilmesi saglanmaya calisiimaktadir (Dilsiz 2004). Ozellikle orta veya yliksek risk
gruplarindaki hastalarin ya da dislk risk grubu olup da hayati organlarin tutulumu
nedeniyle cerrahi midahalenin uygulanamadigi olgularda kullanilan temel tedavi sekli
ise kemoterapidir. Kemoterapi hastanin ya da konakg¢inin normal hucrelerine zarar
vermeksizin direkt mikrop ya da tumorld doku hacrelerini 6ldurmeyi amaglamakta
kullanilan kimyasal tedavi sekli olup, kemoterapi protokolleri hastanin risk grubuna

gore belirlenmektedir (Kayaalp 2000).
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Gen tedavisi yontemi son yillarda daha da glgli bir sekilde bilim insanlari
tarafindan dillendirilmekle birlikte bu yontem ile kalitsal ve/veya kazanilmis insan
hastaliklarini tedavi etmek amaciyla gen duzeyinde molekuler hicre biyolojisi, DNA ve
RNA temelli bir tedavi yéntemi kullaniimaktadir. Bu ydntemde gen transfeksiyonu,
DNA onarimi gibi genetik muhendisligi tekniklerinden yararlaniimaktadir (Kars 2004).
insan viicudunun bagisiklik sistemi, kanser hiicrelerini yabanci hiicre olarak
algilamakta bundan dolay! da diger bir tedavi yontemi olan immunoterapi ile dogal
olarak bagisiklik sisteminin daha iyi hale getirilip gli¢clendiriimesi amaglanmaktadir. Bu
tedavi yonteminde ise antikorlarin Urettigi lenfokinler kullaniimaktadir (Kirkwood vd
2012). Gunumulzde hedefe yobnelik tedavi kapsaminda, terapétik ajanlarin direkt
olarak kanserli hicrelerde proteinlere baglanarak saglikli hucreleri etkilemeden,
spesifik olarak sadece kanser hicrelerini hedefleyen calismalarin sayisi artmistir. Su
an icin hedefe yonelik tedavi calismalarinin ¢ogu deneyseldir ve diger tedavi
yontemlerine yardimci olarak veya kombine sekilde kullanilir. Bilimsel c¢alismalarla
test edilmekte olan hedefe yonelik tedaviler, timoére 6zel ilag saglamanin yaninda
kanser tedavisinde en bulylk sikintilardan birisi olan yan etki durumunu minimize
etmeye de yardimci olabilir. Tedavi icin her zaman kir mumkun olmayabilmekte
bazen 6zellikle gocuklarda olmak Uzere palyatif (alternatif ve tamamlayici tedavi
turleri) tedaviden de yararlanilabilmektedir. Bu tedavi ile hastanin hangi evrede olursa
olsun kendini mimkin oldugunca iyi hissetmesi amaglanmakta ve tedavi fiziksel,

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

Kemoterapi ve radyasyon ile kanser tedavisinde en dnemli noktalardan biri de
uygulanan tedavinin kanserli hicrelerin yaninda saglikh hiicrelere de zarar veriyor
olmasidir. Bununla birlikte tedavi yontemlerinde hastalar ¢ok ciddi yan etkilere maruz
kalabilmektedirler. Bu kapsamda hem kemoterapik ajanlarin etkisinin ve dozunun
azaltiimasi bakimindan hem de insan ve hayvanlarda doz agimina baglh yan etki
gostermeyecek uygulama ve tedavi yontemlerinin gelistiriimesi 6nem arz etmektedir.
Tip ve teknolojideki gelismelere ragmen kanser gunumuzde 6lim nedeni olarak ilk
siralarda yerini korumaktadir. Son yillarda bitkisel veya mantar icerikli dogal besinler
veya hayvansal kaynakli zehirlerin (ar1, akrep, yilan zehri gibi) ila¢ olarak kullaniminin
artmasi fitoterapi, alternatif ve tamamlayici terapiye olan ilgiyi arttirmistir. Gelismekte
olan ve gelismis Ulkelerde ticari 6nem kazanmasindan dolayi geleneksel ilaglarin
uretimi ve kullanimi yayginlagsmaktadir. Dunya marketlerinde bu tip ila¢ pazarinin 60

milyon dolara, yillik bdyime hizinin %5-15 dizeyine ulastidi bilinmektedir. ABD’'de
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son 50 yilda halkin dogal igerikli ilaglara olan ilgisi %34-42 oraninda arttidi
bildirilmektedir (Roy-bvyrne vd 2005).

Ozellikle kanser hastalarinda tamamlayici ve alternatif tedavi kullaniminin giderek
arttigi da bildirilmigtir. 13 Ulkede 26 c¢esitli galismadan elde edilen istatistiki verilere
gore yapilan aragtirmalarda bu tarz kullanimin sikliginin %7 ile %64 (ortalama
%31,4) arasinda seyrettigini rapor edilmistir (Ernst ve Cassileth 1998, Kav vd 2008).
icerisinde Tirkiye'nin de bulundugu 14 llkede vyiritilen bir baska calismada,
alternatif ve tamamlayici tedavi kullanim ortalamasinin %36'larda oldugu ve bu oranin
Ulkelere gore %15 ile 73 arasinda degistigi de bildirilmistir (Molassiotis vd 2005, Kav
vd 2008). Gelismis bazi llkelerde yapilmis olan tamamlayici ve alternatif tedavi
sonuclari su sekilde rapor edilmisti. Amerika'da %42.1, Avustralya'da %48.2,
Fransa'da %49.3, Kanada'da %70.4 iken gelismekte olan bazi ulkeler icin bu oranlar
benzer sekilde bulunmustur. Ornegin, Cin'de %70, Kolombiya'da %40 ve Afrika
ulkelerinde ortalama %80 oranindadir (Bodeker ve Kronenberg 2002, Ozgelik ve
Fadiloglu 2009). Turkiye'de kanser hastalari icin TAT (tamamlayici ve alternatif tedavi)
kullanim oranlari yapilan c¢esitli arastirmalarla belirlenmeye galisiimis ve elde edilen
verilere gore, Ceylan ve ark. %60,1, Samur ve ark %50, Oduz ve Pinar %80.2, Tas ve
ark. %47.3, Gozim ve ark %41.1, Isikhan ve ark.%39.2, Algier ver ark. %36
bulunmustur. Kav ve ark. tarafindan yapilan literatir taramasinda Turkiye igin bu
verilerin %22.1 ile %84.1 (ortalama %46,2) duzeylerinde oldugu rapor edilmigtir (Oguz
ve Pinar 2000, Samur vd 2001, Ceylan vd 2002, Gézim vd 2003, Algier vd 2005, Tas
vd 2005, Kav vd 2008).

Tamamlayici ve alternatif tedavi yontemleri ginimuzde tibbi tedavilere destek
olmak amaciyla kullaniimakla birlikte ayni zamanda hastanin yagsam Kkalitesini
arttirmak, fiziksel ve psikolojik destek saglamak, semptomlari ve ilaglara bagh yan
etkileri azaltmak gibi amaclari da igerir. Tamamlayici tip, bilimsel olarak test edilmis
ve etkili ve guvenli oldugu bulunmus konvansiyonel tedavi yontemlerine ilave olarak
yapilir. Alternatif tedavi ise, bilimsel uygulamalarin yerine kullanilan fakat etkisi
kanitlanmamig tedavi yontemleridir. Bakim ve tedavisi gu¢ kronik, dejeneratif ve
malign hastaliklarda daha fazla karsilagiimaya baslanmasi, yeni teknolojilerin
maliyetinin nispeten yuksek olmasi, olanaklara ulasma kisithligi, saglik ¢aligsanlarinin
hastalara yeterince zaman ayiramamasi, geleneksel tedavi yontemlerinin halk
nezdinde hala oldukca gegerli sayllmasi, guncel tedavi yontemlerine kargi kugku,
klasik tibbi tedavilerdeki olasi yan etkilerden korkulmasi gibi sebeplerden dolayi

tamamlayici ve alternatif tedavi kullaniminin her gegen gun diinyada kanser hastalari
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dahil bir cok hastalikla micadelede tedavi amagch kullanimi giderek yayginlasmaktadir
(Turan vd 2010). Kanser hastalari; tibbi tedaviye destek olma, tekrarlamasinin 6niine
gegme amagl da kullandiklari tamamlayici tedavi ayrica son bir ¢are olarak da tercih
edilmektedir (Ozgelik ve Fadiloglu 2009).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kapsaminda meyve ve sebze igerigi zengin
olan Akdeniz diyeti beslenme tarzi kanser, diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar ve
diger cesitli metabolik hastaliklarin dnlenmesinde basarih  oldugu sonucuna
ulasiimigtir. Akdeniz diyetinin 6nemli besinlerinden birisi de zeytindir. Glinimuzde pek
¢ok arastirmada zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapradi gibi trlnler basta olmak Uzere
bilim insanlarini bu besinlerin potansiyel saglk etkileri konusunda c¢alismalar
yurutmektedir (Blytkbalci ve El 2008). Bu kapsamda zeytin yapraginin da Akdeniz
ulkelerinde bazi hastaliklarin daha az goérilme sebeplerine katki yapan bir faktor
olabilecegi Uzerinde durulmaktadir. Arastirmalar, zeytinyad: kadar, zeytin yapragi
ozutlerinden elde edilen bilesenlerin antihipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif,
hipokolesterolemik, hipoglisemik, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar,
antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Visioli vd
2002, Blyukbalci ve ElI 2008, El ve Karakaya 2009, Bouallagui vd 2011). Zeytin
drinlerinin insan sagligi GUzerindeki olumlu etkileri yapilarinda bulunan ¢ok yonlu
biyoaktif bilesenlere dayandirilir. Bu bilegsenler polifenoller, tokoferoller, fosfolipitler,
karetonoidler, steroller olarak gruplandirihr (Visioli vd 2002). Ozellikle kansere olan
etkisinin arastiriimaya basladigi son yillarda zeytinin polifenoller igersinde yer alan

oleuropein buyuk ilgi gérmektedir.

2.2. Oleuropein

2.2.1. Oleuropeinin Biyolojik, Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Oleuropein Oleaceae, Gentianaceae, Cornaleae familyalarinda ve bunun yani
sira pek ¢ok diger bitkilerde bol miktarda bulunan sekoiridoit grubu bir bilesiktir.
Oleuropein zeytin yapraginda bulunan en énemli fenolik bilesik olmakla birlikte, ayrica
zeytinyagl ve meyvesinde de bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, gidalarda bulunan ve
insan sagligi Gzerine olumlu etkileri kanitlanmis bilesiklerdir. Bitkisel kékenli hemen
hemen tim gidalar farkh tiplerde, degisen oranlarda fenolik bilesikler icerirler. Fenolik
bilesikler aromatik bir halkaya (benzen) bir veya daha fazla hidroksil gruplarinin
baglanmasiyla olusan molekillerdir ve olusan vyapi polifenoller olarak da

adlandirilirlar. Bitkiler icin karakteristik olan bu bilesikler genellikle serbest halde
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olmayip ester veya glikozit formda bulunurlar. Bu bilesikler yag elde etme islemi
sirasinda yaga gecerek yagi oksidasyona karsi korur ve zeytinyaginin lezzet 6zelligini
saglarlar. Bu bilesikler insan saghgi icin zararli olan oksidasyon drtnlerinin olugsmasini
Onlerler. Zeytin yapradi, meyvesi ve elde edilen yag, igeregdi analiz edildiginde tespit
edilen fenolik bilesiklerin baslica sekoiridoidleri flavonoidler, fenolik asitler ve
lignanlardir. Oleuropein, sekoiridoid grubunda yer alan bir fenolik bilesiktir ve
molekiler olarak G¢ alt birimden olusmustur. Bu alt birimlerden birincisi, polifenol
yapisinda olan 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol (hidroksitirizol); ikinci alt birim,
molekril elenolik asit ve Gg¢lncu alt birim de glikoz molekultdur. Hidroliz yoluyla aktif
metaboliti olan hidroksitirizole donusir. Oleuropein reaktif oksijeni ve nitrojen turlerini
uzaklastirmaktadir (Ersus ve Esen 2008, Armutcu vd 2011, Yildiz ve Uylaser 2011).
Oleuropein (C,sH3,043), molekiler agirhdi 540.51 g/mol olan agik sari géranumlu bir
fenolik bilesiktir (Sekil 2.7, Web_5). Oleuropeine ait fiziksel ve kimyasal bazi 6zellikler
Tablo 2.3'de belirtilmistir.
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Sekil 2.7 Oleuropein'in kimyasal Yapisi (Web_5)

Tablo 2.3 Oleuropeine ait bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikler (Sigma)

Ozellik

Kimyasal C25H32013

Formiil

Kimyasal (2S,3E,4S)-3-Ethylidene-2-(3-D-glucopyranosyloxy)-

isimlendirme 3,4-dihydro-5-(methoxycarbonyl)-2H-pyran-4-acetic
acid 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl ester

Alternatif isim- OLE

kisaltma

Molekiiler 540.5

Agirhk

Coziinirliik DMSO, etanol, metanol, DMF, Su

Muhafaza +4°C

Goriiniim-Renk Acik Sari
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Zeytinin hasattan hemen sonra tiketilebilir nitelikte olmamasindan sorumlu olan
bu glikozit suda ¢ozunebilme 6zelligine sahiptir. Alkali uygulamasi, enzimatik yontem
ya da mikroorganizmalarla hidrolize edilerek zeytinden uzaklastirilabilmektedir
(Brenes ve DeCastro 1998). Oleuropein, polifenol yapisinda olan 4-(2-hidroksietil)
benzen-1,2-diol (hidroksitirizol); Elenolik asit ve glikoz olmak Uzere Ug¢ alt yapisal
birimden olugsmustur (Yildiz ve Uylaser 2011). Oleuropeinin viicuda alindiktan sonraki
metabolizmasi su sekilde gergeklesir. Enzimatik hidroliz yéntemiyle oleuropein [3-
glikozidaz enzim aktivitesiyle glikoz ve oleuropein aglikona parcalanmakta, daha
sonra esteraz enziminin etkisiyle hidroksitriosol ve elenolik asit olusmaktadir (Sekil
2.8a, Marsillo ve Lanza 1998).

Oleuropeinin mideye alinmasi ile birlikte asidik ortam etkisiyle ¢esitli metabolitlere
ayrilir. B-glukozidaz enzimi ile B-glikozidik baglar parcalanir ve oleuropein, aglikan ve
glukoza ayrisir. Daha sonra aglikanlar dialdehitlere parcalanir ve stabil olmayan bu
bilesikler, B-glukozidaz enzimi ile lipofilik 6zellikli transpoz sekoiridoitlere ayrisir. Uzun
sureli asit etkisi veya guclu asit etkisi ile bu bilesiklerde iki esteral gruba ayrilarak
hidroksitrizol veya metanol fragmanti kaybedilir. Eger oleuropein gastro-direncli,
midede sindirime ugramayacak sekilde kapsuil iginde vicuda verilirse midede
herhangi bir hidrolize ugramadan direkt bagirsaga ulasir ve burada farkl bir kadere
sahip olur. Yuksek molekuler agirhgi ve hidrofilik bilesenleri nedeniyle lipid gift
tabakadan veya parasellum kavsaklardan (paracellum junctions) difize olamaz. Bir
glikozit olarak muhtemelen bir glukoz transporter (tasiyici) ile giris yapabilir fakat bu
konu ile ilgili olarak yapilmis deney veya bu hipotezi destekleyen calisma ya da
bilimsel veri bulunmamaktadir. Literatirde oleuropeinin farmakokinetikleri agiklayici
rapor bulunmamakta ve oleuropeinin ¢ok az miktarinin degismeden sistematik
sirkllasyona katildigi dusundlmektedir. Sonug¢ olarak, bagirsakta lipaz enzimi
yardimiyla hidroksitrizol ve metiloleoside pargalanir. Metiloleosid ise daha sonra lipaz
enzimi yardimiyla metanol ve oleosid formuna donustirtlir. (Furneri vd 2009)
Oleuropeinin hidrolizi ile elde edilen bilesikler arasindan hidroksitrizol 6ne gikmaktadir
(Sekil 2.8b) (Carrera-Gonzales vd 2013).
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Oleuropein c¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Bunlar; antioksidan; anti-

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

hepatoprotektif ve noroprotektiflik gibi saglik ile ilgili aktivitelerdir. Tablo 2.4'de

oleuropeinin rapor edilmis farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalari verilmigtir.

Tablo 2. 4 Oleuropeinin farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalari

Aktivite Etki Referans
Antioksidan *Radikal stabilitenin Omar 2010
dizenlenmesi
*Reaktif oksijen slpuricu etki Visioli vd 1998

*LDL oksidasyonunun
inhibiasyonu

De la Puerta vd 2001

Anti-inflamatuar

*Pro-inflamatuar sitokinlerin
sentezinin inhibisyonu ile

*Lipoksijenaz inhibisyonu

Giamerellos-
Bourboulis vd 1999;
Omar 2010

De la Puerta vd 1999

Anti-timor *ROS stipurici etki ile Owen, vd 2004
*Antiproliferatif etki Goulas vd 2009;
Acquaviva vd 2012;
*Apoptoz indiklenmesi Cardeno vd 2013;
*Anti-migrasyon etkisi Hamdi ve Castellon
2005; Mao vd 2012;
*Anjiyogenez inhibisyonu ile Hamdi vd 2003
Hepatoprotektif *Steatozis azaltiimasi Park S vd, 2011
aktivite

*QOksidatif stresi azaltarak

Domitrovic R vd.2012

Anti-mikrobiyal EtKi

*Bakteri hiicre membrani
uzerinden

Omar vd 2010

Lee-Huang vd 2007 ;

Anti-viral *Viral integraz inhibisyonu ile Lee-Huang S vd 2007,
*Viral zarf etkilesimi ile Micol vd 2005

Noroprotektif Omar 2010

aktivite *Oksidatif stresi azaltarak

*Tau fibrilizasyon inhibisyonu ile

Daccache vd 2011

Hipoglisemik Etki

*Insilin diizeyini ylikseltip kan

glukoz seviyesini azaltarak

Al-Azzawie vd 2006

Anti-hipertansif

*Kan basincini digurerek

Khayyal vd 2002;
Somava vd 2003
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Antioksidanlar, serbest radikaller denilen vicudumuzdaki zararli maddeleri etkisiz
hale getirmeleri ve hlcrelerin tahrip edilmesini engellemeleri bakimindan son derece
onemli maddelerdir. Oleuropeinin sipeoksit ve hidroksil radikallerine kargi temizleyici
rolindedir. Glutatyon sistemini kullanarak antioksidan savunma mekanizmalarini
pozitif olarak etkiler. Oleuropeinin ve zeytin yapradi ekstrati igerisinde bulunan
polifenollerin hiicrelerin oksidasyonuna direng gosterdigi ve yaslanmayi geciktirdigine
yonelik cesitli calismalar bulunmaktadir (Viahov 1998, Galli ve Visoli 1999). Yapilan
bir calismada oleuropeinin karaciger mikrozomlarindaki askorbat-fe** sistemini
etkileyerek non-enzimatik lipid peroksidasyonu Uzerinden antioksidan etkilerinin
oldugu gdsterilmistir (Gutierrez 2001). Tutour ve Guedon (1992) tarafindan yapilan
bir calismada da oleuropein ve onun metaboliti olan hidroksitirozolin gugli bir
antioksidan olan vitamin E ile etkileri karsilastiriimis ve oleuropein ve hidroksitirizollin

antioksidan etkilerinin daha yuksek oldugu saptanmistir (Tutour ve Guedon 1992).

Oleuropeinin bircok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalar tzerine olan
inhibitor etkisi yapilan calismalarda gdsterilmistir (Tassou vd 1991, Markin ve Duel
2003, Lee-Huang vd 2003, Micol ve Caturle 2005, Sousa vd 2006). Yapilan bir
calismada Oleuropeinin hipoglisemik bir ajan oldugu belirtiimistir. (Lee-Huang vd
2003). Ayrica kalp hastaliklarina karsi koruyucu ve bagisiklik sistemini gtclendirici
oldugu gésterilmistir (Visioll vd 1998). Yapilan bazi ¢alismalarda toksikolojik olarak
bircok hayvan turlinde oleuropeinin ve metabolitlerinin tam olarak toksik etkisinin

olmadigi ortaya koyulmustur (Gonzales vd 2003).

Oleuropeinin ve turevlerinden hidroksitrizolin kan beyin bariyerini gecebildigi
cesitli calismalarda goésterilmistir (Dangelo vd 2001, Wu vd 2009, Mohagheghi vd
2011, Luccarini 2014). Bu durum oleuroepin ve zeytin i¢erigindeki diger polifenollerin
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de potansiyel ajan olabilecegi ve bu
kapsamda arastirmalar yapilmasini cazip hale getirmektedir. Oleuropeinin beyin ve
merkezi sinir sisteminin inme, Alzheimer ve Parkinson gibi yasa bagl dejeneratif
hastaliklarin korunmasinda etkisinin oldugu ve etkiyi yanginin bastiriimasi ve oksidatif
stresin sebep olacagi tahribatin azaltiimasi yoluyla gerceklestirdigi rapor edilmistir.
Beyin dokusunun mikroskobik incelemesinde de benzer sekilde, hasarli beyin
dokusunda ve olen beyin hucrelerinde %55'lik bir azalmanin oldugu belirtiimistir
(Mohagheghi vd 2011). Arastiricilar, inme modeli olusturulmus hayvanlarda zeytin
yaprag! ekstrati ile denenen én calisma sonuglarinda olumlu etkiler bulmuslardir. On

tedavi goérmemis hayvanlar ile Kkarsilastinldiginda tedavi gdérmis hayvanlarin
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oksidasyon seviyelerinde azalma ve normal hiicresel antioksidan aktivitede bariz artis
tespit etmiglerdir (Dekanski vd 2011, Khalatbary ve Ahmadvand 2012). Oleuropein ile
on tedavi goérmlis deneysel omurilik hasarli hayvanlardada benzer bulgulara
rastlanmistir (Khalatbary ve Ahmadvand 2012). Zeytin yapradi ekstrakti ve
oleuropeinin norodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer, Parkinson) da oksidatif stres
Uzerinden etki gosterdigi gosterilmistir. Hayat boyunca stren oksidatif etki zaman
icinde katlanmakta ve ortaya cikan yangi ve diger degisimler sinir hucrelerinde bir
takim anormal proteinlerin birikmesine ve bu birikmeye bagli olarak néronlarin normal
calismasini bozarak Olumlere neden olabilmektedir. Zeytin yapragi ekstraktinin
Alzheimer ve benzeri hastaliklarda norofibriller karmasayi proteinler (zerinden
etkileyerek azalttigi goésterilmistir (Bazoti vd 2006, Daccache vd 2011, Rigacci vd
2011). Her ne kadar yapilan sinirli ¢calismalara bulunsa da oleuropeinin beyindeki
farmakokinetik detayr ve etki mekanizmalari heniiz tam olarak aydinlatilabilmis
degildir. Bu kapsamda c¢ok cesitli ve detayl calismalara ihtiya¢ vardir (Dangelo vd
2001). Noroblastom Uzerine yapilmis oleuropeinle iliski calisma literatirde

bulunmamaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile ilk veriler elde edilmistir.

Cok sayida yararl etkiye sahip olan ve toksik etkisi bulunmayan oleuropeinin
kanser hucreleri Uzerine herhangi bir etkiye sahip olup olmadigi son yillarda arastirma
konusu olmustur. 2005 yilinda yapilan bir arastirmada oleuropeinin insan ve hayvan
deneylerinde anti-timdral ve anti-anjiyojenik etkileri oldugu gdsterilmistir (Hamdi ve
Costallen 2005). Yapilan bu ¢alisma ile oleuropeinin hicre bliyumesi, migrasyonu ve
yayllimini inhibe ettigini tespit etmiglerdir. Hayvan deneyi ile timor bldylimesini ¢ok
kisa slrede gerilettigi tespit edilmistir (Gonzales vd 2002). Monositik I16semi hiicre
hatti THP-1 ile yapilan bir calismada zeytinyadi fenollerinin Metalloproteinaz 9
eksprezyonunu modile ettigi ve NF kappa B yolagi ile baglantisini oldugunu rapor
edilmistir (Agli vd 2010). Bir diger ¢calismada, oleuropeinin meme kanseri modeli olan
MCF-7 hucre hattinda hicre canliigini azalttigi, hucre proliferasyonunu ERK1/2
aktivasyonu ile inhibe ettigi ve apoptozu indukledigi gosterilmistir (Sirianni vd 2010).
Ayrica Kimura ve arkadaslari 2009 yilinda, UV is1gi ile irite olmus deri kanseri
modelinde, oleuropein uygulamasinin MMP-2, MMP-9, MMP-13, VEGF ve COX-2
genlerinin ifadesini azalttigini bulmuslardir (Kimura vd 2009). Yapilan baska bir
calismada MCF-7, T-24 (insan uUriner bladder karsinoma) ve BBCE (Bovine Brain
kapiller endotel) hicrelerinde zeytin yaprak ekstresinin, gugclu antioksidan &zelligi
gosterdigi ve hem kanser hem de endotel hicrelerinde hucre proliferasyonunu
6nledigi bulunmustur (Goulas vd 2009). Hassan Zeinab ve arkadaslari MCF-7 hicre

hattinda oleuropeinin apoptozu Bax ve Bcl-2 ekspresyon degisimi ve p53 yolagi
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araciligiyla indikledigini rapor etmiglerdir (Havan vd 2013). Kéckar ve arkadaslari
Prostat (PC-3), Meme (MCF-7) ve Hepatoma (HEP3B) kanser hicrelerinde
oleuropeinin anti-timoér etkisini belirlemeye ydnelik yaptiklari in vitro calismada cesitli
hicre hatlarinda farkli dozajlarda oleuropein uygulamasi ile anti-proliferatif etkisini
belirlemiglerdir (Kogkar vd 2010). A549 akciger kanser hicre hattinda yapilan bir
calismada oleuropeinin hldcre migrasyonunu ve proliferasyonunu inhibe ettigi
gOsterilmistir. Oleuropeinin A549 hiicre hattinda, ICso degeri 59.96 uM olarak tespit
edilmistir (Mao vd 2012). Prostat kanser hucre hatlarinda (BPH-1, LNCaP ve DU145)
oleuropeinin 100 pl ve 500 pl dozajinda zamana bagdimli hicre proliferasyonlari
arastinlmigtir (Acquaviva 2012). Yakin zaman da yapilan bir calismada zeytin ekstrati
icerisinde yer alan fenolik bilesenlerin SKBR3 meme kanseri hlicre hattinda hiicre
canliigini engelledigi rapor edilmigtir (Quirantes 2013). Drira ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada oleuropein ve hidroksitirosoliin 3 T3-L1 hicrelerinde adipozit
farkhlasmay! inhibe ettigi gosterilmistir (Drira vd 2011). Kolon kanser hicre hatt
Caco-2 ile yapilan bir ¢alismada oleuropeinin Caco-2 hiicrelerinde G2/M hicre siklus
blokajini indikledigi ve bunu p38 ve CREB aktivitesinin ve COX-2 ekspresyonunun
inhibisyonu ile yapildigi gosterilmistir (Corano vd 2007). Kolon kanseri ile yapilmis
baska bir calismada oleuropeinin analjezik, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen
aktivitesi hem in vitro hem de in vivo olarak gdsterilmistir. Calismada HTC116 kolon
kanseri hicre hatti ve Atimik nu/nu ratlar kullaniimis ve dozaj ¢alismalari yapiimistir
(Fezai vd 2013). Yine wistar sicanlarinda yapilmis bir ¢calismada kimyasal kullanilarak
hepatosellller karsinom indiklenmis sican modelinde, oleuropeini hepatoprotektif ve
anti-kanser ozellikleri incelenmis ve etkili sonuglar bulunmustur (Abdel-Hamid 2011).
Kolon kanser ile 2013 HT-29 hucre hattinda oleuropeinin etkisi ile ilgili bir calisma
sonucunda hucre proliferasyonuna etkisinin HIF-1a downregulasyonu araciligiyla
oldugu gosterilmistir (Cardeno 2013). Oleuropein ile ilgili tim kanser ¢alismalari Tablo

2.5'de toplu olarak ézetlenmisgtir.
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Hiicre Hatti Kanser Tipi Aktivite-Etki Mekanizmasi Referans
MCF-7 Meme Kanseri ERK1/2 lizerinden" ; Bax, Bcl-2, Srianni vd 2010~ ;Hassan vd.
p-53 lizerinden®; kaspaz-3, Siklin 2013% ; Elamin vd 2013°
D1,NFkB®
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-a, p53, PPARY, IkBa, pJNK Cardeno 2013
LNCaP, DU145 Prostat Acquiaviva 2012
Kanseri
A549 Akciger Moa vd 2012
Kanseri
TPC-1, BCPAP Tiroid Kanseri Erk/Akt Bulotta vd 2013
HelLa Serviks JNK aktivasyonu Yao vd 2014
Kanseri
THP-1 Monositik MMP-9, NFkB Agli vd 2010
Losemi
K562 Kronik Samet vd 2014
Myeloid
Losemi
RPMI 7951 LN18 Hamdi ve Costallen 2005
LN 18 Glioblastoma Hamdi ve Costallen 2005

Hayvan Deneyi

Atimik nu/nu sigan
Wistar sican

Fare

Kolon Kanseri

Modeli

Hepatoselliler
Karsinoma Modeli

Deri Kanseri

MMP-2, MMP-9, MMP-13,
COX-2, VEGF

Fezai vd 2013

Abdel-Hamid 2013

Kimura vd 2009
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Akdeniz bolgesinde oldukca sik kullanilan bir besin olan zeytinin yapragindaki
etken madde olan oleuropeinin saglik Uzerine etkileri insanlarda umut verici olmasina
ragmen, cesitli hastaliklarda ve 6zellikle kanser turlerinde tedavide kullanilabilecek en
uygun dozun tayin edilmesi gerekmektedir. Cesitli dozlarda givenlik profili dnce hicre
dizeyinde in vitro olarak daha sonrada hayvan deneyleriyle organizma duzeyinde
incelenerek klinige uygun bir sekilde kullanilabilecek farmositik ajan olarak katki
yapabilecektir. Cesitli kanser tarleri ve hicre hatlarinda etkisi ortaya ¢ikariimis olan
biyolojik olarak oldukg¢a etkili, antioksidan igerigi ylksek ve vicuda toksik etkisi
olmadigi gosterilmis olan oleuropeinin, beyin tdmdrleri Gzerine etkisi bilinmemektedir.
Diyabet, kardiyovaskiler hastaliklar, yaslanma hipertansiyon ve cesitli metabolik
hastaliklar Uzerine etki gosterdigi bilinen oleuropeinin nérodejeneratif hastaliklarla

iliskisine yonelik yapilan arastirma sayisi oldukga azdir.

2.3. Hipotez

GUnUmuzde biyolojik bilesenlerin kullanimi ve cesitli hastaliklarda tedavi ajani
olabilecegine yonelik ilginin artmasi ile birlikte cesitli meyve ve sebzelerde bulunan
fenolik bilesikler ve tlrevleri ile yapilan ¢alismalar artmistir. Calismamizda zeytin
bitksinin major fenolik bileseni olan oleuropein kullaniimistir. Antioksidan icerigi
oldukga yuksek olan oleuropeinin literatlr taramalarinda anti-mikrobiyal, antioksidan,
anti-hipertansif, anti-kanserojen bir ajan olduguna yoénelik ¢alismalar bulunmaktadir.
Cesitli kanser tirlerinde in vitro ve in vivo yapilan arastirmalar oleuropeinin anti-
kanserojen etkinligini ve tedavide rol alabilecegini distindirmektedir. Bu ¢alismadaki
hipotezimiz, oleuropeinin bir beyin timdrleri olan noéroblastom hucrelerinde hicre
dongusu ve apoptoz gibi hucresel mekanizmalar Uzerinden etki gosterdigi ve ayrica

hicre invazyonunu ve koloni olusumunu etkileyecegidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Caligsmalarda Kullanilan Malzemeler, Kimyasallar ve Kitler

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Tween 20 (BioShop), Skim Milk (BioShop), Magnesium Choloride (BioShop), 2-
Mercaptoetanol (Merck), Bromfenol Mavisi (BioShop), Dietanolamin (BioShop), BCIP
(BioShop), Fenazin metosilfat (BioShop), Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (BioShop),
Etanol (Riedel), Tris (BioShop), Hidroklorik asit (HCIl) (Sigma), Akrilamid (Sigma),
Sodyum bikarbonat (Riedel), Amonyum persulfat (Sigma), Coomassie Pirlanta 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,), Foétal Sigir Serumu (Sicaklik ile inaktive edilmig)
(Biological Industries), Kristal Viyole (BioShop), Hoechst (Sigma), Penisilin/
Streptomisin  (Biological Industries), DMEM F-12 Medium (Biological Industries),
PBS (Biological Industries), Tripan Mavisi Boyasi (%0,5 (w/v) fizyolojik tuz iginde),
Dimetil sulfoksit (DMSO) (Roche) (Santa Cruz), DNAaz/RNAse free su (Invitrogen),
Steril kultir kaplari (Petri), (Greiner) 96 kuyucuklu hicre kultir kabi (Greiner) 96-
Kuyucuklu PCR Array Plate (Qiagen)

Bu c¢alismada kullanilan diger tim kimyasal maddeler analitik derecede ve ylksek

saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

Calismalarda Kullanilan 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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Calismalarda Kullanilan Cihazlar;

CO;'li inkibatér (Nuaire), Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow
(Nuaire), inverted Mikroskop (Olympus), Floresan Mikroskop (Olympus), Otomatik
mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 prlik) (Biohit), Hassas Terazi (Denver
Instrument), Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), Jel goérintileme
sistemi (DNR Bio-Imaging System), Santriftj (Hettich Zentrifugen), Mikro SantrifQj
(Hettich Zentrifugen), Sogutmali Santriflj (Hettich Zentrifugen), Yatay Elektroforez
Seti (BioRad), Dikey Elektroforez Seti (Wealtec), RT- PCR (Applied Biosystems
StepOnePlus), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolabi (BEKO), Ph metre
(Metler Toledo MP 220), Isitmali Manyetik Karistirici (IKA RH basic 2), Otoklav
(Nuve), Vorteks(IKA Yellow Line), Gu¢ Kaynagi(Bio-Rad), Mikrodalga Firin (BEKO
MD1500), Hucre sayici (Cellometer)(Nexcellum), -80°C Dondurucu (Nuaire)

3.2. Hicre Kiiltiaru

Calismamizda hicre kultirt kullanilarak in vitro kosullarda SH-SY5Y (ATCC®-
: CRL-2266 — : Sekil 3.1) noroblastom hiicre hatti kendi stoklarimizdan kullaniimis
olup, deneyler Pamukkale Universitesi Tip Fakltesi Tibbi Biyoloji AD. hticre kiltiiri
laboratuarinda gergeklestiriimistir. Calismamizda kullanilan SH-SY5Y hiicre hattina ait

bazi 6zellikler su sekildedir (Web_6);

Organizma: insan, (Homo sapiens)

Tipi: Noéroblastom

Elde edildigi doku: Kemik iligi

Cinsiyet-Yas: Disi- 4

Biytume Ozelligi: Yapisarak

Hucreye ait diger 6zellikler: Epitelyal Morfoloji, MYCN™ (negatif)


http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-2266.aspx
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Sekil 3.1 Calismamizda kullanilan SH-SY5Y hducrelerinin mikroskobik gorintusu
(X10)

Oleuropeinin, SH-SY5Y ndroblastom hdcre hattindaki  biyolojik  etkilerini
anlayabilmek amaciyla ¢alismamizda SH-SY5Y hicrelerinin rutin kiltir basamaklarr;
o hicrelerin kiltr ortaminda gogaltilmasi ve pasajlanmasi,

e ekim i¢in sayilmasi ve kullanilacak kultir plakalarina ekilmesi,

e dondurulmasi ve ¢dzilmesini kapsamaktadir.

In vitro kosullarda yapilan hicre kilturG g¢ahismalari igin kullanilan hicre besi
ortami, hicreleri in vitro kosullarda yasatabilecek, buyime ve bdélinmelerine uygun
zemini saglayacak ve hicrelerin bunlar icin gereksinim duydugu maddeleri icerecek
dizeyde olmaldir. Bu kapsamda galismamizda kullanilan besi ortami %10 fétal sigir
serum (FBS), %1 L-glutamin, 100IU/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin igeren
DMEM F12 besi yeridir. Hicre hatttinin bluyumesi i¢in kullanilan besi yeri detaylari
Tablo 3.1'de belirtiimistir. Hlcrelerin proliferasyonu, pasajlanmalari ve takip islemleri
inverted mikroskop ile izlenmis ve hicreler kendileri i¢in uygun kilttir ortami olan 37°C

de %95 nem ve %5 CO,'li etlivde inkibe edilmislerdir.

Tablo 3.1 Hucre hattinin buyumesi igin kullanilan besiyeri detaylari:

Hiicre Dizinlerinin Bilyiimesi i¢in Kullanilan Besiyeri Detaylari:

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

e %10 FBS (Yeni Dogan Sigir Serumu) (04-121-1B, Biological Industries)
e 0.1mM Aminoasit solusyonu (01-340-1B, Biological Industries)

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

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

¢ 100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries)
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SH-SY5Y hdcrelerinin ¢ogdaltiimasi ve pasajlanmasi isleminde; hicreler DMEM-
F12 besi yeri ile petri kaplarina ekilmis ve 37°C de %95 nem ve %5 CO;'li etivde iki
gunde bir besi ortamlari tazelenerek inkube edilmistir. Hicreler monolayer olup
tutunarak uremektedir. Bu hucrelerin pasajlanmasi icin ilk olarak yapistiklari yizeyden
ayrilmalari gerekir. Once petrilerde PBS ile yikama islemi gerceklestirilip 6li
hicrelerden ve hicre atiklarindan iyice arindirilip aspire edildikten sonra tripsin ilave
edilerek hucrelerin petri yuzeyinden kalkmasi saglanmigtir. Petri icerisindeki hucre-
ortam karigimi 15 ml'lik falkonlara alinip 1500g'de 4 dakika santrifuj edilmis ve
supernatant uzaklagtirilarak ¢oken hucreler besi yerinde homojenize edilerek uygun
oranda petrilere ekimi gergeklestiriimistir.  Hlcrelerin yeniden petriye yapisarak

c¢ogalmalarinin saglanmasi icin inkibasyona birakilimistir.

Hucrelerin sayillmasi isleminde tripan mavisi boyasindan yararlaniimigtir. Tripan
Mavisi sadece 6li hiicrelerin membranlarindan gecebilir. Oli hiicreler mavi (boya
almig) ve canli  hicreler (boya almamig) olarak gorilir.  Deneylerin
standardizasyonunu saglayabilmek amaciyla tim deney basamaklarinda hicre
sayimlari yapilarak ekim iglemleri gerceklestiriimistir. Bu kapsamda hucreler Hucre
sayar (Cellometer) (Nexellum) cihazi yardimiyla sayilmistir. Hicreler petri kabindan
tripsinizasyon islemi ile kaldiriip santrifij edildikten sonra Uzerine besi yeri
eklenmistir. Ependorfta, 400 ul PBS, 100 pl hiicre stspansiyonunun igine 1 pl tripan
mavisi eklenerek hicreler 5 kat dilie edilmistir.Bu karisimdan 20 pl alinarak
cellometer lamina eklenmistir. Béylece canli ve 6lu hiicre sayimi gergeklestirilmistir.
Bu asama hicre ekimi yapilacak her bir deney testi igcin ayri ayri yapimis ve

calismaya gore cgesitli sayilarda ekim islemi gergeklestirilmistir.

Hucrelerin dondurularak saklanmasi islemi kriyotlpler icerisinde DMSO (Dimetil
stlfoksit) kullanilarak gergeklestiriimistir. Hicrelerin dondurulmasi, tripsinizasyon ve
santriflj basamaklarindan sonra 1,5 ml hacimli kriyotlplere, 9:1 oraninda besi yeri ve
DMSO (%10 DMSO) olacak oranda hicre suUspanse edilerek koyulmustur.
Resuspanse edilerek kriyotlplere konulan hicreler daha sonraki ¢alismalar igin -80

derecede muhafaza edilmigtir.

Dondurulmus hucrelerin  yeniden ¢ozulip ekilmesi islemleri; dondurulan
kriyotUpteki hicrelerin hizli bir sekilde 37°C de su banyosunda ¢ézilup biraz da taze

besi yeri eklenerek 6nce falkona alinip santrifiij islemi ile DMSO igeren besi yeri
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uzaklastirilip yeni besi yeri eklenmesinden sonra kiltlr kaplarina ekilmesi ve uygun

kultdr sartlarinda inkUbe edilmesi seklinde yapilmistir.

3.3. XTT Testi (Hiicre Canlihigi Testi)

Oleuropeinin degisen dozlarda SH-SY5Y hicrelerine uygulanip zamana ve doza
bagimli olarak hicre canhligin tespiti ve hucrelerin yizde ellisinin (%50) yasadigi
dozu bulmak icin XTT ile, hicre proliferasyon testi kullaniimistir. Calismada kullanilan
oleuropein %98 saflikta olacak sekilde ticari olarak Sigma firmasindan satin alinmigtir
(Sekil 3.2 a,b).

a)

Sekil 3.2 a) Calismada kullanilan oleuropein; b) Toz gérinimu

Bu test suda eriyebilen bir bilesik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi  canli  hlcrelerde turuncu renkli

formazon bilegenlerine indirgenmesi prensibine gore islemektedir (Sekil 3.3, Web_7).

0,
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XTT Formazan

Sekil 3.3 XTT'nin formazana dénisimu (Web_7)
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Suda eriyebilir 6zellikte olan boyanin yodunlugu bir spektrometre ile verilen dalga
boylarinda okutulmakta ve metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi ile orantili olan
formazon olusumu sayesinde hizli bir gsekilde hicre canlihdi testi sonuglarinin

degerlendirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Oleuropeinin sitotoksisitesi ve doz ve zamana bagh etkisi “Cell Proliferation Assay
with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological Industries)” ile
yapiimigtir. Toz halinde bulunan oleuropein (Sigma) ¢esitli dozlarda %10 serumlu tam
besi ortaminda binde bir oraninda DMSO icinde ¢6zilmis ve konsantrasyonlari
ayarlanarak (25 uM ve 800 pM arasi) etkisi arastiriimistir. Secilen konsantrasyon
araligi literatur bilgileri dikkate alinarak belirlenmigtir. Test kit protokoliine gore

gerceklestirilmigtir.

SH-SY5Y noroblastom hicreleri 96  kuyucuklu hicre kualtarG  kaplarinda
1x10%kuyucuk miktarinda ekilmistir. Hicrelerin yiizeye yapismasi icin 24 saat
beklenmistir. 25 uyM, 40 yM, 50 pM, 75 uM, 100 uM, 150 pM, 175 uM, 200 uM, 250
uM, 300 pM, 350 pM, 400 puM, 500 pM, 700 puM ve 800 uM'lik calisma
konsantrasyonlari %10 serumlu tam besi ortami ile hazirlanmigtir. Kontrol kuyucuklari
digsinda oleuropein gruplarina 100 pl icindeki son konsantrasyonlari yukaridaki
dozlarda oleuropein ilave edilmigtir. Belirlenen konsantrasyonda oleuropein
uygulamasi sonrasinda hucre proliferasyonu “Cell Proliferation Assay with XTT
Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological Industries)” ile
saptanmistir. Ayni zamanda zamana bagiml etkinin arastirilmasi amaciyla test islemi
24, 48 ve 72. saatlerde c¢alisiimistir. Bu saatler sonunda her bir kuyucuga 100 uL
ortam koyulduktan sonra 50 pL aktive edilmis XTT solisyonu (49 yL XTT Reagent
Solusyonu ve 1 pL Aktivator Solusyonu) eklenmistir. Madde eklenmesinden 4 saat
sonra calisilan gruplarin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda ve 630 nm referans araliginda okunmustur. Hicre canliigi ylzdesi her bir
kuyucukta olgulen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine bolunmesi ve

yuz ile carpilmasi ile hesaplanarak 1Cs,orani belirlenmistir.

Olglilen optik dansite degeri:

Olgiilen optik dansite de geri

x100

o .. -
% Hiicre Can““gl Kontrol optik dansite deQeri
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3.4. TUNEL Testi ile Apoptoz Tayini

DNA kiriklarinin in situ olarak tanimlanmasi saglayan TUNEL testi hicrelerde
apoptozun saptanmasinda kullanilan bir metottur. DNA fragmantasyonu apoptozun
terminal evresini gosteren bir olaydir ve hicre i¢i endonukleazlarin aktivitesi ile
gerceklesir. ilerlemis DNA fragmantasyonu sonucunda DNA'da tek ve gift zincir
kiriklari meydana gelmekte ve bu zincir kiriklarinin in situ floresans veya kolorimetrik
olarak belirlenmesi, TUNEL ismi verilen histokimyasal analiz ile yapilabilmektedir.
TUNEL kisaltmasi, ingilizce orjinal ismi olan "Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling" gecen kelimelerden elde edilmektedir. DNA
kiriklarinin 3'-OH terminaline floresan isaretli nukleotidler "terminal deoxynucleotidyl
transferase" enzim kabiliyetinin eklenmesiyle floresan mikroskop altinda, bu DNA
kiriklari gorilebilecegi gibi ayni zamanda bu floresan isaretlere HRP bagh antikorlar
baglanarak da kolorimetrik olarak belirlenebilir (Sekil 3.4, Web_8).

o O
o 0O
®@ o ©
© o
Floresan isaretli sabit Anti-floresan-AP Substrat
hiicreler veya Anti-floresan
POD

Sekil 3.4 DNA kiriklarinin Tunel ile isaretlenmesi (Web_8)

Calismamizda Roche In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Cat. No. 11 684 817
910) kullanilmigtir. TUNEL testi igin hlcreler, 8 odacik igeren lamlara (BD Falcon
Culture Slides; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide)
ekilmistir. Her bir odaciga igine 4x10° hiicre olacak sekilde 4 kontrol ve 4 adet
oleuropein doz grubu hucreler eklenmis ve etkili bulunana doz ve zaman araliginda
(350uM ve 48 saat) hiicreler inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda besi yeri aspire
edilmis ve PBS ile yikama iglemi gergeklestiriimistir. Kit protokoliine gore;

e Odacik bagina 500 pl olacak sekilde fiksasyon solusyonu (%4 Paraformaldehit
iceren PBS, 7,4 pH) ile bir saat inklibasyon

e PBSile yikama

e 350 pl bloklama solisyonu (metanol icerisinde %3 H,0,) ile inkibasyon, 10 dakika

e PBSile yikama iglemi
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buz Ustinde iki dakika sure ile permeabilizasyon solisyonu (%0,1 Triton-X-100
olacak sekilde sodyum sitrat ¢ozeltisi) ile muamele

Tekrar PBS ile ylkama

Her bir odaciga 1,7 yl enzim (vial 1) ve 15,3l label solisyonu (vial 2) olacak
sekilde 17 pl kit solisyonu karisimi ile muamele, 1 saat inklibasyon

Tekrar PBS ile yilkama iglemleri sirasiyla gergeklestirilmistir.

Boyama inklUbasyonun bitimini takiben yikama isleminden sonra Uzerlerine 10pl
PBS icinde Hoechst 33332 (100 pg/ml) iceren %50 gliserol eklenmis ve camlar
lam Uzerine olacak sekilde lamel kapatildi.

Gorlntileme, floresan mikroskopta yapilmistir. Lameldeki c¢esitli alanlarda

apoptotik ve canli hiicrelerin sayimi yapilarak oranlama gerceklestirilmistir.

3.5. Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu

Gen dizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz

gruplarinda RNA izolasyonu Trizol Reagent ile gerceklestiriimistir.

3x10° hiicre olacak sekilde 6'lik well plakalara hiicre ekimi,

Kontrol grubu ve oleuropeinin XTT ile tespit edilen 1Cs, dozu ve zamani (350 uM,
48 saat) kadar madde uygulamasi ve inktibasyon,

Hucreler 6'lik kultir kaplarindan bir plaka basina 500 ul olacak sekilde Trizol ve
scraper kaziyici ile hiicreler tamamen kaldirilip, ependorf tiplere (1 ml'lik) transferi
(dondurulmus ise yaklasik 10 dk ¢bzulmesi igin inkibasyon),

Her bir ependorf tipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra tekrar
oda sicakliginda 15 dk inkubasyon,

Sogutmali santrifiij ile +4°C’ de 15.000 g'de 20 dk santrif(ij ve renksiz olan Ust
fazin toplanip, ayri ependorf tliplere alinmasi,

Toplanan Ust fazin tzerine 500 ul izopropanol eklenip, pipetlenmesi ve 10 dk oda
sicakhginda inkubasyon,

+4°C’de 15.000 g'de 30 dk santrif(j

Peletin lzerine %70’lik etanol konulmasi ve +4°C’de 12.000 g’de 10 dk santrifdj,
Supernatant atilip, pelet kisa bir siire hava ile kurutulmasi,

Pellet 40 pl RNase-DNase free su ile ¢dzlinmesi basamaklarini igerir.

izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safli§i Nanodrop cihazi (Termo) yardimi

ile gerceklestiriimistir. Nanodrop ile RNA &rneklerinin dl¢iimesi isleminde oncelikle

uygun konsantrasyonlarda (cihazin o6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000
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ng/ul'dir) sulandirilan RNA érnekleri, 1yl RNAse free su ile Nanodrop cihaz kaidesi
uzerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile kor alindiktan

sonra, 1yl olacak sekilde pipetlenip 230, 260,280 nm'de okunmustur.

3.6. cDNA Sentezi

izole 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)
kullanilarak Uretici firmanin protokoll dogrultusunda gercgeklestirilmistir. cDNA sentez
karisim prosedirt Tablo 3.2'de verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra cDNA sentezi
icin 50°C’ de 1 saat inklbe edilmis ve slire sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de
5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen cDNA'lar, RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

yapmak Uzere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.2 cDNA sentez karigimi

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2ug
Oligo(dT) Primer Tl 2,5 uM
dNTP karigimi (10 mM) 1ul 500 M
5X RT tamponu 4 ul 1X
DTT 1 ul 5mM
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul 20U
Easyscript plus RTase 1wl 200 unite
(200U/uL)
RNAaz icermeyen su Degisken -
Son hacim 20 pl -

3.7. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR)

Gergek zamanl PZR, gen ekspresyon Urununun kantitasyonu amaciyla kullanilan
hassas molekiler bir metottur. Bu ydntem sayesinde, RNA o&rnekleri kalitatif ve
kantitatif olarak kisa surede analiz edilebilmekte, ¢ok sayida drnek son derece dusuk

kontaminasyon riskiyle glvenle ¢alisilabilmektedir. Gergek zamanh PZR/RT-PZR’'da
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drinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel
elektroforezi, PZR Gruninin mor otesi 1sik altinda goruntilenmesi gibi islemlerin
uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Bu c¢alismada da 96 kuyucuklu mikroplaka

okuyabilen Gergek Zamanli PZR sistemi kullaniimigtir.

Oleuropein muamelesi sonrasinda ilgili hicre dizini kullanilarak, hucre
doéngusunde rol alan genlerin RNA dizeyindeki ekspresyonlari “Real Time Custom
Panel” kullanilarak belirlenmigtir. ilgili hiicre dizininden TRI-Reagent kullanilarak total
RNA izolasyonu yapilmis ve takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi tespit
edilmistir. Sonrasinda, total RNA’lardan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche Diagnostics) ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir. lgili panel hiicre
donglisinde ve apoptozda rol alan genleri icerecek sekilde custom olarak
belirlenmistir. Bu yontemle ayni anda ve kantitatif olarak Gergek-Zamanh PZR ile
analiz yapilabilmektedir. Ayrica, her panelde referans—housekeeping genler PZR
kontrol grubunda yer alarak hedef genlerdeki rélatif degisikligi analiz etme imkani
saglamaktadir. PZR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler
cihazinda, logaritmik artisa gectikleri dongu sayisina gore degerlendirilmistir. Bunun
icin 6nce konsantrasyonlari bilinen GAPDH ve diger housekeeping genlerin bir
standart amplifikasyon egrisi olugturulmustur. Cahlsilan érnekteki gecis noktasina goére
cDNA'nin rélatif miktari kantitasyon software tarafindan belirlenmisgtir. ilk olarak, hedef
miktari; hedef (T) gen kopyalarinin housekeeping (H) gen kopyalarina orani seklinde
dlglilmustir. ikinci basamakta, érnekteki hedefin housekeeping gen kopyalarina orani
(T/H), her reaksiyonda kosulan kontrol RNA’nin T/H oranina bdlinmesi ile elde
edilmistir. Sonuglar, érnekteki T/H oranini ifade etmektedir. Uygulanan PZR protokold;
asagida detaylandiriimis olan Denatlirasyon, Amplifikasyon ve Sogutma asamalarini

icermektedir. Gergek-Zamanh PZR kosullari Tablo 3.3'de verilmigtir.

Step One Plus Real-time PCR System, gercek zamanli bir PCR cihaz olup,
amplifikasyon drUnlerinin artigi es zamanl olarak takip edilebilmektedir. Oldukga hizli
Isitma ve sogutma kapasitesi sayesinde, tek bir grup i¢in ayni anda 96 gen
ekspresyonuna 30-45 PCR doéngusl, yaklasik olarak bir buguk saat iginde
yapilabilmektedir. Sistemde, SYBR Green metodu kullaniimistir. SYBR Green boyasi
c¢ift sarmal DNA’nin klguk girintisine baglanan ve oldukg¢a uzun sure dayanikliligini
kaybetmeyen bir boyadir (30 amplifikasyon doéngisu sonrasi aktivitesinin yalnizca
%6’sin1 kaybeder). Ancak bu galismada kullandigimiz modifiye edilmis SYBR Green
boyasi DNA’nin hem buyuk hem de kuguk girintisine baglamaktadir. Uyariima ve 1sik

sagma dalga boylari light cycler'in optik filtre setine uymaktadir. Amplifikasyon dncesi
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reaksiyon karisimi denatire edilmis DNA'y1, primerleri ve boyayi icerir. Baglanmamis
olan boya az miktarda florasan yayarak, daha sonraki bilgisayar analizlerinden
cikartilan, minimum arka fon florasan sinyalini olusturur. Primerlerin baglanmasi ile az
sayidaki boya molekulu ¢ift sarmal DNA'ya baglanir. DNA’ya baglanmasi, SYBR
Green molekdllerinin uyarilma sonucu 1sik sagmalarini etkili sekilde artmasina neden
olur. Uzama asamasi esnasinda ¢ift sarmal DNA olustuk¢a, daha fazla sayida boya
molekdilleri badlanir. Reaksiyon devamli denetlenerek, florasandaki artis es zamanli
olarak bilgisayar ekranindan izlenir. Diger dongunun isitma basamaginda DNA

denatlre edildiginde boya molekiilleri serbest kalir ve florasan sinyali dismektedir.

Gercek zamanl RT-PZR ile kontrol grubu ve 350 uM oleuropein uygulanmis doz
grubu arasindaki hlcre dongusunde rol alan genlerin ekspresyonlarinin nasil degistigi
custom olarak dizayn edilen plaka ile belirlenmistir (Qiagen Sciences, RT? Profiler™
PCR Array Human Cell Cycle, PAHS-020ZC;Tablo 10). Primerlerin gémuld oldugu
plakalar icin Real-Time PZR'da reaksiyon karisimi orani, her 96 kuyucuklu plaka icin
7504l Sybr Green Master Mix, 60 ul cDNA ve 680 ul de RNAse free su seklinde
hazirlanip her bir kuyucuga 15 pl olacak sekilde coklu mikropipet yardimiyla plakalara

yuklenmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.3 Gergek Zamanl PZR kosullari

Denatiirasyon

Dongii Programi Verileri Deger

Déngi 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1

Hedef Derece (°C) 95

inkiibasyon zamani (sn) 600

Sicaklk Transisyon Orani (°C/sn) 20.0

ikinci hedef derece (°C) 0

Basamak derecesi (°C) 0.0

Déngler 0

Kazang¢ modu -

Amplifikasyon

Dongii Programi Verileri Deger

Dongii 40

Analiz Modu Kantitasyon

Hedef Dereceleri Segment 1 Segment 2
Hedef Derece (°C) 95 60
inkiibasyon zamani (sn) 15 60
Sicaklik Transisyon 20.0 20.0
Orani (°C/san)

ikinci Hedef Derecesi 0 0
(°C)

Basamak derecesi (°C) 0.0 0.0
Déngiler 0 0
Kazan¢ modu - Tek
Soguma

Program Verileri Deger

Doéngii sayisi 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1

Hedef Derece (°C) 40

inkiibasyon Zamani 30

Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0

ikinci Hedef Derece (°C) 0

Basamak derecesi (°C) 0.0

Déngiler 0

Kazan¢ modu

Tablo 3.4 Gergek Zamanli PZR reaksiyon karigimi

Gergek Zamanli PZR Reaksiyon Karigimi (96 kuyucuklu plaka i¢in; bir reaksiyon)

Sybr Green Master Mix
CDNA
RNase Free Su
Son Hacim

750 pl
60 pl

680 pl

1490 pl
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Calisma ekspresyonlari analiz edilen genlerden hiicre doéngusu ile ilgili olanlar
plaka Tablo 3.7 de ve apoptozla iliskili genlerin oldugu panel (Qiagen Sciences, RT?
Profiler™ PCR Array Human apoptosis, PAHS-012ZC; Tablo 3.6 ve Tablo 3.8)' te
belirtilmistir.

Tablo 3.5 Calismada kullanilan hiicre déngusu genlerinin plate dizeni

01 02 03 04 05 06 o7 08 05 10 11 12
A ABL1 ANAPC2 ATM ATR AURKA AURKB BCCIP BCL2 BIRCS BRCA1 BRCA2 CASP3
B CCNAZ CCNEL CCNBZ CCNC CCNDL CCND2 CCND2 CCNEL CCNF CCNG1 CCNG2 CCNH
c CCNTL CDC16 CDCz0 CDCZ5A CDC2asC CDCz4 CDCe CDK1 CDKZ CDka CDKSR1 CDKSRAPL
D CDK& CDK7 CDKE CDKN1A | CDKNIB CDKNZA CDKN2B CDKNZ CHEK1 CHEK2 CK51B CK52
E CuL1 cuLz CuLz E2F1 E2F4 GADD4SA GTSEL HUS1 KENTC1 KPNAZ MAD2L1 MAD2L2
E MChM2 MCIMZ MCRA2 MCME MDM2 MEKIET MNATL MRE11A NBN RADL RAD17 RADS1
G RADSA RB1 RBEPE RBL1 RBL2 SERTAD1 SKP2 STMNL TFOPL TFO2 TPS2 WEE1
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPD HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

Tablo 3.6 Calismada kullanilan apoptoz genlerinin plate dizeni

01 02 03 04 05 06 o7 os 09 10 11 12
A ABL1 AlFM1 AKT1 APAF1 BAD BAG1 BAGZ BAK1 BAX BCL1O BCL2 BCI2A1
B BCI211 | BCI2110 | BCI2111 | BOL212 BRAF BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRCH BIRCe BNIP2

C BNIP3 BNIPZL BRAF CASP1 CASP10 CASP14 CASP2 CASP3 CASP4 CASPS CASPS CASPT

D | CASP8 CASP9 27 D40 401G 70 CFLAR CIDEA CIDEB CRADD | CYCS DAPK1

E DFFA DIABLO FADD FAS FASLG GADD45A | HRK IGF1IR 110 LTA LTBR MCL1

TNFRSF1 | TNFRSF | TNFRSF | TNFRSF1
F NAIP NFKB1 NOD1 NOL3 PYCARD RIPK2 TNF TNFRSF1B
0A 108 11B A

TNFRSF | TNFRSF2? | TNFRSF
G TNFRSF10 | TNFSF3 P33 TP538P2 | TP73 TRADD | TRAF2 TRARS XIAP
n 5 9

H | ACTB B2M GAPDH | HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
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Tablo 3.7 Hiicre Déngiisii Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanim

Al ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptoér Olmayan Tirozin
Kinaz

A2 ANAPC2 Anafaz Tesvik Edici Kompleks Altlinite 2

A3 ATM AtaxiaTelangiectasia Mutasyonu

A4 ATR AtaxiaTelangiectasia ve Rad 3 iligkili

A5 AURKA Aurora Kinase A

A6 AURKB Aurora Kinase B

A7 BCCIP BRCA2 ve CDKN1A Etkilesimli Protein

A8 BCL2 B-hicre KLL/lenfoma 2

A9 BIRC5 Boculoviral IAP Tekrarl 5

Al0 BRCAl Meme Kanseri 1,Erken Baslangigli

All BRCA2 Meme Kanseri 1,Erken Baslangigli

A12 CASP3 Kaspaz 3, Apoptoz iliskili 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

Cc2 CDC16 Hicre Bolinme Déngust 16 Homolog (S.
cerevisiae)

C3 CDC20 Hicre Bolinme Dénglisi 20 Homologu (S.
cerevisiae)

C4 CDC25A Hicre Bolinme Dongusu 25 Homologu A (S.
pombe)

C5 CDC25C Hicre Bolinme Dénglsi 25 Homologu C (S.
pombe)

C6 CDC34 Hucre Bolinme Déngusu 34 Homolodu (S.
cerevisiae)

Cc7 CDC6 Hicre Bolinme Dénglsi 6 Homologu (S.
cerevisiae)

C8 CDK1 Siklin Bagimli Kinaz1

C9 CDK2 Siklin Bagimh Kinaz2

C10 CDK4 Siklin Bagimli Kinaz4

C11 CDK5R1 Siklin Bagimli Kinaz 5, Dlzenleyici Altinite 1
(p35)

C12 CDK5RA CDKS5 Diizenleyici Altiinite ile iliskili Protein 1

P1
D1 CDK6 Siklin Bagimli Kinaz 6
D2 CDK7 Siklin Bagimli Kinaz 7

"Devami arkada"
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Tablo 3.7 Hiicre Déngiisii Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanim

D3 CDK8 Siklin Bagimli Kinaz 8

D4 CDKN1A Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 1A (p21, CIP1)

D5 CDKN1B Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 1B (p27, KIP1)

D6 CDKN2A Siklin Bagimli Kinaz inhibitorii 2A ( p16,
CDK4 inhibitora) .

D7 CDKN2B Siklin Bagimli Kinaz Inhibitéri 2B (p15, CDK4
inhibitoru)

D8 CDKN3 Siklin Bagimli Kinaz inhibitéri 3

D9 CHEK1 CHK1 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

D10 CHEK2 CHK2 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

D11 CKS1B CDC28 Protein Kinaz Diizenleyici Altiinite 18

D12 CKS2 CDC28 Protein Kinaz Duzenleyici Alttinite 2

El CuL1 Cullin 1

E2 CuL2 Cullin 2

E3 CUL3 Cullin 3

E4 E2F1 E2F Transkripsiyon Faktor 1

E5 E2F4 E2F Transkripsiyon Faktor 4, p107/p1 30-
Baglayici

E6 GADD45 BlylUme durdurma ve DNA-hasari-indikleyici,

A alfa

E7 GTSE1 G-2 ve S Fazi ifade 1

ES8 HUS1 HUS1 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

E9 KNTC1 Kinetokor lliskili 1

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

E11 MAD2L1 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikligi-1 (maya)

E12 MAD2L2 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikligi-2 (maya)

F1 MCM2 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 2

F2 MCM3 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 3

F3 MCM4 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 4

F4 MCM5 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 5

F5 MDM2 Mdm2 p53 Baglayici Protein Homologu (fare)

F6 MKI167 Monoklonal Antikor Ki-67 Tarafindan
Tanimlanan Antijen

F7 MNAT1 Trois Homologu Menage 1, Siklin H
Birlestirme Faktori (Xenopuslaevis)

F8 MRE11A MREIlIMayotikRekombinasyon 11 Homolog A
(S. cerevisiae)

F9 NBN Nibrin

F10 RAD1 RAD1 Homologu (S. pombe)

F11 RAD17 RAD17 Homologu (S. pombe)

F12 RAD51 RADS1 Homologu (S. cerevisice)

Gl RAD9A RAD9 Homolog A (S. pombe)

G2 RB 1 Retinoblastorna 1

G3 RBBP8 Retinoblastoma Baglayici Protein 8

"Devami arkada"



Tablo 3.7 Hiicre Déngiisii Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanim
G4 RBLI Retinoblastoma-Benzeri 1 (p107)
G5 RBL2 Retinoblastomo-Benzeri 2 (p130)
G6 SERTAD SERTA Domain igeren 1
1
G7 SKP2 S-Faz Kinaz-iligkili Protein 2 (p45)
G8 STMN1 Stathmin 1
G9 TFDP1 Transkripsiyon Faktor Dp-1
G10 TFDP2 Transkripsiyon Faktér Dp-2 (E2F
Dimerlestirme Ortagi 2)
Gl1 TP53 TUmor Protein p53
G12 WEE1 WEE1 Homologu (S. pombe)
H1 ACTB Aktin, Beta
H2 B2M Beta-2-Mikroglobulin
H3 GAPDH Gliseraldehit-3-FosfatDehidrogenaz
H4 HPRTI Hipoksantin Fosforiboziltransferazl
H5 RPLPO Ribosomal Protein, Buyik, PO
H6 HGDC insan 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: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanimlama

Al ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptdr Tirozin
Kinaz

A2 AlFM1 Apoptoz-indikleyici faktor,
mitokondriyal iligkili, 1

A3 AKT1 V-akt murin timus viral onkogene
homolog 1

A4 APAF1 Apoptotik preptidaz aktive edici faktor 1

A5 BAD -hticre 6lumu BCL2 agonist iligkili

A6 BAG1 BCL2-ilgkili athanogen

A7 BAG3 BCL2- iligkili- athanogene 3

A8 BAK1 BCL2-antagonist/killer 1

A9 BAX BCL2-iligkili X protein

A10 BCL10 B-cell CLL/lemfoma 10

All BCL2 B-cell CLL/lemfoma 2

Al12 BCL2A1 BCL2-baglantil protein Al

Bl BCL2L1 BCL2-benzeri 1

"Devami arkada"
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Tablo 3.8 Apoptoz Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanimlama

B2 BCL2L10 BCL2-like 10 (apoptoz kolaylastirici)

B3 BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptoz kolaylastirici)

B4 BCL2L2 BCL2-like 2

B5 BFAR Bifonksiyonel apoptoz dizenleyici

B6 BID BH3 etkilesim domain 6lim agonist

B7 B1K BCL2-iligki killer (apoptoz-indukleyici)

B8 BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2

B9 BIRC3 Baculoviral 1AP repeat containing 3

B10 BIRC5 Baculoviral 1AP repeat containing 5

B11 BIRC6 Baculovirol IAP repeat containing 6

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

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

Cc2 BNIP3L BCL2/adenovirus E18 19kDa
etkilesim protein 3-like

C3 BRAF V-raf murin sarkoma viral onkogen
homolog B1

Cc4 CASP1 Kaspaz 1, apoptoz-iliskili sistein
peptidaz (interleukin 1, beta,
convertaz)

C5 CASP10 Kaspaz 10, apoptoz-iliskili sistein
peptidaz

C6 CASP14 Kaspaz 14, apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

c7 CASP2 Kaspaz 2, - apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

C8 CASP3 Kaspaz 3, apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

(01°] CASP4 Kaspaz 4, apoptoz-iliskili sistein
peptidaz

Cc10 CASP5 Kaspaz 5, apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

Cl1 CASP6 Kaspaz 6, apoptoz-iliskili sistein
peptidaz

C12 CASP7 Kaspaz 7, apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

D1 CASP8 Kaspaz 8, apoptozs-iligkili sistein
peptidaz

Cc2 CASP9 Kaspaz 9, apoptoz-iligkili sistein
peptidaz

D3 CD27 CD27 molekil

D4 CD40 CD40 molekiil, TNF reseptor
superailesi Uyesi 5

D5 CD40LG CD40 ligand

D6 CD70 CD70 molekil

D7 CFLAR CASP8 and MOD-like apoptoz
dizenleyici

D8 CIDEA Hucre 6limu indlkleyici DFFA-like
effektér a

D9 CIDEB Hucre 6lumuU indUkleyici DFFA-like

"Devami arkada"
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Tablo 3.8 Apoptoz Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanimlama
effector b
D10 CRADD CASP2 ve RIPK1 domain iceren
6lim domainli adaptoér
D11 CYCs Sitokrom ¢, somatic
D12 DAPK1 Oliim iligkili protein kinaz 1
El DFFA DNA fragmantasyon faktor, 45kDa,
alfa polipeptid
E2 DIABLO Diablo, IAP-baglayici mitokondriyal
protein
E3 FADD Fas (INFRSF6)-iliskili 6lim domaini
E4 FAS Fas (INF reseptor superailesi, tiye 6)
E5 FASLG Fas ligand (TNF superailesi, liye 6)
E6 GADDA45A Biylmeyi durdurucu and DNA-
hasari-indikleyebilir, alfa
E7 HRK Harakiri, BCL2 iligkili protein (sadece
8H3 domain igerir)
ES8 IGF1IR insiilin-benzeri biylime faktor 1
reseptord
E9 IL10 Interl6kin 10
E10 LTA Lemfotoksin alfa (TNF superailesi,
aye 1)
Ell LTBR Lemfotoksin beta reseptor (TNFR
superailesi, lUyesi 3)
E12 MCL1 Myeloid 16semi hiicresi sekans 1
(BCL2-iligkili)
F11 NAIP NLR ailesi, apoptoz inhibitoér protein
F2 NFKB1 Nukleer faktor kappa B 1, polipeptit
gen enhansir B-hicre 1
F3 NOD1 Nukleotit-baglayici oligomerizasyon
domain 1 igeren
F4 NOL3 Nukleolar protein 3 (apoptoz represor
ile CARD domain)
F5 PYCARD PYD and CARD domain igeren
F6 RIPK2 Reseptor-etkilesi serine-thronin kinaz
2
F7 TNF TUmor nekroz faktor
F8 TNFRSF10 TUmor nekroz faktor reseptor
A superailesi Uyesi 10a
F9 TNFRSF10 TUmor nekroz faktor reseptor
B superailesi Gyesi 106
F10 TNFRSF11 TUmor nekroz faktor receptor
B superailesi Uyesi llb
F11 INFRSF1A Timoér nekroz factor receptor
superailesi Uyesi IA
F12 TNFRSF1B TUmor nekroz faktor reseptor
superailesi Uyesi 18
G1 TNFRSF21 Tumoér nekroz faktor reseptor
superailesi uyesi 21
G2 TNFRSF25 TUimoér nekroz faktor reseptor
superailesi Uyesi 25
G3 INFRSF9 TUimoér nekroz Faktér Reseptor

super ailesi Uyesi 9

"Devami arkada"



58

Tablo 3.8 Apoptoz Gen Listesi: RT? Profiler PCR Array

Pozisyon Sembol Tanimlama

G4 INFSF10 Tumor nekroz faktor (ligand)
superailesi , Uye,10

G5 TNFSF8 Tumoér nekroz faktor (ligand)
superailesi , Uyesi 8

G6 TP53 TUmoér protein p53

G7 TP53BP2 TUmor protein p53 baglayici protein,
2

G8 TP73 TUmor protein p73

G9 TRADD INFRSF1A-iliskili 81im domain

G10 TRAF2 TNF reseptor-iliskisi faktor 2

G111 TRAF3 TNF reseptor-iliskisi faktor 3

G12 XIAP X-baglantih apoptoz inhibitor

H1 ACTB Aktin, beta

H2 B2M Beta-2-mikroglobdilin

H3 GAPDH Gliseraldehid-3-fosfat - dehidrogenaz

H4 HPRT1 Hipoksantin fosfo ribozil transferaz 1

H5 RPLPO Ribozomal protein, buyuk, PO

H6 HGDC insan 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

3.8.Western Blotlama
Kontrol ve oleuropein doz grubu (350 pM)hicrelerden protein izolasyonunu
takiben B-aktin, Siklin D1 ve Bcl-2 ekspresyonunun protein duzeyinde degisimleri

arastinimigtir.

3.8.1. Total Protein izolasyonu ve Lowry Yéntemi ile Protein Tayini

Kontrol ve doz grubu hucreler total protein izolasyonu igin ripa solusyonu ile
toplanmistir. Ripa solisyonu 150 mM sodyum klorid, %21 Triton-X-100, %0,5 sodyum
deoksilat, %0,1 SDS, 50 mM Tris ve proteinaz inhibitdéri eklenerak pH:8 olacak
sekilde hazirlanmistir. Ripa ile toplanan hicrelerden protein tayini icin Lowry yontemi
kullanilmistir. Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi)
alkali kosullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdidi reaksiyona
dayanmaktadir. Bu yontemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon gergeklesmektedir.

Birinci reaksiyonda peptit baglari ile Cu* arasinda biiire reaksiyonu sonucu
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indirgenmis bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve
triptofan amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkKli
heteropolimolibden kompleksi meydana getirir. Olusan kompleks 600-800 nm
araliinda absorbsiyon piki verir. Lowry yontemi kullanilarak o6rneklerin protein

dizeyleri asagidaki gibi tespit edilmistir.

1) Ayirag A [%2'lik Na2C03 (%1 N NaOH'de ¢dziimUs)], AyiragB (%1 Na veya K-
tartarat), Ayirag C (%0.5 CuS04.5H,0), Ayira¢c D (1 N folin ayiraci) olmak Gzere 4
solusyon hazirlanmis ve sirasi ile ayira¢g A-B-C'den 48-1-1 oraninda karistirilarak yeni
bir ayira¢ hazirlanmistir.

2) Ayrica standart icin BSA kullaniimis ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3) Yeni hazirlanan ayiragtan 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 200 pL olacak
sekilde konulmustur.

4) Uzerine ilk kisma her standart icin 2 kuyucuk olacak sekilde hazirlanan
standartlardan, diger kuyucuklara 1/5 oraninda sulandiriimis numunelerden her
numune igin 2 kuyucuk olacak sekilde 50 pL koyulmus ve karanlhkta 10 dakika
inkibasyona birakiimigtir.

5) inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucugun UGzerine 20 uL folin ayiraci
koyularak 30 dk beklenmis ve ELISA okuyucu ile 630 dalga boyunda okunmustur.

6) Orneklerin protein diizeyi, asagidaki sekilde verilen Standart grafik egrisi

kullanilarak hesaplanmigtir (Sekil 3.5).

Lowry 3/27/00

vu(,027x+0.054
Rf=0.993

ABS 630

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

Oleuropeinin protein profilleri dikey elektroforez teknigi uygulanarak SDS-
Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile ayristirilip protein profilleri elde
edildi.Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) iyonik deterjan sodyum dodesil sitilfat
(SDS), varhginda kesintili bir tampon sisteminde %8.5 ayirma ve %4 sikistirma
jellerinde yapildi. Ayristirici ve sikigtirici jel solusyonlari Tablo 3.9'da belirtildigi gibi

verilen miktarlarin karigtirilmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Tablo 3.9 Ayristirici ve sikigtirici jel solisyonlarinin hazirlanmasi

Soliisyon Ayristirici jel Sikistirici jel
(1 jel igin) (%8.5) (%4)
Jel ¢ozeltisi 2,85ml 0,75ml
Distile su 4,5ml 2,5ml
Ayristirma 2,5ml -
Tamponu
Stacking buffer - 1,25ml
%10 SDS 0,15ml 0,1ml
APS 0,05ml 0,025ml
TEMED 0,0065ml 0,005ml
Toplam 10ml 5ml

Sandvig sistemi hazirlandiktan sonra ilk dnce ayristirici jel solusyonu hazirlanarak
hava kabarcidi kalmayacak sekilde camlarin arasindan doékultr. Havayla temasi kesip
kurumasini hizlandirmak igin giringa yardimiyla 2-propanol ile yizey kaplanir. 10-15
dakika slreyle jel oda sicakliginda polimerlesmeye birakilir. Daha sonra 2-propanol
dokilerek hazirlanan sikistirici jel solisyonu dékulir. Hava kabarcigi olusturmadan
tarak sisteme yerlestirilir. Polimerizasyon oda sicakliginda yaklasik 20 dakikada

gerceklesir.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilecek proteinlerden alinan bir
ornek 4X numune seyreltme tamponu ile 3:1 oraninda (3 kisim 6érnek ve 1 kisim
tampon) seyreltildi ve sicak su banyosunda 2 dakika sure ile kaynar suda kaynatildi.
Tarak digleri yirtmadan dikkatlice sikistirici jelden gikarildi. Kuyucuklar eger varsa
herhangi bir hava kabarcigini uzaklagtirmak icin ince igneye sahip bir giringa
kullanilarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Daha sonra blok alt ve Ust rezervuarlari

1X elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Uygun igneli bir
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Hamilton siringasi kullanilarak 25 pl (100 ug hicre lizatlar) protein 6rneklerinden

kuyucuklarin tabaninda ince bir katman olacak sekilde kuyucuklara yuklendi.

Elektroforetik ayrigtirmanin yapilacagi jel igin sikistirici jel Gzerinde 10 mA’lik sabit
akim yuratme iglemi yapildi. Yol gosterici boya ayristirici jele ulagtiginda akim 15
mA’e sikistirict jelden c¢iktiginda ise 20 mA’ e cikarildi. Yol gdsterici boya tabana
ulastigr zaman (ayrigtirici jelin baglangicindan yaklagik 6-7 cm) gic kaynagi kapatildi.

lyi bir ayristirma saglamak igin toplam 5-5,5 saat yuriitme yapildi.

Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistiriimis jel
sandvi¢ c¢ikarilarak kisa cam tabaka dikkatlice acildi. Jel yol gosterici boyanin oldugu
yerden, kenarlardan, sikistirici jel bitiminden kesildi ve Ustten sol kdsesi (1 numarali
kuyucuk) kuyucuklarin siralarini belirlemek icin isaretlendi. Ydruttlen jel Western blot
analizi i¢in elektroforezi takiben transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10
metanol) icerisinde 10 dakika sureyle sabit hizli bir calkalayicida inkibasyona

birakildi. Elektroforetik transfer Hoofer MiniVE-blot sistemiyle islak transfer yapildi.

MiniVE blotter'in katot (siyah) kismi alta gelecek sekilde acildi. 2 adet stinger
islatilarak yerlestirildi. Uzerine uygun blylkliikte kesilmis filtre kagidi islatilarak
konuldu. Uzerine jel buytkliginde Membran kesilerek yerlestirilir. Membran (izerine
jel baloncuk olmayacak sekilde konuldu. Uzerine tekrar filtre kagidi islatilarak konuldu.
Eger iki jel varsa araya tek sunger konularak ayni dizen tekrar devam edildi. Eger tek
jelse kalan sungerler islatilarak yerlegtirildi. Sistem glc¢ kaynagdina baglandi, 45 volt
350 mA 90dakika ayarlandi. islem sonunda membranin baslangic noktasina gentik
atildi. Jele gore fazla olan kisimlar kesildi. Membranin proteine (jele) temas eden
kismi Ustte olacak sekilde bloklama sollisyonuna (%5'lik kuru st tozu igeren TBST
¢cOzeltisi) alindi. 40-50 dk calkalandi. Jelin transfer olup olmadigina bakmak icgin jel
boyama sollsyonuna alindi. Beklemeden sonra boya uzaklastirildi. Ayni membran
%S5 kuru st icinde 1:5000 (B-aktin, Bcl-2, SiklinD1; Santa Cruz; Anti-mouse) oraninda
bulunan primer antikorla oda sicakliginda overnight (14-16 saat) ya da 2 saat inkiibe
edildi. Sure sonunda 3x5' TBST ile yikama yapildi. Membran 1:5000 oraninda
sulandirilan sekonder antikora (Santa Cruz, Anti-mouse) alindi. (1 saat) Sire
bitiminde tekrar 3x5' TBST ile yikama yapildi. Son olarak membran, antikor baglanan
proteinlerin tespiti icin substrat c¢ozeltisi alkalen fosfataz (ALP)(Tris-HCI, pH 8,80,
NaCl, MgCl,, ZnCl,, Dietanolamin, Nitroblue tetrazolyum, fenazin metasilifat ve
bromokloroindoilfosfat) ile inklibe edildi. Goruntl elde edildikten sonra membran

havada kurutuldu, aliminyum folyo ile kaplandi ve karanlkta saklandi.
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3.9. invazyon Kapasitesinin Belirlenmesi

ilgili hicrelerin invazyon kapasitesi “trans-well matrigel invasion chamber’-
invazyon kaplari (BD Biosciences, USA) kullanilarak 24-kuyucuklu kulttr plaklari
icerisinde arastirimistir. Bu invazyon odaciklarinin hiicrelere sagladiklari 6zel sartlar
sayesinde in vitro kosullar altinda hticrelerin invaziv 6zellikleri saptanabilmektedir. Bu
invazyon odaciklari 8 mikron ¢apli porlar iceren bir membran ile értulidir ve bu porlu
membran ayrica bir matrigel matrix ile kaplidir. Bu matrigel matrix bazal membrani n
vitro kosullarda olusturma imkani saglamaktadir. Bu membran sayesinde invaziv
Ozelligi olmayan hucrelerin membranin diger ylizeyine gegmesi engellenmektedir. Bu
membrandan diger ylze ancak invaziv hicreler gegebilmektedir. Dolayisi ile matrijel
membran, invaziv olan ve olmayan hacrelerin birbirinden ayirabilme imkani

sunmaktadir.

Kisaca, invazyon kuyucugunun alt-odacigina serum iceren Kkuiltir ortami
koyulmustur. Matrigel membranin (8 pym por aciklikli) st kismina ise, gece boyunca
serumsuz kultdr ortaminda, oleuropein (350 pM) uygulanan SH-SY5Y hicreleri
eklenmistir. SH-SY5Y hdcreleri, her invazyon odasinda 2,5x10° olacak sekilde serum
icermeyen 0.5 ml DMEM F12 igerisine konulmustur. invazyon odaciginin digina ise,
0.75 ml %10 FBS igeren DMEM F12 konularak, invazyon odaciginin disinin
kemoatraktan olmasi saglanmigtir. Hucreler 48 saat 37°C’de CO)li inkubatérde
inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon saatinin sonunda invaziv &zellikte olan hiicreler
invazyon odaciginin membraninin dis yuzeyine gegeceklerinden, invazyon odaciginin
icindeki besi yeri uzaklastiriimistir. Ayrica, i¢ yUzeyindeki hlcreler “cell scaper” ile
kazinarak uzaklastiriimistir. Gece boyunca inkibasyonu takiben, membranin Ust
kisminda kalan invaze olmamig hucreler kulak pamugu c¢ubugu ile silinerek
temizlenmistir. invaziv olan dis yiizeydeki hiicreler, énce 2 ml metanol ile fikse
edilmis, ardindan da 1 ml kristal viyole ile boyanarak 1sik mikroskobunda sayilarak

degerlendirilmistir. % invazyon hesaplamak igin asagidaki formul kullaniimistir.

% Invazvon= matrijel matriks bazal membrandaki hucre sayisi X100
o invazyon= Kontrol membrandaki hucre sayisi
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3.10. Koloni Olugsum Testi

Oleuropein maruziyeti sonrasinda SH-SY5Y néroblastom hicrelerinde koloni
olusumunun nasil etkilendigini belirlemek igin, 6 kuyucuklu kaplara kontrol ve doz
gruplari icin 10° hiicre ekimi yapilmis ve 14 giin boyunca hiicrelerin 2 giinde bir
ortamlari degistirmek suretiyle 37°C’de, %5 CO.li ortamda bekletilmigtir. On dort
gundn sonunda hicreler soguk metanolle -20°C'de 10 dakika fikse olmalari
saglanmigtir. Fikse olmus koloniler kristal viole boyasi ile 15 dakika boyanmigtir.
Boyanmis olan koloniler kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sayilmis ve

degerlendirilmigtir.

3.11. Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapildi. Web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis® programinda bulunan,
Volcano Plot analizleri kullanildi. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun +3SD
kargilastirlmasi  esasina dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun
kargilastiriimasi yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon
degerleri rélatif olarak belirlendi. Gruplarin kargilastiriimasi “RT? Profiler™ PCR Array
Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. XTT Sonuglar

Oleuropeinin SH-SY5Y ndéroblastom hucrelerinde, hicre canliigi 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 kullanilarak
(Biological Industries) belirlenmistir. Kit icerigindeki reaktif madde olan tetrazolium
tozunun canli hicrelerde turuncu renkli formazan bilegenlerine indirgenmesi
prensibine gore ¢alisan XTT metodunda, zamana ve doza bagiml olarak oleuropeinin
hicre canlihdina etkisi saptanmigtir. Sekilde renk degisimi belirgin bicimde fark
edilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Kit igerigindeki reaktif madde olan tetrazolium tozunun canh hucrelerde
turuncu renkli formazan bilesenlerine indirgenmesi

96 kuyucuklu hiicre kilttr kaplarindaki hiicrelerin oleuropreinin 25 uM ile 800 yM
arasinda 15 farkli doz konsantrasyonunda 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinligi
arastinlmistir. Deney sonucunda olusan renk reaksiyonuna goére kontrol ve doz
gruplarinin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630
nm referans araliginda okunmustur. Calisma sonucuna gére oleuropeinin ICsy dozu
48. saate 350 pM dozu olarak saptanmistir. 24 saatlik hicre canhliyi testi

sonuglarinda, hucre proliferasyonunun %5Q'lerin altina dismemesi sebebiyle,
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48.saatteki doz orani ICsq olarak kabul edilmistir. Oleurpeinin degisen doz araliklari ve

zamana gore etkisi sekil 4.2'de gorulmektedir.

a) 24. Saat Hiiere Canlihif b) 48. Saat Hilcre Canlilifn
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Sekil 4.2 Oleuropein'in ¢esitli konsantrasyonlarda zamana goére hucre canhhiina
etkisi a)24. saat b) 48.saat (* 1Cso dozu) c) 72.saat sutun grafigi gosterimi d) Cizgi
grafigi ile gosterimi

4.2. RNA izolasyonu

Trizol Reagent yardimi ile kontrol grubu ve doz grubu SH-SY5Y hicrelerinden
RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen total RNA'lara konsantrasyon ve saflik
ile ilgili olarak Nanodrop sonugclari Tablo 4.1'deki gibidir.

Tablo 4.1 izole edilen RNA'lara ait konsantrasyon ve saflik degerleri

Grup Konsantrasyon 260/ 280 260/230
(ng/pL) oD oD
Kontrol SH-SY5Y 2083 1,94 1,96
350uM OLE Doz 1564 1,93 1,95

Grubu SH-SY5Y
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Orneklerin, konsantrasyonlari cDNA sentezinde gerekli hesaplamalari yapmakta
kullanilir. Nanodrop cihazi RNA konsantrasyonlari otomatik olarak hesaplayip
vermektedir. Hesaplama isemini 260nm Abs x 40 formilasyonuna goére
hesaplamaktadir. izole edilen RNA'larin safliklari spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm ile yapilan élgimlerin karsilastiriimasindan hesaplanir. 260/280 orani, 6rneklerin
safig1 ile ilgili tahmini bir karsilastirma olanagi sunar. Dogru 6Ornek Kkalitesini
degerlendirmek icin, 260/280 oranlari genel spektral kalite ile birlikte analiz edilir. Saf
nukleik asitler genellikle DNA igin 260/280 orani ~ 1.8, RNA i¢in ise ~ 2'dir. Bu oran
her iki durumda da kayda deger oranda distkse ya da dnemli dlgctde farkli ise saflik
orani, proteini, fenol ya da diger kirleticilerin varhgini veya 280 nm yakinindaki
kuvvetle absorbe varligini ve kontaminasyonu goésterir. 260/230 saflik orani 1.8-2.2
araliginda bir 'saf' nukleik asit degerleri ile safligin ikinci bir olcusudir. 260/230
degerleri de kayda deger dOl¢lide dusukse bu ikinci kez aritiimis Kirletici maddelerin
varhigini gosterebilir ve anlamli derecede dusuk oranlar kullanilan izolasyon tekniginin
daha fazla optimize edilmesini gerektirmektedir (Web_9). Elde ettigimiz sonuglar
Tablo 15'te de gorildugu gibi yeterli miktarda RNA izole ettigimizi ve saflik derecesinin
1,94 sinirlarinda olmasi nedeniyle herhangi bir kontaminasyon olmadigini ve RNA'nin

kalitesini gosterir.

4.3. Ger¢ek-Zamanh PZR (Real-Time PCR)

Konsantrasyonlari 260/280 nm o&lguimuU ile belirlenen RNA’lardan 2ug olacak
sekilde hesaplanarak segilen genlerin cDNA sentezinden sonra, mMRNA
seviyelerindeki ekspresyon duzeyleri farkhliklari Gergcek Zamanli PZR yontemi ile
belirlenmigtir. Oleuropeinin (350 pM) uygulanmasi ile SH-SY5Y noéroblastom
hlcrelerinde kontrol grubuna goére hicre dongusu ve apoptozla iligkili genlerin
ifadelerinin nasil degistigi ve istatisitiksel olarak anlamlilik degerleri arastirilmigtir. Bu
amagcla oncelikli olarak panalde yer alan hucre donglisu ve apoptozla ilskili genlere
uygun goémulu primerler icin cihazda yapisma sicakliklari ve doéngl sayisi
optimizasyonlari yapilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen ct degerli dikkate

alinrak kontrol ve doz gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim hesaplanmistir.

Prosedurt materyal metotta (3.7.) belirtildigi sekilde gerceklestirdigimiz deneyler
sonucunda elde ettigimiz bulgular asagida belirtilen prensibe gére gerceklesmistir.
Calismamiz sonucunda hticre dongusti ile iligkili genlerden istatisitksel olarak anlamli
degisim gorulen genler ve degisim durumlari Tablo 4.2'de, apoptoz ile iligkili olanlar

Tablo 4.3'de gdsterilmistir. Calisma sonucuna gére, custom dizayn edilmis 84 hiicre
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dongusu, 84 apoptoz geninden istatistiksel olarak anlamh fark bulunan 10 hicre

dongusu geni Tablo 4.2'de, 10 apoptoz genide Tablo 4.3'de verilmigtir.

Tablo 4.2 Gergek Zamanl PZR sonuglarina gore kontrol ve doz gruplarinda anlamli
dizeyde degdisim tespit edilen hiicre déngusu ile iligkili genler

Gen adi Degisim p-degeri

(<0,05)
CCND1 -4,3241 0,02554
CCND2 -3,199 0,00855
CCND3 -5,7825 0,049663
CDK4 -6,3196 0,01147
CDK®6 -4,9987 0,0229
CDKN2A 10,8638 0,00632
CDKN2B 9,577 0,01259
CDKN1A 13,3956 0,00632
GADD45A 20,7336 0,001259
WEEL1 -13,3701 0,0086

Tablo 4.3 Gergek Zamanl PZR sonuglarina gore kontrol ve doz gruplarinda anlamli
diuzeyde degisim tespit edilen apoptoz ile iligkili genler

Gen adi Degisim p-degeri

(<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

istatistiksel olarak anlamli bulunan hiicre dongiisii ve apoptoz iligkili genlerin
kontrol ve doz gruplarindaki ekspresyon duzeylerindeki kat degisimleri Sekil, 4.3, 4.4,
4.5 ve 4.6 verilmistir. istatistiksel olarak anlaml bulunmayan (p>0,05) hiicre déngusi
ve apoptoz iligkili genlerin, kontrol ve doz gruplari arasindaki ekspresyon degisimleri

EK-1'de sunulmustur.
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K]
,, I
Kontrol CCND1L (Slklm CCND2 (Slklm CCND3 (Slklln
D1) D2) D3)

* Kontrol grubundan farkh (p<0,05). Kontrol grubu 1 baz alinmigtir.

Sekil 4.3 Hicre dongulsu ile iligkili genlerin Gergek Zamanlh PZR Sonuglarina gore
ekspresyon degisimi, sirasiyla; CCND1, p=0,02; CCND2, p=0,008; CCND3, p=0,04;
CDK4, p=0,01; CDK®6, p=0,02 (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilistir)

Kontrol  CDKN2A(p16) CDKN2B(p15) CDKN1A(p21)  WEE1L GADD54

* Kontrol grubundan farkl (p<0,05). Kontrol grubu 1 baz alinmigtir.

Sekil 4.4 Hicre dongusu ile iligkili genlerin Gergcek Zamanl PZR Sonuglarina gére
ekspresyon degisimi, sirasiyla; CDKN2A, p=0,06; CDKN2B, p=0,01; CDKN1A,
p=0,06; WEE1, p=0,008; GADDA45, p=0,01 (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilistir)
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Kontrol TP53 BCL-2 BAX BID BAD

* Kontrol grubundan farkh (p<0,05). Kontrol grubu 1 baz alinmighr.

Sekil 4.5 Apoptoz ile iligkili Gergcek Zamanlh PZR Sonuglarina gore ekspresyon
degisimi, sirasiyla; 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 anlamli kabul edilistir)

Kat Deglsiml

*
&, x x x -
2
x
1 -
0 T T T T T T
Kontrol CASP1 CASP S8 CASP9 CASP3  SITOKROM  DFFA
C (cYcs)

* Kontrol grubundan farkh (p<0,05). Kontrol grubu 1 baz alinmigtir.

Sekil 4.6 Apoptoz ile iliskili Gergek Zamanli PZR Sonuclarina gére ekspresyon
degisimi, sirasiyla; 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 anlamli
kabul ediligtir)
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4.4. TUNEL Testi ile Apoptoz Sonuglari

Calismamizda Roche In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Cat. No. 11 684 817
910) kullanilmistir. TUNEL testi icin hlcreler 8 odacik igeren lamlara (BD Falcon
Culture Sledes; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide)
ekilmistir. Her bir chamber igine 4x10? hiicre olacak sekilde 4 adet kontrol odacidi ve 4
adet de oleuropein doz grubu hucreler eklenmis ve etkili bulunan doz ve zaman
araliginda (350 uM ve 48 saat) hlcreler inkibe edilmistir. Boyama islemi Hoechst
boyasi ile yapiimis ve floresans mikroskobu ile gdéruntlileme islemi, apoptotik

hdcrelerin sayimi 40X blytutmede gergeklestirilmistir.

Floresan mikroskobi, floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, propidium iyodid
gibi)  kullanilmasiyla yapilan bir  yontemdir. Floresan boylar DNA'ya
baglanabildiklerinden hicrenin kromatini dolayisiyla nikleusu gorindr hale getirebilir
bdylelikle hicre koltiri calismalarinda kullaniimasi ile 6l ve canh hucrelerin
boyanmasi saglanir. Hoechst boyasi, 6lu ve canli hlcrelerin tUmUnu boyar ama 6lu
hicrelerin apoptoz veya nekroz ile 6lip 6lmediklerinin ayrimi niikleus morfolojisine ve
membran butinligune bakilarak yapilir. Apoptoz icin sinyal alindiktan sonra hicrede
bircok biyokimyasal ve morfolojik degisimler gozlenir. Bu degisiklikler;

e Hucre kiicilmeye ve kondanse olmaya baglamasi
e Hucre iskeleti dagiimasi

e Cekirdek zari yer yer eriyip ve DNA'sI parcalara ayriimasidir.

Apoptotik hucreler, normal hucrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membranla
cevrili kiigUk parcalara ayrilirlar. Hicre sitoplazmasi, sikica paketlenmis organeller ve
bazilarinda cekirdek pargalari da mevcut olan apoptotik cisimcikler meydana gelir
(Gules O ve Eren U 2008). Bu 6zellikler dikkate alinarak mikroskop altinda kontrol ve
doz guplarinda preperatta herbiri igin 5 farkli alan sayilmis, canli hiicreler apoptotik

hicrelere oranlanarak ylizde apoptoz bulunmustur.

Kontrol grubu SH-SY5Y hicreleri ve 48 saat 350 uM oleuropein doz grubu
hucreler floresan mikroskopta 40X buyutme ile farkli alanlar sayilmistir. Kontrol grubu
hicrelerde ortalama apoptotik hiicre orani % 8+1,02 iken, doz grubu hicrelerde her
bir odacik igin ortalama yuzdelik apoptotik hiicre oranlari %32,5 ile %40 arasinda

degismekle birlikte batin doz grubuna ait ortalama apoptotik hicre ylzdesi
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%36,4+3,27 olarak belirlenmigtir (Sekil 4.7). Kontrol ve doz gruplarina ait 6rnek

preperat gortntileri Sekil 4.8 ve 4.9'da gdsterilmigtir.

45 36,4

% Apoptoz

Kontrol Doz (350uM OLE)

Sekil 4.7 Kontrol ve doz gruplarinda sayilan alanlardaki ortalama apoptotik hicre
yuzdeleri

a) b)

Sekil 4.8 Kontrol grubuna ait hicrelerin TUNEL Testi ile Hoechst boyamasi sonrasi
40x (a) ve 20x (b) floresan mikroskop goérintileri
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Sekil 4.9 Doz (350uM OLE) grubuna ait hiicrelerin TUNEL Testi ile Hoechst boyamasi
sonrasi floresan mikroskop goéruntuleri (Apoptotik hicreler ok ile gdsterilmistir)

4.5. Western Blot Sonuglari

Western blot yontemi ile kontrol ve doz gruplari arasinda, butge kisitlamasindan
dolay! apoptoz ve hlcre déngusu ile ilgili olarak Bcl-2 ve SiklinD1 ekspresyonlarinin
protein dizeyinde degisimleri arastiriimistir. House-keeping protein olarak B-aktin
kullaniimistir. Sonuglara gore, oleuropein muamele edilen doz grubunda hem siklinD1
hem de Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore azaldigi
gosterilmis ve Gergek Zamanli PZR sonuglarina gore elde edilen mRNA dizeyindeki

azalma Western Blot teknigi ile protein diizeyinde de teyit edilmigtir (Sekil 4.10).
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Doz
(350 UM OLE)

Kontrol

Bcl-2

Siklin D1

B-aktin

Sekil 4.10 Kontrol ve doz grubu hicrelerde Bcl-2 ve SiklinD1 proteinlerinin degisimi

4.6. Matrigel- invazyon Testi Sonuglar

Oleuropein'in SH-SY5Y hdcrelerinde invazyon Uzerine etkisinin arastiriimasi igin
matrigel-invazyon testi gergeklestiriimistir. ilgili hiicreler invazyon kapasitesi “trans-
well matrigel invasion chamber”- invazyon kaplari (BD Biosciences, USA) kullanilarak
24-kuyucuklu kalttr plaklari igerisinde arastirilmistir. Kontrol grubu hicreler ve 350 yM
oleuropein uygulanan doz grubu hicreler, matrigel invazyon odaciklarina serum
icermeyen besiyeri icerisinde 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde yerlestirimis ve
invazyon odaciginin disina ise %10 serum (FBS) igeren besiyeri konulmustur. Bu
deney dizeneginde hicreler 37°C’de CO,'li inklibatérde 48 saat inkiibe edilmislerdir.
Bu durumda invaziv karakterli hiicreler seruma kemoatrak yaparak 8 pym gapli porlar
ile ortllG matrigel matriks ortamindan geg¢miglerdir. Yilzde invazyonu saptayabilmek
icin hucre migrasyonunuda saptamak gerekmektedir. Bu amagla BD Bioscience
firmasindan temin edilen kontrol odaciklari kullaniimistir. Ayni ortam kosullarinda
2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde kontrol odaciklarina ekilmislerdir. Matrigel matrikste
bulunan dolayisiyla invaziv hiicreler metanol ile fikse edildikten sonra kristal viyole ile
boyanarak mikroskop altinda 40X buyutmede sayiimiglardir. Calisma sonucunda elde
edilen sayim sonuglari ile % invazyon degisimini hesaplamak i¢in asagidaki formul
kullaniimistir.

matrijel matriks bazal membrandaki hlicre sayisi

Kontrol membrandaki hiicre sayisi X100

% Invazyon=

Kontrol membranindaki dlzenekte, sayim islemleri sonucunda kontrol

hicrelerinden ortalama 2645+12,72 hicrenin, 350 uM oleuropein uygulanan doz
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grubu hicrelerden de ortalama olarak 410%4,24 hicrenin invaze olup kontrol
odaciginin diger tarafina gegctigi tespit edilmistir. Matrigel matriks bazal membrandaki
dizenekte ise kontrol grubu hlcrelerden ortalama 1975+8,48 hdcrenin, 350uM
oleuropein uygulanan doz grubu hicrelerden de ortalama olarak 170+2,82 hicrenin
invaze olup kontrol odaciginin diger tarafina gectigi tespit edilmistir. invazyon ve
migrasyon sonuglarinda elde edilen verilerle yukaridaki formil uygulanarak %
invazyon hesaplamasi kontrol ve doz gruplari igin hesaplanmistir. Formil sonuglarina
gore kontrol hucrelerinin invazyon kapasiteleri %74,66+2,7 iken oleuropein uygulanan
doz grubunda invazyon yuzdesi %41,46+2,04 olarak bulunmustur. Matrigel-invazyon
deneyi sonucunda, oleuropein uygulanmis doz grubu SH-SY5Y hdcrelerinin invazyon
durumlarinin kontrol grubuna goére belirgin bir sekilde azaldigi goérulmektedir (Sekil
4.11 ve 4.12).

90 74,66
80
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41,46

% invazyon

Kontrol Doz (350 pM OLE)

Sekil 4.11 Kontrol ve doz grubu hicrelerde % invazyon kapasiteleri

Kontrol Doz (350 uM OLE)

Sekil 4.12 Kontrol ve doz grubu invaze olan hiicrelerin mikroskop gortntisa (10X)
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4.7. Koloni Olugum Sonuglari

Oleuropeinin SH-SY5Y hucrelerinde koloni olusumu Uzerine etkisinin belilenmesi
amaciyla, kontrol ve doz gruplar (350 puM) icin 10° hiicre ekimi yapilmis ve 14 giin
boyunca hiicrelerin 2 glinde bir ortamlarini degistirmek suretiyle 37°C’de, %5 CO,li
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siresinin sonunda soduk metanolle fikse
edilen hucreler kristal viole ile boyanmiglandir (Sekil 4.13). Oleuropeinin koloni
formasyonuna etkisini anlamak amaciyla 0,1 cm'den buylk koloniler sayilmistir.
Kontrol grubu hicrelerde koloni ortalamasi 41+2 iken, oleuropein (350 uM)
uygulanmis doz grubu hicrelerde koloni sayisi 191 bulunmustur. Sekil 4.13'de
g6zlendigi gibi koloni formasyonunun doz grubunda kontrole goére azaldigi belirgin
bicimde dikkati cekmektedir. Sonug¢ olarak, oleuropein maruziyeti ile SH-SY5Y
hicrlerinde koloni saysisi %53,614,71 oraninda baskilandigi sekil 4.14'de grafik

olarak gorulmekmektedir.

Kontrol Doz (350 pM OLE)

Sekil 4.13 SH-SY5Y hicreleri kontrol ve doz grubu koloni gériintlisi

50
45
40 -
35 4
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25 -
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15 ~
10 -

H
=

Koloni sayisi

Kontrol Doz (350 uM OLE)

Sekil 4.14 Kontrol ve doz gruplarindaki ortalama koloni sayilari
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5.TARTISMA

Kanser, organizmada hlcrelerin c¢esitli sebeplerden dolayl kontroli kaybedip
anormal sekilde ¢ogalmalari ile karakterize olan kompleks bir hastaliktir. Bu
kontrolsiiz ¢ogalmaya bagli olarak timoér olusumu gerceklesmektedir. Tumdrler
normal vicut isleyisini, bulundugu dokuya bagl olarak durdurmakta ve bazen élimle
sonuclanabilecek durumlara yol agmaktadir. Noral krest hicrelerinden kdken alan,
biyolojik ve klinik olarak da farkh dzellikler gosteren ndroblastoma ¢ocukluk ¢aginin en
sik rastalanilan timorleri arasinda yer almakta ve ¢ogu zamanda 6lumcil sonuglara
yol acmaktadir. Bu baglamda kanser tedavilerini daha etkin ve sonug¢ alici hale
getirmek icin yapilan ¢ok sayida calisma olmasina ve her gegen giin yeni tedavi
yontemleri gelistirimesine ragmen, kansere bagli 6lumler hala ilk siralarda
gelmektedir. Ayrica mevcut tedavi yontemlerinde, yan etkiler, belirli bir stire sonra
tedavinin etkisiz hale gelmesi ya da tedaviye direnc gibi sebeplerden dolayi alternatif
tedavi yontemlerinin gelistiriimesi veya yeni biyolojik, kimyasal, farmakolojik, genetik,
hedefe yonelik veya daha farkh ajanlarin gelistiriimesi ¢alismalarinin daha hizli sekilde

surdurdalmesini gerektirmektedir.

GUnumuzde kanser tedavi yontemlerinin yani sira dinyada ve Glkemizde pek ¢ok
kanser hastasi konvansiyonel tedavilerle birlikte alternatif tedavileri de siklikla
kullanmaktadir. Alternatif ve tamamlayici tedavilerinde kullanilan dogal Grunler ile
kanser hlcrelerinin biylimesi, metastaz yapmasinin engellenmesi, hiicre élimunun
indiklenmesi gibi mekanizmalarla bu hastaligin  tedavisinin  saglanmasi
amaglanmaktadir (Baskin ve Olgun 2007). Son zamanlarda yapilan c¢alismalar
kapsaminda Akdeniz diyeti beslenme tarzi kanser, diyabet, kardiyovaskiler hastaliklar
ve diger cesitli metabolik hastaliklarin 6nlenmesinde basarili oldugu sonucuna
ulasilmistir. Akdeniz diyetinin koruyucu etkisi meyve ve sebze agisindan cesitli ve
zengin bir iceriJe sahip olmasindan ileri gelmektedir. Akdeniz diyetinin énemli
besinlerinden birisi de zeytindir. Ginimuzde pek ¢ok arastirmada zeytin, zeytinyagi
ve zeytin yapragi gibi UrUnler basta olmak Uzere bilim insanlarini bu besinlerin
potansiyel saglik etkileri konusunda ¢alismalar ylurtutmektedir (Blyukbalci ve EI 2008).
Zeytin urunlerinin insan saghgi Uzerindeki olumlu etkileri yapilarinda bulunan gok

yonllu biyoaktif bilesenlere dayandirilir. Bu bilesenler polifenoller, tokoferoller,
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fosfolipitler, karetonoidler, steroller olarak gruplandiriir (Visioli vd 2002). Ozellikle
zeytinin kansere olan etkisinin arastirimaya basladigi son yillarda, polifenoller
icersinde yer alan oleuropein buyuk ilgi gérmektedir. Arastirmalar bu bilesenin anti-
hipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, hipokolesterolemik, hipoglisemik, antiviral,
anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, antioksidan ve anti-kanserojen etkilere sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Tablo 4'te bu aktiviteleri ve etki mekanizmalari toplu
olarak belirtilmistir. Oleuropeinin ve diger bilesenlerden hidroksitrizolin kan beyin
bariyerini gecebilme 6zelligi bulunmaktadir (Dangelo vd 2001; Wu vd 2009,
Mohagheghi vd 2011, Luccarini 2014). Mohagheghi ve arkadaslari bununla ilgili olarak
oleuropein ve zeytin icerigindeki diger bilesenlerin nérodejeneratif hastaliklarda da
etkili olabilecegini dustundurmus ve yapilan gesitli calismalarda da oleuropeinin beyin
ve merkezi sinir sitemi ile ilskili Alzeimer, Parkinson veya inme gibi saglik sorunlarinda
etkili oldugu noéronlarda oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Beyin dokusunun
mikroskobik incelemelerinde hasarli beyin dokusunda ve &len beyin hicreleri
oraninda oleuropeinin  %55'lere varan azalmalara sebep oldugu belirtiimistir
(Mohagheghi vd 2011). Zeytin yapragi ekstrakti ve oleuropeinin noérodejeneratif
hastaliklarda (Alzheimer, Parkinson) da oksidatif stres Uzerinden etki gosterdigi
gosterilmistir. Hayat boyunca suren oksidatif etki zaman iginde katlanmakta ve ortaya
ctkan yangi ve diger degisimler sinir hlcrelerinde bir takim anormal proteinlerin
birikmesine ve bu birikmeye bagl olarak noéronlarin normal caligmasini bozarak
Olumlere neden olabilmektedir. Zeytin yapragi ekstraktinin Alzheimer ve benzeri
hastaliklarda norofibriller karmasayi proteinler Uzerinden etkileyerek azalttig
gosterilmistir (Bazoti vd 2006, Daccache vd 2011, Rigacci vd 2011). Her nekadar
yapilan sinirli ¢alismalar bulunsa da oleuropeinin beyindeki farmakokinetik detayi ve
etki mekanizmalari henlz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Bu kapsamda ¢ok
cesitli ve detayli ¢alismalara ihtiyag vardir (Dangelo vd 2001). Néroblastom (izerine
yapilmis oleuropeinle iligkili herhangi bir calisma literatlirde bulunmamaktadir. Yapilan

bu calisma ile ilk veriler elde edilmistir.

Bu calisma ile oleuropeinin SH-SY5Y noéroblastoma hicre hattinda hicresel
duzeyde etkilerini in vitro olarak hucre kiltira ortaminda potansiyel terapotik etkinligi,
anti-kanserojen etkisi ve bundan sonraki detayli ¢alismalarda kullanilip
kullanilamayacagini ve etki mekanizmasinin ortaya c¢ikariimasi amaglanmis bu
kapsamda da hucre canhhiina etkisi igin XTT testi, mMRNA duzeyinde hucre dongusu
ve apoptoz ile iligkili genlerin ifadelerindeki degisimi belirlemek icin Real-Time PCR
yontemi, protein dizeyinde degisimi anlamak icin Western Blot, ayrica apoptozu

desteklemek icin TUNEL Testi, hucre invazyonuna etkisini arastirmak icin matrigel
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invazyon testi ve koloni olusuma etkiside koloni formasyon testi ile gdsterilmistir.
Oleuropein %98 saflikta olcak sekilde ticari olarak satin alinmis ve ¢alismalarda direkt
olarak oleuropeinin SH-SY5Y hicreleri Gzerine etkileri belirlenmeye ¢alisiimigtir.
Oleuropeinin ile noroblastom Uzerinde etkisi ile ilgili caligmaya rastlanmadigindan
bulgularimizin kiyaslanabilecegi literatur bilgisi bulunmamaktadir. Fakat diger kanser

hicre hatlar Uzerine oleuropeinin etki mekanizmlari ayrica degerlendirilmistir.

Calisma sonugclarimiza gore oleuropeinin doza ve zamana gore sitotoksik etkisi
cesitli konsantrasyonlarda hazirlanarak 24, 48 ve 72. saatlerdeki hlcre canlligina
olan etkisi belirlenmis ve sonug olarak hicrelerin %50 sinin 8limine yol agan miktari
ICso (LDsg) dozu 48. saate 350 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). 24. saatteki etkisine
bakildiginda hicre canliiginin ylzde ellilerin altina dismemesi dolayisiyla 48.
saatteki 1Csy doz konsantrasyonu alinmistir. Bundan sonraki diger arastirmalarda
kontrol grubu ve ICsq dozunun oldugu grup arasindaki degisimler arastirilmigtir. Trizol
ile RNA izolasyonun ve takibinde cDNA sentezlenmesinin ardindan hiicre déngusu ve
apoptozla iligkili genlerin kontrol ve doz gruplari arasindaki mRNA diizeyinde ifade
degisimleri arastinimistir. PCR sonuglarina gére hicre doéngusu ile ilgili panelden
istatistiksel olarak anlamli dizeyde ifadeleri degisen genler CCND1 (SiklinD1),
CCND2 (SiklinD2), CCND3 (SiklinD3), CDK4 (Siklin bagimh kinaz 4), CDK6 (Siklin
bagiml kinaz 6), CDKN2a, CDKN2B, CDKN1A, GADD45 dir. Apoptozla iliskili olup
anlaml degisim gésteren genler ise Bcl-2, DFFA, Bad, Bax, Bid, Kaspaz-1, Kaspaz-8,
Kaspaz 9, Kaspaz-3, TP53'tlir. Tablo 2.5 te cesitli arastirmalarin karsilagtirmali
sonuclarinin degerlendirildigi verileri de dikkate aldigimizda diger kanser tirlerinde de
benzer bazi genlerin ifadelerinde ki degisimlerin bizim bulgularimizla benzerlik
icermektedir. Bu durum oleuropeinin benzer genlerin ifadeleri tUzerinden etki ettigini

dislindirmektedir.

Hicre c¢ogalmasi ve hicre doéngusinin ilerlemesinin kontrolinde roli olan
genlerin ekspresyonlari ile baglantilidir. Okaryotik hiicre dénglst M (mitoz), G1, S, ve
G2 fazlarindan olugmakta ve bu sureclerde hicre uyarimi ile buyume meydana
gelmekte ya da hicre GO fazinda durmaktadir. Hiicre dénglsi G1-S gecisinde, G2-M
gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalari bulundurmaktadir. Hucre
déngusi siklin bagimli kinazlar (cdk, katalitik alt birim) ve siklin (cyc, dizenleyici alt
birim) tarafindan kontrol edilmektedir. Hicre homeostazis, hlicre ¢ogalmasi,
buyumenin durdurulmasi ve apoptoz ile surdurlimektedir. Hicre dongusundeki

dizenlenme ve kontrol basamaklarindaki etkilesimler ¢cok sayida ve komplekstir. Bu
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durumlarda meydana gelebilecek hatalar hicre bdlinmesinin  kontrolindn

bozulmasina ve kanser gelisime sebep olabilir.

Hicre dongusunde gorev alan ve CDK'larin alt birimini olugturan siklinler, hicre
dongusunun belirli evrelerinde sentez edilirler ve daha sonra yikima ugrarlar. CDK'lar
hicre dbéngusunin bir sonraki evresine gecgebilmesi icin gerekli olan kritik hedef
proteinleri fosforile ederek bu dongunun devamini saglarlar. Siklinler CDK'lardan farkli
olarak, hucre dongusunun belirli evrelerinde sentez edilirler. Fonksiyonlari CDK'lari
aktive etmektir. SiklinD; hucre dongusinde duzeyi ilk artan siklindir. G1'in ortasinda
ortaya ¢ikar ve S evresinde yok olur. D1, D2, D3 ubiquitin-proteozom yolagi Uzerinden
yikilir. D tipi siklinler CDK4 ve CDKG6'y1 reglile ederler. SiklinD, hiicre déngusitnin G1
evresinde CDK4'e baglanir ve onu aktive ederek SiklinD-CDK4 kompleksini
sekillendirir. Bu kompleksin hlicre dongusitnde kritik bir roli bulunur, retinoblastoma
proteini (RB) fosforiller. RB'nin fosforilasyonu, hlicre donglsu icin molekiler bir
anahtar gibi islev goérir. Siklin ve CDK'larin normal goérevleri; hiicre déngusinin
kontroliUdlir ve bu molekullerin aktivitelerinin  yanlis ddzenlenmeleri hucre
proliferasyonu artisi ve kanserle iligkilidir. SiklinD birgok kanserde meme, 6zafagus,
bas ve boyun, karaciger, lenfoma gibi yliksek oranda ifade edilir. Ekspresyon dizeyi

hastaligin seyri ve sagkalim ile korelasyon gdsterir.

SiklinD1(CCND1), kromozom 11q13 bdlgesinde, siklinD2 (CCND2), kromozom
12p13 bolgesinde lokalize olup siklin badimli kinazlarin dizenlenmesinde gdrev
alirlar. Cogunlukla CDK4 ve CDKG ile iligkili olup hicre dongusinun G1 fazinda ve
G1-S gecisinde rol almaktadirlar. CDK4, serin / theronin kinaz ailesi Uyesi bir
proteindir ve hicre déngusinde G1 fazi ilerlemesinde kritik rol almaktadir. D tipi
siklinler ve pl16 (INK4) ile kontrol edilmekte ve bu genlerde meydana gelen
degisiklikler karsinogenezde etkili olabilmektedir. CDK6, kromozom 13912 bélgesinde
lokalize bulunan bir siklin bagiml kinaz ailesi Uyesidir. Hicre dongusunde G1 fazi
ilerlemesinde ve G1-S gegisinde kritik roller Ustlenmektedir. ilk olarak G1 faz
ortasinda ortaya ¢ikmakta ve D tipi siklinler ile INK4 ailesi tarafindan kontrol altinda
tutulmaktadir. Siklikla bir timor baskilayici gen olan Rb proteininin regulasyonunda rol
alir (Web_10).

Yapilan cgesitli calismalarda ndéroblastoma hicre hatlarinda ve noroblastoma
hastalarinda CDK4/CDK6 kinaz aktivitesinde ©Onemli dizeyde artis oldugu
gosterilmistir. SiklinD1 ve CDK 4 gen amplifikasyonunun yani sira homozigot
CDKN2A delesyonu da rapor edilmistir (Easton vd 1998, Krasnoselsky vd 2005,
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Mosse vd 2007, Molenaar vd 2012, Rader vd 2013). Ayrica Molenaar ve arkadaslari
(2008) SiklinD1, CDK4, CDKG6 gen ifadelerinin néroblastom vakalarinda overeksprese
oldugunu gostermekle birlikte diger timorlerle karsilasgtirildiginda da néroblastomda
bu genlerin ekspresyon dizeylerinin  daha yiksek oldugu belirtmiglerdir.
Noéroblastomda siklinD1, CDK4 ve CDK6'daki genomik aberasyonlarin saptanmasi bu
pediatrik tiumoérde hicre doéngusunin G1 asamasina giris kontrol noktasinda bir
bozukluk oldugunu gdsterir (Molenaar vd 2008). Rader ve arkadaslari (2013) CDK4,
CDK®6 ve SiklinD1 protein ekspresyonlarinin yiuksek oldugunu BE2C, IMR5, 1643,
SY5Y, NGP, KELLY, LAN5, NLF, N869, NBSD, NBLS, SKNF1, EBC1, SKNAS, NB16,
RFE1 néroblastom hicre hatlarinda Western Blot ydntemi ile gdstermisler ve
SiklinD/CDK4/CDK6/RB  yolaginin  néroblastomada hiperaktif oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica bazi diger pediatrik timor hatlarindan, DAQOY (medulloblastom),
H441 (akciger adenokarsinom), T98G (glioblastom), PANC1 (pankreatik karsinom) ile
de karsllastiriimalari yapilmig ve noéroblastoma hilcre hatlarinda ekspresyonlarinin
daha vyuksek dizeyde oldugu gosteriimistir (Rader vd 2013). SiklinD1
noroblastomlarda ekspresyon gosterirken ganglionéromlarda bu ekspresyon dusuk
bulunmustur. G1 dlzenleyici genlerde artmis ekspresyon olmasi andiferansiye
fenotiple iliskili saptanmistir (Lu ve Lane 1993, Zhang vd 2004). Ayni calismada dusuk
ve yuksek risk néroblastom hasta gruplarinda da SiklinD1, CDK4, CDK6 ve RB
ekspresyonlari protein dizeyinde Western blot ydntemi ile karsilastiriimis ve yiksek
risk gruplarinda duslk risk gruplarina gére bu yolaktaki genlerin tamaminin daha
yuksek dizeyde ifade edildigi gosterilmistir. Arastirmalarda, ylksek risk néroblastom
olgularinda duslk risk néroblastom olgularina goére, SiklinD1 ekspresyonunun % 19.5,
CDK®6 ekspresyonunun %15.7 ve CDK4 ekspresyonunun %5.1 oraninda daha yuksek
dizeyde oldugu gosterilimistir. Sonu¢ olarak bu veriler 1siginda kullanilacak
kemotodrapatiklerin veya yeni ajanlarin bu yolaga da etki gostermesi gerektigini
belirtmiglerdir (Rader vd 2013).

Bizim elde ettigimiz sonuglara gére, doz grubu hucrelerinde (350uM OLE) kontrol
grubuna goére, SiklinD1 (CCND1) gen ekspresyonu 4,32 kat azalmis (p=0,025), CDK4
ekspresyonu 6,3 kat azalmis (p=0,011) ve CDKG6 ekspresyonu da 4,99 (p=0,022) kat
istatistiksel olarak da anlamli dizeyde azalmistir. Calisma sonuglarimiza gére doz
grubunda kontrol grubuna goére, SiklinD2 (CCND2) gen ekspresyonunun 3,19 kat
(p=0,008), SiklinD3 (CCND3) gen ekspresyonunda 5,7 kat (p=0,04) azaldigi
bulunmustur. Ayrica western blot yontemi ile kontrol ve doz gruplar arasindaki
SiklinD1'in protein dizeyindeki degisimi de gdsterilmistir. Doz grubunda SiklinD1'in

protein duzeyindeki ekspresyonun azaldigi da gOsterilmistir. Oleuropein maruziyeti
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sonrasinda SH-SY5Y hducrelerinin Siklinler, CDK4 ve CDK®6'nin baskilanmasi ile hiicre
donglUsun G1 arreste indlklenmis olabilecegini ve bdylece hiicre proliferasyonunun

azalmasina neden oldugunu dusunmekteyiz.

Kromozom 6p21.2 bdlgesinde lokalize olan p21, siklin bagimli kinaz olup hicre
siklusunun ilerlemesini dnleyen timor stpresorlerdendir (Web_10). Normalde p53 ve
p21 proteinleri hiicre déngusinin G1 kontrol noktasinda gérev almaktadir. p21 hiicre
doéngusunud CDK'lar ile etkilesime girerek kontrol edilmesinden sorumludur (Lin vd
1996). Calismamiz sonucuna gore, p21 gen ekspresyonu doz grubu hicrelerde
yaklasik olarak 13 kat artis (p=0,006) goéstermistir. Bu durum p21'in CDK4/CDK6

inhibisyonunda modulator gorev almis olabilecegini gostermektedir.

CDKN2A (p16)'nin noéroblastomun da icinde bulundugu cesitli timorlerde
mutasyona ve delesyona ug@radigi bilinmektedir. CDKN2B geni de CDKN2A genine
komsu ve kromozom 9p'de lokalizedir (Kamb vd 1994, Rader vd 2013, Web_10).
CDKN2A (INK4A/pl16) geni, yetiskin kanserlerinin ¢ojunda mutasyona ya da
delesyona ugrar. P16 hucre kontrolinde kritik bir rol oynar. Primer NB'lardaki bazi
calismalar, P16 inaktivasyonuna ait veya CDKN2B (KIP1/p15) ve CDKN2C
(INK4C/p18) genleri ile ilgili kanit bulunamamistir (Maris ve Matthay 1999).
Calismamizda CDNK2A (p16) geninde kontrol grubuna gére oleuropein uygulanan
doz grubunda 10.8 kathk (p=0,006) bir artis, CDKN2B (p15)'te, 9.5 katlk bir artis
(p=0,001) tespit edilmistir. Oleuropein maruziyeti sonrasi CDK inhibitérlerindeki bu
artis CDK'larin baskilanmasini saglamis ve hicre déngisunin durdurulmasina katki

saglamigs olabileceqgi fikrini desteklemektedir.

Hicre donglsu ile apoptoz entegrasyonunu saglayan anahtar faktor olan timaor
baskilayici gen Urdnu bir protein olan p53'dur. p53, kromozom 17p13.1'e lokalizedir
(Web_10). Normalde esas fonksiyonu, DNA bir sekilde (radyasyon veya ilag etkisi
gibi) hasar aldigi zaman, hicre doéngusunin dolayisiyla hlcre proliferasyonunun
durdurulup hdcrelerin hasari tamir etmesi igin ona zaman kazandirmaktadir. p53
bilindigi gibi kanser hastalarinin mutasyonunda en sik gorulen proteindir ve
kanserlerin %50-55'inde mutanttir. p53 normal olarak bir CKI'G olan p21'in sentezini
arttirarak proliferasyonu bloke eder. p53 tarafindan hicre dongusu inhibitérlerinin
(CDKN1A, GADDA45 gibi) transkripsiyonel asiri duzenlenmeleri hiicreyi G2-M arrestine
gotirar (Web_11). Oleuropein maruziyeti sonucunda p53 ekspresyonu doz grubunda
kontrol grubuna goére 2 kathk (p=0,006) bir artis goriimesine karsilik (Sekil 16,17)
CDKN1A ekspresyonunun 13 kat arttigi gortimistir. Bu durumda CDKN1A
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ekspresyonu p53 artisindan daha fazla dizeyde olmasi baska mekanizmalarla da
CDK inhibitori olan p21 (CDKN1A)'in aktive olmusg olabilecegini digundurmektedir.
Bdylece bu kompleks pRB'yi fosforile edemeyeceginden E2F ailesi de pRB'den
ayrilamayacag! icin siklus ilerletici islevini yerine getiremez ve hiicre déngisu durur.
NB' da, p53 proteininin sitoplazmik lokalizasyon aberasyonu godzlenmis ve G1-S
kontrol noktasini bozdugu bulunmusgtur. Bununla birlikte, NB hucrelerinin DNA hasari
nikleusta wild-type p53’Gn normal translokasyonuna ve p21 uyariimasina neden
olmaktadir (Maris ve Matthay 1999).

Oleuropein maruziyeti ile p53 ve p21 ekspresyonlarindaki degisim, hucre
dongusunin durmasina bu sekilde katki yapmis olabilir. Sonug olarak, p53 hem G1-S
hem de G2-M arrestine aracilik yapmis ve bu durum da genomik butlnligan
korunmasindaki kritik rolt ile de uyumlu goérinmektedir. Hicre siklusunun durmasi
hlcreye zaman kazandirir ve hicre hasarlanmis DNA'sini tamir eder. Ama hasar
tamir edilemeyecek kadar blylkse bu kez p53 hlicreyi apoptoza gétirir. Oleuropein
maruziyeti sonrasi ayrica doz grubunda, DNA tamirinde goérevli GADD45 geninin
ekspresyon dizeyi de yaklasik 20 katlik bir artis (P=0,012) tespit edilmistir. GADD45
hicre siklusunun G2-M kontrol noktasinda 6énemli roli olan nikleer proteindir. p15,
p21 ve p27 nin baskilanarak hicre buyumesinin dizenlenmesinde gorevlidir
(Vermeulen vd 2003). GADDA45 ifadesindeki bu 6nemi artis ile muhtemel basarisiz
veya yetersiz tamirden dolayl yine de hicre 6lim yolagi aktive olmustur. p53'ln
apoptozu indiklemesi Bax ekspresyonunu arttirmasi ve bdylece Bcl-2/Bax oranini

degistirmesi yoluyla gergeklestirir.

Apoptoz temel olarak hiicre disindan tetiklenen, pozitif TNF (TNFa varligi) ya da
negatif (blylme faktérl yoklugu) digsal yol veya hicre igcinde DNA hasari, ER stresi
ya da mitokondriden tetiklenen i¢sel yol olmak (zere cesitli yollarla baslatilir.
Mitokondri araciligiyla dizenlenen hicre igi yol aslinda hicre digi ve hiicre igi
etkenlerin ortaklastigi bir mekanizma olusturur. Hicre i¢ci ya da hicre diginda
baslayan apoptotik slre¢ kaspazlar adini verilen proteolitik enzimler tarafindan
gerceklestirilir. Apoptoz dis yolaktan, dlum reseptdrleri adi verilen birbiriyle yapisal
akraba olan birgok reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi 6érnekleri TNFa ve
Fas reseptorleridir. Bu reseptorler hicre zarinda bulunan bir gesit integral membran
protein yapisindadirlar. Hucre zarinda bulunan kendileri igin 0zgln reseptorlere
baglanan ligandlar prokaspaz-8'i iki farkli buyuklikte pargcaya boéler. Kaspaz-8,
kromozom 2g33-g34 bdlgesinde lokalizedir. Baslatici kaspaz denen aktif kaspaz-8,

inaktif durumda proenzim olan kaspaz-3, kaspaz-6, ve kaspaz-7'nin bir zincir
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biciminde aktiflesmesine yol acar. Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi Uyelerinden proapoptotik
bir protein olan bid'i kirar ve aktiflesmesini saglar. Bid kromozom 22q11.1 de lokalize
olup aktiflesmesi mitokondriden sitokrom c¢ salinimi ile kaspazlarin aktiflesmesi

saglanir.

Bad, bir ¢ok normal hiicrede bulunmaktadir ve kompleks olusturma mekanizmasi
fosforilasyon defosforilizasyon mekanizmasi ile dizenlenmektedir. Fosforile iken diger
anti-apoptotik Uyelerle kompleks olusturamadidindan onlari etkisizlestiremez.
Defosforile oldugu zaman sitokrom ¢ salinimini ve kaspazlarin aktiflesmesini
saglamaktadir (Web_11). Néroblastomlarda apoptoz mekanizmasinda olusan hasarla
ilgili bilgiler mevcuttur. Kaspaz-8' in néroblastomalarda timor stipressor geni oldugu
bulunmustur. Noroblastomalarda gerceklesen apoptozun mitokondride olusan ig¢sel

yol ile olustuguna dair bulgular vardir (Kenicli vd 2002, Johnsen vd 2009).

Calismamiz sonucuna go6re oleuropein uygulanan doz grubu SH-SY5Y
hicrelerinde kaspaz-8 aktivitesinde 2 kat (p=0,019), BID ekspresyonunda 2 kat
(p=0,03) ve BAD ekspresyonunda 6.6 kat (p=0,003) artis tespit edilmisdir. Fakat bu
artigslara ragmen TNF ve TRAIL gibi hicre ylzey 06lim reseptorlerinin
ekspresyonlarinin degisiminde istatisitksel olarak anlamh fark bulunmamigtir. Bu
durum bize apoptozun dis yolaktan daha ziyade i¢ yolak araciligiyla induklendigini
distindurmektedir. CUnkl oleuropein uygulanan doz grubunda, Bax geninin
ekspresyon dizeyinin yaklasik 20 kat arttigi (p=0,006), Bcl-2 geninde de 3,4 kat azalis
(p=0,0005) oldugu bdylece Bax/Bcl-2 oraninin dnemli dlizeyde degistigi bulunmustur.
Doz grubunda Bcl-2'nin protein duzeyindeki ekspresyonunun azaldigi da western blot

yéntemi ile gdsterilmigtir.

Bcl-2 ve BCLX gibi anti-apoptotik genler, erken ndral ontojenide yiksek dizeyde
eksprese edilir. Bcl-2 geni kromozom 18g21.3'de lokalizedir. Bcl-2, cogu néroblastom
hiicre hatlarinda ve primer timorde asiri ifade edilir. Bcl-2 proteini, ganglionéromlarda
nadiren rastlanir. TUmor regresyonu apoptoz inhibitor yokluguna bagli olabilir. Ayrica
Bcl-2 proteinin ylksek duzeyleri tumorin ilaca direncinde énemli rol oynar (Maris ve
Matthay 1999). Farelerde yapilan Bcl-2 gen ¢alismalarinda dalak, lenf duguma, kemik
iligi, timus ve beyin normal dokularinda bcl-2 gen ekspresyonu oldugu ortaya
konmustur (Negrini vd 1987). Reed ve arkadaslari néroblastom ve néronal dzellikler
gosteren PNB iligkili timor hucrelerinde degisik derecelerde blc-2 protoonkogen
ekspresyonu izlemisler ve Bcl-2'nin asiri ekspresyonunun apoptozu engelleyerek

hicresel yagsam surecini arttirdidi ve bu sekilde hicre o6lumu ile iligkili oldugunu
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goOstermislerdir (Reed vd 1991). Ayrica ¢ok sayida hicre 6limi mekanizmal
kemotoérapotikler ile etkilestigi bulunmustur. Sonug¢ olarak ylksek Bcl-2 seviyesi,
noroblastom hucrelerinde tedaviye kot yanit ile iligkilidir. Dolayisiyla hasta yasam
suresini kisaltmaya yol acmasi beklenmektedir. Castle ve ark (1993) noroblastom
tanili hastalar Uzerinde yaptiklari ¢alismada bcl-2 geni ile kdétl histoloji ve evre
arasinda gugclu iligki bulmuslardir (Castle vd 1993). Bax kromozom 19q13.3'de
lokalize olan ve ilgili baglanma bolgeleri vasitasiyla p53'un dogrudan transkripsiyon
kontroli altindadir. Apoptotik uyaranlar Bax'in sitozolden mitokondriye yer
degistirmesini tetikler ve bu da sitokrom c¢ salinimini gergeklestirir. Sitokrom c'nin
mitokondriden salinimi apaf-1 ve kaspaz-9 igeren, kaspaz 9Q'un aktive oldugu
komplesklerin (apoptozom) olusumuna neden olur. Daha sonra kaspaz-9 proteolitik
kesim ile asagi yondeki kaspaz-3 gibi dijer kaspazlari keser ve aktive eder ve
nihayetinde hiicre 6limi gergeklesir. Kaspaz-9 kromozom 1p36.21, kaspaz-3 de
kromozom 4q34'te lokalizedir. Oleuropein maruziyeti ile doz grubu hicrelerde sirasyla
hem kaspaz-9 ve hem de kaspaz-3 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml
(p=0,022 kaspaz-9 ve p=0,008 kaspaz-3) 2 kat artis gerceklesmistir. Bu durumda
oleuropein i¢ mitokondiyal yolakta bax/bcl-2 oraninin degismesi, sitokrom ¢ salinimi
ile kaspaz-9 ve kaspaz-3'lUn aktivasyonu ile apotozu indikledigini disundirmektedir.

Sekil 5.1'de oleuropeinin SH-SY5Y hicrelerindeki etki mekanizmasi 6zetlenmistir.

Apoptozun baglamasindan sorumlu olan enzim grubu kaspazlardir ve substratlari
hicrede bulunan ¢ok sayidaki proteinlerdir. Kaspazlarin aktivasyonu sonucunda
hicrede; hucrenin kugulmesi, kromotin kondansasyonu, DNA fragmantasyonu ve
sonunda hcrelerin klicik parcalara ayrilmasi bu hicrelerin komsu hicreler tarafindan
sindiriimesi olaylari meydana gelir. Apoptozun terminal basamagi olan DNA
fragmantasyonu iki temel olayla karsimiza c¢ikar. DNA ilk olarak pargalara ayrilir ve
ardindan oligoniikleozomal parcaya cevrilir. Iki biyik apoptotoik niikleaz
bulunmaktadir. ilki DNA fargmantasyonu faktérii (DFF)/kaspaz-aktive DNaz (KAD),
digeri ise endonikleaz G (Endo G)'dir. DNA'nin nukleazlarca kesilmesi, kromotin
kondensasyonunu tetikler ve beraberinde DNA fargmantasyonu gorulur. Apoptozun
terminal evresinde karsimiza ¢ikan bu olayda, calismamiz sonuglarina gére DFFA
geninin ekspresyonu doz grubunda 2 katlk (p=0,04) bir artis tespit edilmistir. Kaspaz-
3 igin substrat gorevi goren DFFA, kromozom 1p36.3-p36.2 bolgesinde lokalizedir.
Oleuropein uygulanan doz grubunda ekspresyonundaki bu artigla, oleuropeinin DFFA
ekspresyonunu arttirarak apoptozun erken safhasinda meydana gelen DNA

fragmantasyonuna neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.1 Oleuropeinin SH-SY5Y hucrelerindeki etki mekanizmasi
(Asagi ok: down regulasyon; Yukari ok: upregulasyon)

Ayrica bu calisma kapsaminda apoptoz ile iligkili verilerin teyit edilmesi TUNEL
testi ile yapilmigitr. Elde edilen verilere gore kontrol ve doz gruplari arasinda apoptotik
hicre yuzdesi karsilastiriimigtir. Boyama islemi Hoechst boyasi ile yapilmis ve
apoptotik hucrelerin sayimi floresans mikroskobu 40X buyutmede gerceklestiriimistir.
Sayillan alanlarda kontrol grubu hicrelerde apoptotik hicre orani %8+1,02
bulunmustur. Oleuropein muamele edilen grupta yuzde apoptotik hiicre orani
%36,4+3,27 olarak tespit edilmisti. Bu durum bize oleuropeinin gen duzeyinde

gosterilen apoptotik etkisinin bagka bir metot yardimiyla morfolojik olarak da
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gOsterilmesini  saglamistir. Sonucglar bize oleuropeinin  SH-SY5Y néroblastom
hicrelerinde apoptoz mekanizmasini indikledigini gostermektedir. NoOroblastom
Uzerine yapilmis oleuropein ¢alismalari olmadigi igin karsilastirma yapilamamis olup

verilerimiz guncel bilgidir.

Calisma sonuglarina gére, ayrica oleuropein muamelesi sonrasinda SH-SY5Y
hicre hattinda doz grubunda kontrole gore kaspaz-1 ekspresyonunun 4,2 kat arttigi
(p=0,01) tespit edilmistir. 11923 bdlgesinde lokalize olan Kaspaz-1'in proinflamatuar
sitokinleri aktiflestirerek savunma sisteminde gdrev aldigi bilinmektedir (Sperandio vd
2000). Literatirde oleuropein ve kaspaz-1 Uzerine etkisi ile iligkili bir galismaya
rastlanmamakla birlikte, kaspaz-1'in diger anti-inflamatuar iligkili genlerin degisimleri
de arastirilarak, oleuropein ve inflamasyon iliskisi hakkinda daha detayli yorum

yaplilabilir.

Yapilan invazyon testi sonuglarina goére kontrol grubu ve oleuropeinin uygulandigi
doz grubu hucrelerinde invazyon kapasitesine etki durumu karsilastiriimistir. Kontrol
grubu hucrelerinde ortalama invazyon yuzdesi %74,66+2,7 olarak tespit edilmisken,
oleuropein uygulanan doz grubu hicrelerde bu oranin %41,46+2,04 ya distigu ve
invazyonun %33,2+2,33 oraninda baskilandigi gosterilmis ama etki mekanizmasi ile
ilgili bir calisma bu tez kapsaminda yapimamistir. Oleuropein ile yapilan bazi
calismalarda, matriks metallo proteinazlarin aktivitelerinin modulasyonu ile invazyona
olan etkisi arasinda iligkiler bulunmustur. Hassan ve arkadaslari (2012) MDA-MB-231
meme kanseri hicrelerinde oleuropeinin MMP2 ve MMP9 (zerinden metaztazi ve
invazyonu baskiladigini géstermisleridir (Hassan vd 2012). Ayrica monositik |6semi
hicre hatti THP-1 ile yapilan baska bir ¢alismada oleuropeinin MMP-9 modulasyonu
ile invazyona etki gosterdigi rapor edilmistir (Agli vd 2010). Bu ¢alismalar sonucunda
da gdsterildigi gibi, oleuropeinin SH-SY5Y hicrelerinde, hicre invazyonu Uzerinde
etkisi, matriks metalloproteinazlarin ekspresyonlarindaki degisikliklerin hedeflenmesi

ile gergeklestirilmis olabilecegi fikrini ortaya gikarmaktadir.

Bu calisma kapsaminda oleuropeinin koloni formasyonu uzerine etkisi de
arastirlmis ve sonuglara gére kontrol grubunda koloni olusumu ortalama 4112, doz
gruplarinda ortalama 1941 olarak tespit edilmisir. Bu sonuglara goére oleuropein koloni
olusumunu %53,6+4,71 oraninda azaltmigtir. Dolayisiyla kanser hucrelerinin
uremelerinin inhibe edilmesi boylece oleuropeinin SH-SY5Y hucrelerinde invazyona

ve koloni olusumuna etkisi ortaya koyulmus ve etkili bir ajan oldugu gosterilmistir.
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Literatlr verilerine gore oleuropeinin anti-kanserojen etkisi ile yapilan ¢alismalarin
en yogdun oldugu kanser tirleri arasinda meme kanseri yer almaktadir. Meme kanseri
ile ilgili yapilan calismalarda oleuropeinin anti-poliferatif, anti-metastatik ve apoptotik
etkinligi in vitro ve in vivo g¢alismalarla ortaya koyulmustur. 2005 yilinda yapilan bir
arastirmada oleuropeinin insan ve hayvan deneylerinde anti-timoéral ve anti-
anjiyojenik etkileri oldugu gosterilmigtir. Bu caligmada MCF-7 meme kanseri hlcre
hatti, T-47D meme duktal karsinom hticre hatti, LN 18 glioblastom hicre hatti, RPMI
7951 Melanoma hicre hatlari Uzerinde in vitro dizeyde oleuropeinin hicre
proliferasyonunu azalttigi, hiicre invazyonunu baskiladigi gosterilerek potansiyel anti-
tumor ajanlardan biri olabilecegdi belirtilmistir. (Hamdi ve Costallen 2005). Menendez
ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklar calismada, HER2 overeksprese meme kanseri
hlcrelerinde oleuropein aglikan muamelesi ile apoptozun indukledigi gostermislerdir
(Menendez vd 2007). MCF-7 hucreleri Uzerine oleuropein ve hidroksitrizoliin anti-
proliferatif etkinlikleri arastiriimis ve MCF-7 meme kanseri hlicrelerinin proliferasyonun
azaltildig1 gosterilmistir. Ayrica hidroksitrizol ve oleuropeinin apoptozu indukledigi ve
hicre dongusunu, G1-S gegisi sirasinda durdurdugunu goéstermislerdir (Han vd 2009).
Benzer bir calisma ayni hiicre hattinda tekrar, Sirianni ve arkadaslari (2010)
tarafindan yayinlanmis ve bu calismada oleuropein ve hidroksitrizolin MCF-7
hicrelerinin - proliferasyonunu  ERK1/2  aktivasyonunu  Uzerinden  yaptigini
belirtmislerdir (Sirianni vd 2010). Diger bir calismada MCF-7 meme adenokarsinom ve
T-47D meme duktal karsinom hicrelerinde oleuropeinin hicre g¢ogalmasini
engelledigini gdstermiglerdir (Bulotta vd 2011). Hassan ve arkadaslari (2012)
yayinladiklari bir ¢alismayla, oleuropeinin MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde
anti-metastatik etkisini gosteriglerdir. Calismada 200 ug/ml oleuropeinin 24, 48 ve 72.
saatteki TIMP-1,TIMP-3,TIMP-4, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyonlarini
degistirerek zamana bagll olarak metastazi inhibe ettigini belirtmiglerdir. TIMP 1, 3,
4'in oleuropein uygulamasindan sonra ifadelerinin arttigt MMP-2 ve MMP9
ekspresyonlarinin azaldigini géstermislerdir (Hassan vd 2012). Hassan ve arkadaslari
(2013) MCF-7 hucre hattinda oleuropein apoptozu Bax ve Bcl-2 ekspresyon degisimi
ve p53 yolagi aracihgiyla indikledigini de rapor etmiglerdir (Hassan vd 2013). Elamin
ve arkadaslari (2013) tarafindan yayinlanan bir baska ¢alismada oleuropeinin meme
kanseri hicrelerinden MCF-7 hicrelerinde 1Cs, dozu 110 pM, MDA-MB-231
hicrelerinde 1Cs, dozunu 160 uM olarak tespit etmislerdir. Oleuropeinin mitokondrial
yolak araciligiyla apoptozu indukledigi kaspaz-3 ve Bax ekspresyonunu arttirdigi, Bcl-
2 ekspresyonunu azalttigi, doz grubunda Bax/Bcl-2 oraninin kontrol grubuna gore 7
kat daha yuksek oldugunu géstermislerdir. Hiicre proliferasyonunun inhibisyonunun,

oleuropein tarafindan DNA replikasyonun gerceklestigi S fazini geciktirerek
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gerceklestirdigi, ayrica oleuropein NFkB ve siklinD1 aktivasyonunu down regile
ederken p21'i aktive ettigini gostermislerdir (Elamin vd 2013). Oleuropein ve
hidroksitrizolin ER-negatif SKBR3 meme kanseri hiucrelerinde GPER/GPR30 bagimli
yolagi aktive edip apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (Chiment vd 2014).

Oleuropeinin de icinde bulundugu zeytinyadi icerisinde bulunan polifenolleri kolon
kanseri Uzerine etkilerini anlamak icin yapilan bir calismada Fas aktivitesi Gzerinden
hicre 6lumunun tetiklendigi HT-29 kolon kanseri ve lenf nodu metastatik hiicre hatt
SW620 hucrelerinde yapilan caligmayla gosterilmistir (Notarnikola 2011). Kolon
kanser hlcre hatti Caco-2 ile yapilan bir calismada oleuropeinin Caco-2 hicrelerinde
G2-M hdcre siklus blokajini indikledigi ve bunu p38 ve CREB aktivitesinin ve COX-2
ekspresyonunun inhibisyonu ile yapildigi gésterilmistir (Corono vd 2007). Kolon
kanseri ile yapilmis baska bir calismada oleuropeinin analjezik, anti-inflamatuar ve
anti-kanserojen aktivitesi hem in vitro hem de in vivo olarak gdsterilmistir. Calismada,
HTC116 kolon kanseri hicre hatti ve Atimik nu/nu ratlar kullaniimis ve dozaj
calismalari yapilmistir (Fezai vd 2013). Yine wistar sicanlarinda yapilmis bir
calismada kimyasal kullanilarak hepatoselller karsinom induklenmis sigan modelinde,
oleuropeini hepatoprotektif ve anti-kanser 0Ozellikleri incelenmis ve etkili sonuglar
bulunmustur (Abdel-Hamid 2011). Kolon kanser ile 2013 yilindaki yapiimis baska bir
arastirmada HT-29 hicre hattindaki oleuropeinin etkisi ile ilgili bir calisma sonucunda
hicre proliferasyonuna etkisinin HIF-1a downregulasyonu araciligiyla oldugu
gOsterilmistir. Bu kapsamda HIF-1a, p53, PPARYy, kB a, pJNK, ve p38 MAPK
proteinlerinin western blot ile ekspresyon degisimleri gosterilmistir. Grade 2 kolon
adenokarsinom HT-29 hicrelerinde oleuropeinin etkili dozu (ICsq dozu) 400 uM olarak
tespit edilmistir. (Cardeno 2013).

Prostat kanser hlcre hatlarinda (BPH-1, LNCaP ve DU145) oleuropeinin 100 uyM
ve 500 pM dozajinda zamana badimli hicre proliferasyonlari arastiriimistir
(Acquaviva 2012). A549 akciger kanser hucre hattinda yapilan bir galismada
oleuropeinin hucre migrasyonunu ve proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Oleuropeinin A549 hicre hattinda, ICso degeri 59.96 uM olarak tespit edilmistir (Mao
vd 2012).

Oleuropeinin TPC-1 ve BCPAP tiroid kanser hilcrelerinde hicre proliferasyonunu
azalttigi, doz gruplarinda hicredeki reaktif oksijen seviyesini azalttigi bu sekilde
antioksida aktivite gosterdigi, Erk ve Akt aktivasyonunu Uzerine etki gosterdigi
belirtiimistir (Bulotta vd 2013). Ayrica Kimura ve arkadaslari 2009 yilinda, UV ile irite
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olmus deri kanseri modelinde, oleuropein uygulamasinin MMP-2, MMP-9, MMP-13,
VEGF ve COX2 genlerinin ifadesini azalttigini bulmuslardir (Kimura vd 2009).
Oleuropeinin servikal karsinom hucre hatti olan HelLa hicrelerinde JNK (c-Jun N-
terminal protein kinaz) aktivasyonu ile iligkili mitokondriyal apoptotik kaskadin
tetiklenmesi araciligi ile apoptozu indukledigi gosterilmigtir (Yao vd 2014). Fabiana ve
arkadaslari yaptiklari bir calismada zeytinyagi etken maddelerinin PBMC (Peripheral
blood mononuclear cells) ve HL-60 (Promyelotic 16semi) hiicrelerinde DNA hasarina
kars! hicreleri korudugu 6énerilmistir (Fabiana vd 2008). Monositik 16semi hiicre hatt
THP-1 ile yapilan bir c¢alhismada zeytinyad fenollerinin Metalloproteinaz 9
eksprezyonunu modiile ettigi ve NFkB yolagi ile baglantisini oldugunu rapor edilmistir
(Agli vd 2010). Zeytin yapragi ekstrakti ile yapilan bir bagka ¢alismada oleuropeinin
Kronik Myeloid Losemi hlicre hatti K562 hiicrelerinde apoptozu ve monosit/makrofaj
farkhlasmasini indukledigi gosterilmistir (Samet vd 2014). Tablo 2.5'de oleuropein ile
yapilan in vitro hicre kiltlri kanser hicre hatlari ve in vivo hayvan modeli calismalari
toplu olarak gosterilmistir.  Sonuc¢ olarak, hilicre doéngusinde olaylar kaskadini
duzenleyen ve kontrol eden etkilesimler ¢ok sayida ve komplekstir. Kemoterapi ve
biyoterapi icin kullanilan mevcut ajanlar ve oleuropein gibi yeni potansiyel ajanlar
acisindan hicre dongusu kontrol noktalari ve apoptoz iliskili mekanizmalar buyuk
potansiyele sahip hedeflerdir. Bu g¢alisma sonucunda; oleuropeinin, hicre canliligi
testi, Gercek Zamanl PZR, Western blot, Tunel Testi, invazyon ve Koloni Testleri ile
ndéroblastomada, ilk defa hlicre proliferasyonunu azalttigi, hticre déngusind durdurup
apoptozu indikledigi, invazyonu ve koloni olusumunu azalttigi mekanizmalariyla
birlikte in vitro olarak goésterilmis ve diger detayli calismalara 6n bilgi olusturmasi
saglanmig ve oleuropeinin potansiyel anti-kanserojen ajan olabilecedi yonundeki

tespitlere katki saglamistir.
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6.SONUG

Gun gectikge artan kanser insidansi, alternatif tedavi yéntemlerinin arastirilmasi
ve kullaniimasi acgisindan oldukga ilgi cekmektedir. Hali hazirda kullanilan tedavi
yontemlerinin yetersiz kalmasi ve yan etkiler gostermesi bir¢cok bilim insanini da yeni
arastirmalar konusunda tesvik etmektedir. Son yillarda cesitli kanser turlerinin
tedavisinde kullanilabilecek dogal ve biyolojik etkili bilesiklerin kesfedilmesi en populer
arastirma konulari arasinda yer almaktadir. Bu arastirmamizda néroblastomda
calisiimamis olan oleuropeinin etkileri arastirilmistir.  Yaptigimiz  ¢alismalar

gOstermistir ki, oleuropein SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde;

Hucre proliferasyonunu azaltmaktadir.

ICso dozu 48. saate 350 uM olarak tespit edilmistir.

e Hducre proliferasyonunu, hicre doéngusinde SiklinD1/CDK4/CDK6 yolagindaki
genlerin  ekspresyonlarini  downregllle edip p53 ve p21'in  genlerinin

ekspresyonunu upregule ederek durdurdugu bulunmustur.

o Tunel testi yontemi ile de apoptotik etkinligi teyit ettigimizde, oleuropein muamele
edilen grupta ylzde apoptotik hlicre orani %36,413,27 olarak tespit edilmistir.
Apoptotik etkinligini Bax/Bcl-2 oranini degistirerek kaspaz 9 ve kaspaz 3'lUn

upregulasyonu indukleyerek gosterdigi tespit edilmistir.

e Oleuropeinin hucre invazyonun azaltiimasinda da etkili oldugu gosterilmistir.
Kontrol grubu hucrelerinde ortalama invazyon yuzdesi %74,66+2,7 olarak tespit
edilmisken, oleuropein uygulanan doz grubu hicrelerde bu oranin %41,46+2,04

ya dusgtugu ve invazyonunun %33,2+2,33 oraninda baskilandigi gosterilmistir.

e Oleuropeinin koloni olusumunun azaltimasinda da etkili oldugu bulunmustur.
Sonuglara gére kontrol grubunda koloni olusumu ortalama 4112, doz gruplarinda

ortalama 19+1 olarak tespit edilmisir. Bu sonuclara gére oleuropeinin koloni
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olusumunu %53,6%4,71 oraninda azalttigi gdsterilmistir. Bu sonug, oleuropeinin

hicre proliferasyonunu dusidrdiaguni destekleyen dnemli bir bulgudur.

Tum bu sonuclar oleuropeinin noroblastom tedavisinde alternatif bir potansiyel
ajan olabilecegi fikrini gelistirmekte ve bu konuda umut vermektedir. Oleuropein
Uzerinde yapilan ¢alismalarin ilerlemesi ve ila¢c etken maddesi olarak kullanilabilmesi
veya mevcut ilaglarla kombine takviyelere destek saglayip saglayamayacaginin
belirlenmesi, yeni tedavi yaklagsimlarinin ortaya ¢ikmasinda énemli olacaktir. Faz |
olarak adlandirilan in vitro c¢alismalarin daha da detaylandirilip, sonrasinda test
bilesenlerinin deney hayvanlar Gzerindeki etkilerinin de izlenecegi faz Il calismalarinin
yapilmasi oleuropeinin potansiyel ilag yapiminda kullanilabilmesi igin gereklidir. Elde
ettigimiz tUm verilerimizi genel olarak degerlendirdigimizde literatire onemli katki

yapacadi ve ileri duzey arastirmalara katki saglayacagi acgiktir.
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9. EKLER

108

Calisma sonucumuzda kontrol ve doz (350 uM OLE) gruplarn arasinda

istatistiksel olarak anlamli bulunmayan (p>0,05) hiicre déngusul ve apoptoz ile iliskili

genlerin ekspersyon degisimleri Ek-1 de verilmistir.

EK-1 Diger Hiicre Dénglsi ve Apoptoz iliskili Genlerin Degisimi (p>0,05)

Hiicre Dongiisu Genleri

Apoptoz Genleri

Gen Degisim Gen Degisim
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
BRCA1l 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 CDh27 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

"Devami arkada"



EK-1 Diger Hiicre Dénglisii ve Apoptoz iliskili Genlerin Degisimi (p>0,05)

Gen
CHEK2
CKS2
CuL2
CuL3
E2F1
E2F4
KNTC1
KPNA2
MAD2L1
MAD2L2
MCM2
MCM3
MCM4
MCM5
MDM2
MKI67
MNAT1
MRE11A
NBN
RAD1
RAD17
RAD51
RAD9A
RB1
RBBPS
RBL1
RBL2
TFDP1
TFD2

Degisim
-1,41
-182,7187
2,2269
1,1234
2,6582
-2,6925
-3,5215
-1,3399
1,5833
-187,4705
206,6362
-2,7137
1,6224
-2,6549
-85,338
-2,75
-1,3096
6,4508
-1,3372
-10,5526
-1,556
-1,3323
-37,6967
1,6195
-1,3319
-1,3389
-1,7827
-22,9405
-1,3176

Gen
CRADD
CYCs
DAPK1
DIABLO
FADD
FAS
FASLG
HRK
IGF1R
LTA

LTBR
MCL1
NAIP
NFKB1
NOD1
NOL3
PYCARD
RIPK2
TNF
TNFRSF10A
TNFRSF10B
TNFRSF11B
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFRSF21
TNFRSF25
TNFRSF9
TNFRSF10
TNFSF8
TP53BP2
TP73
TRADD
TRAF2
TRAF3

Degisim
-1,0035
2,0201
-2,0161
2,0388
-1,0006
-1,0012
16,5986
-1,9861
-1,0016
1,0079
1,0038
2,0113
1,0085
-2,0116
2,0368
1,003
2,0102
1,0052
1,063
1,0038
2,0411
1,0038
-1,0022
-2,1256
-1,0055
-1,9834
1,0807
1,0038
1,0038
1,0101
2,0019
1,0092
-1,9929
1,0001
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