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                                                           1. ÖZET 

            Nöroblastom (NB) genellikle sporadik olarak ortaya çıkan , çocukluk döneminin en 

sık görülen ekstrakraniyal tümördür. Pediatrik kanser tedavisindeki gelişmelere rağmen 

(Cerrahi,kemoterapi, radyoterapi) yaşama oranı %40’ların altında kalmaktadır. Bu nedenle 

diğer santral sinir sistemi tümörlerinde olduğu gibi nöroblastomada da farklı tedavi 

yaklaşımları gerekli görülmektedir. 

            Nöroblastoma da diğer birçok tümörde olduğu gibi, apopitoz tümör gelişimi için 

önemli bir mekanizmadır ve bu konuda çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 

            Yapmış olduğumuz çalışmada,sızma zeytinyağından elde edilen bir fenolik 

komponent olan oleokantalin kültür ortamındaki nöroblastoma kanser hücreleri üzerine hücre 

canlılığı, oksidatif stres, nörit inhibisyonu ve apoptotik etkilerini araştırdık. Oleokantal 

maddesinin nöroblastoma kanser hücrelerini doz bağımlı olarak etkilediği ve IC50 dozunda her 

dört etkinin de daha belirgin olarak saptandığı gözlemlendi. 

 

                                                    2.GİRİŞ VE AMAÇ 

Giriş: Çocukluk çağı kanser ölümlerinin yaklaşık %15’inden nöroblastoma tümörleri sorumlu 

tutlmaktadır. Biyolojik davranışında değişkenlik ve agresif bir yol izlemesinden dolayı 

prognoz sağaltımı sorunlu olabilmektedir. Nöroblastoma da diğer birçok tümörde olduğu 

gibi, apoptoz tümör gelişimi için önemli bir mekanizmadır ve bu konuda çeşitli çalışmalar 

yapılmıştır. Nöroblastoma hücreleri, hücre döngüsünün durdurulması, apoptozun 

indüklenmesi ve N-myc expresyonunun azaltılması gibi çeşitli anti-tümör mekanizmalarının 

değerlendirilmesinde in vitro model olarak kullanılmıştır. Bu çalışmada, oleokantalin in vitro 

nöroblast kanser hücreleri üzerindeki etkilerini araştırmayı amaçladık. 

 

Materyal ve Method: Hücreler iki grupta incelendi. Grup-1: Olekantal ile tedavi edilen 

Nöroblastoma hücreleri Grup-2: Olekantal ile tedavi edilen kök hücre nöron hücreleri. 

Oleokantalin IC50 dozunda hücre canlılığı, oksidatif stres, nörit inhibisyonu ve apoptoz 

üzerine etkileri araştırıldı. 

 

Bulgular: Hücre canlılığı için yapılan MTT analizinde, Grup-1’ de (Olekantal ile tedavi 
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edilen Nöroblastoma hücreleri) hücre canlılığı, Grup-2’ ye (Olekantal ile tedavi edilen kemik 

iliği stromal kökenli kök hücre nöronları) oranla daha az olup bu fark istatistiki açıdan anlamlı 

idi (p<0,001). Oksidatif stresi değerlendirmek için kullanılan i-NOS ve e-NOS boyamaları  

Grup-1’ de Grup-2’ ye oranla daha fazla olup bu fark istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,005). 

Nörit inhibisyonu için yapılan nörotoksisite tarama tesi analizinde, oleokantalin nöroblast 

hücrelerinde nörit büyümesini belirgin olarak engellerken kök hücre kökenli nöronlarda daha 

az nörit inhibisyonuna yol açtığı saptandı ve bu fark istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,001). 

Apoptozu değerlendirmek için yapılan TUNEL boyamanın Grup-1 deki hücrelerde Grup-2 

deki hücrelere oranla daha belirgin olduğu saptandı ve bu farkta istatistiki olarak anlamlılık 

göstermekteydi (p<0,005). 

 

Sonuç: Oleokantalin kültür ortamında neuroblastoma kanser hücreleri üzerindeki etkileri 

gösterilmiştir. Oleokantalin, nöroblastoma kanser hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi 

TUNEL yöntemiyle gösterilmiş olup gelecekteki oleokantal tabanlı kanser terapileri için 

gerek tek başına gerekse çeşitli sitotoksik ilaçlarla kombine olarak kullanımı açısından önemli 

bir potansiyel olarak görülmektedir. 

                                              3.ABSTRACT 

 

Aim: Neuroblastoma accounts for %15 of all children’s age tumoral mortality causes. 

Prognosis may be an issue due to changeable biological behaviour and aggresive process. 

Apoptosis is an important mechanism in neuroblastoma as is in many other tumors and many 

researches were published implying it. Neuroblastoma cells have been used as an in vitro 

model in antitumoral mechanisms  such as stopping the cell cycle, inducing apopitosis, 

reducing n-myc expression. The aim of this study is to show the effects of oleocanthal on in 

vitro  neuroblastoma cells. 

 

Material and Method: Cells were divided in two groups. Group 1: the neuroblastoma cells 

treated with oleocanthal. Group 2: Neuronal stem cells treated with oleocanthal. The effects 

on cell viability, oxidative stres, neuritis inhibition and apoptosis of olecanthal at dose of IC50 

were studied. 

 

Results: In MTT analysis, used for detecting cell viability, in Group 1 the cells were less 
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viable compared with Group 2, and the difference was statistically significant (p<0,001). In 

group 1, the rates of I-NOS and E-NOS stains used for analysis of oxidative stress were 

greater than group 2, and the difference was statistically significant (p<0,005). In 

neurotoxicity screening test analysis used for neuritis inhibition, it was shown that oleocanthal 

apperently inhibited neuritis growing in neuroblastoma cells, while in bone marrow derived 

neurons it was less inhibitive, and the difference was statistically significant. (p<0,001). 

TUNEL stain to determine cell apoptosis in Group 1  was greater than Group 2 and also the 

difference was statistically significant(p<0,005). 

 

Conclusion: The effects of oleocanthal was showed out in vitro on neuroblastoma cells. The 

apoptotic effect of oleocanthal on neuroblastoma cells was detected and shown by TUNEL 

assay, and it is considered to be a potential monotherapy or combined therapy with other 

cytotoxic medicine used in oleocanthal based chemotherapies in the future. 

 

 

 

4.GENEL BİLGİLER 

 

4.1.PeriferalNöroblastikTümörler  

 

4.1.1.Tarihçe 

              Nöroblastom ile ilgili bilgi ve veriler 17. yüzyıla kadar dayanmaktadır. 1864 yılında 

Alman fizikçi Rudolf Virchow, bir çocukta karın boşluğunda oluşan tümörün ’gliom’ 

olduğunu belirtmiştir. 1891 yılında Alman patolog Felix Marchand, sempatik sinir 

sisteminden ve adrenal medulladan elde edilen tümörün karakterisitk özelliklerini fark 

etmiştir(1,2). 1901 yılında ise William Pepper, hastalığın 4S evresinde olan bebeklerde 

(karaciğer metastazı bulunup kemiğe yayılmayan türü), hastalığı belirgin bir şekilde 

açıklamıştır(3). 1910 yılında James Homer Wright bu tümörün öncül nöral hücrelerden 

köken aldığını anlamış  ve adına ’Nöroblastom’  demiştir (3,4). Wright daha önce sarkoma 

teşhisi koyulan vakaları toplamış ve sonraları fetal adrenal medullada olgunlaşmamış              
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hücreler olarak nitelendirilecek olan nöral fibril ve demetlerini fark etmiştir (4). 

Yakın zamanda yayınlanan ve nöroblastom(NB) vakaları ile ilgili tarihsel bir bakış 

açısı kazandıran bir çalışmada, birinci dünya savaşı sonrası hastalık üzerine yapılan ilk 

tedavi çalışmaları tanımlanmış ve ilk tedavi yönteminin pediatrik cerrahi müdahale olduğu 

belirtilmiştir(3). Daha sonrasında yayınlanan bir çalışmada ise, 217 vakada cerrahi müdahale 

ile bölgesel tümörün tedavisinde başarı kazanıldığı açıklanmıştır(5). Başka bir çalışmada, 

büyük tümöre sahip vakalarda veya cerrahi müdahalenin yetersiz kaldığı durumlarda 

hastalardan bir grubunun X-ray sağaltımı ile iyileştirildiği belirtilmiştir(6). Kemoterapinin 

kullanılmasından yıllar önce hastalığın ağır seyrinden kurtulma şansının, yaşı büyük 

çocuklara nazaran bebeklerde daha çok olduğu gözlemlenmiştir. Sonrasında klinik tedavi 

uzmanları bebeklerde metastatik yayılımın deri ve karaciğerde tutulu kaldığını ayrıca 

hastalığın  tedavi uygulanmaksızın kendiliğinden gerileyebildiğini fark etmişlerdir(7). 

1960’larda çocuk hastalarda kemoterapinin ardından sağ kalımın arttığını bildiren 

araştırmalar yayınlamış fakat hastalığın tekrardan nüksettiği gözlenmiştir(8,9). 

 

 

4.1.2.Tanım ve Epidemiyoloji 

   Periferal nöroblastik tümörler (PNT) sempatik sinir sisteminin embriyojenik 

neoplazmlarıdır. PNT’ler çocukluk çağı ve bebeklik döneminde en sık görülen 

ekstrakraniyal solid tümörler olup her 10.000 doğumda 1 görülürler(15). İlk dört yaşta 

görülen tüm neoplazmların yaklaşık %15’ini oluşturmaktadırlar(12). Amerika Birleşik 

Devletleri’nde NB’ ler 15 yaş altı çocuklarda görülen tüm  kanserlerin %7.2’ sini 

oluşturur(1). Cinsiyetler arası sıklığı değişiklik göstermez. En sık 1-4 yaş arası 

görülmekle birlikte yaşla birlikte sıklığı azalmaktadır. NB’ ler infantlarda en sık 

görülen malignitedir. 1985-2000 yılları Surveillance, Epidemiology, and End Results  

Program (SEER) verilerine göre NB için 5 yıllık sağkalım %65’dir. Irk ve cinsiyet 

arasında genel farklılık izlenmemektedir. Lokal veya bölgesel hastalığı olan infantlarda 

yaşam süresi daha yüksektir. Büyük çocuklar ve uzak metastazlı hastalar için yaşam süresi 

azalmaktadır. Bazı gebelik ve doğumsal faktörlerin, ebeveynlerin aldığı ilaçların daha 

dikkatli incelenmesi gerekmektedir. 
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PNT’de tanı anındaki ortalama yaş 22 aydır ve olguların %95’i 10 yaşından önce 

tanı almaktadır(16). Adrenal medulla, servikal, torasik, abdominal ve pelvik bölgedeki 

sempatik ganglionlar, Zuckerkandl organı, sakral ve koksigeal küçük sempatik ganglionlar 

başlıca lokalizasyonudur(17). Bunlar arasında en sık olarak (%40) adrenal medullada 

görülürler. Bunu abdominal (%25), torasik (%15), servikal (%5) ve pelvik sempatik 

ganglionlardaki (%5) yerleşimi takip eder(18). 

 
 
 
4.1.3. Etyoloji 
 

  Nöroblastom sempatik sinir sisteminin öncül hücrelerinden kaynaklanan bir 

embriyonel tümördür. Sempatik sinir sistemi doğumdan sonra da yıllar süren bir süreçte 

yeniden düzenlenir. Bu sürecin aynı zamanda nöroblastomun başlangıç yaşı ile de 

örtüşmesi nöroblastik tümörlerin gelişiminde sempatik farklılaşmada rol oynayan temel 

mekanizmalarda bozukluk olduğunu düşündürür. Tümör dokusunda embriyonik veya nöral 

katlantı dönemi ile ilişkili MASH1, HES1, c-kit, Notch, dHAND ve hASH1 gibi genlerin 

saptanması  embriyonun normal gelişim ve farklılaşması ile tümör oluşumu arasında bağ 

olduğu düşüncesini destekler (10). 

Nöral katlantı hücrelerinden gelişen sempatik sinir sistemi hücreleri nöronlar 

(ganglion hücreleri), kromafin hücreler ve küçük floresan ile boyanan (SIF- “small 

intensely fluorescent”) hücrelerden oluşur. Nöronlar paravertebral sempatik zincir 

ganglionlarını, paraaortik trunkusu ve pelvik ganglionu oluşturur. Adrenal bez medullasında 

da bulunurlar, ancak gelişim süreci içinde kaybolurlar. SIF hücreleri sempatik ganglionlar 

içinde tek veya kümeler halinde bulunurlar; fonksiyonları henüz bilinmemektedir. 

Kromafin hücreler ise paraganglionları ve adrenal medullayı oluşturur. Paraganglia diğer 

sempatik yapılarla birlikte oluşur, ancak doğumdan sonraki 2-3 yıl içinde gerilemeye 

başlar ve kaybolur. Bu döneme kadar merkezi sinir sistemi dışında en önemli katekolamin 

kaynağıdır, bundan sonra adrenal medulla önem kazanır. Tümör hücre kaynağının özellikle 

adrenal nöroblastomlarda, gelişmekte olan adrenal medullada geçici olarak bulunan 

nöroblast toplulukları olduğu varsayılır. Dolayısı ile sempatik sinir sisteminde hücre 

büyümesi, farklılaşması ve apoptozu sırasında olacak değişikliklerin malign değişikliğe 

neden olduğu düşünülür (11). 

Periferik nöroblastik tümörlerin gelişim sürecinde gerileme, ilerleme   ve  maturasyon 
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evreleri yer alır. Tümörün sınırlı  ve  metastazların yalnızca cilt, karaciğer ve kemik iliğinde 

olduğu bebeklerde hastalıktan ölüm %10-15’ten fazla değildir. Eğer ilerleyici safha yaşamı 

tehlikeye sokacak sonuçlara neden olmazsa veya kemoterapi veya radyoterapi ile 

durdurulabilirse, apoptoz ile tümör lezyonları kendiliğinden geriler ve kaybolur. Bazen 

tümörde gerileme tam olmayabilir veya maturasyon bulguları izlenir (12). Üç aydan küçük 

bebeklerde tanımlanan “in situ” nöroblastomda genetik olarak anormal olan klonun yaşla 

birlikte gerilediği veya mature olduğu düşünülür. Onaltı yaş altında adrenal tümörlerden 

40-50 kat fazla görülür ki; bu sıklık tarama ile saptanan  nöroblastomlardan fazladır (13). 

Nöroblastik  tümörlerde  maturasyonun son aşaması ganglionöromdur. Histogenetik ve 

hücre kültür çalışmalarında tümör dışından gelen ve dokuyu istila eden Schwann 

hücrelerinin rolü olduğu düşünülür. Kemoterapinin matür olmayan nöroblastik hücrelerde 

apoptoza neden olduğu, hatta alkilleyici ajanların maturasyonu uyardığı düşünülür. Evre 4 

hastaların çoğunda ve      düşük  evreli                    hastalığın   bir  kısmında      ilerleme  bulguları  izlenir (14). 

 

 

 

4.1.4. Genetik 

       
             NB’ lerde en sık görülen genetik anormallik N-myc amplifikasyonu ve 1. 

kromozomun kısa kolunun delesyonudur(19). NB’ lerde yaklaşık %20-25 hastada N-myc 

amplifikasyonu bulunmaktadır(20). Bunun dışında NB’ lerde en yaygın anormallik 17q 

kazanımıdır. Bu genetik değişim olumsuz sonuçlar ile ilişkilidir. Pek çok bölgede 

heterozigosite kaybı da saptanmıştır. Primer tümörlerin yaklaşık %30-50’sinde 1 nolu 

kromozomun kısa kolunun delesyonu görülmektedir. Bu genetik değişiklik N-myc 

amplifikasyonu ile güçlü korelasyon göstermekte olup, kötü prognoz ile ilişkilidir(21). 11q 

ve 14 q heterozigosite kaybı da tariflenmiştir. 11q delesyonu neredeyse NB olgularının 

yarısında saptanmıştır. 11q delesyonu, N-myc amplifikasyonu ile korele olmasa da, kötü 

prognoz göstergesidir(21). 1p36 genetik imbalansı ise kötü prognoz ile ilişkilidir(22). 

Geçtiğimiz 20 yıl boyunca, NB’ nin bir dizi belirli genetik değişiklikleri, örneğin N-myc 

amplifikasyonu ve 1p36 delesyonunun NB progresif tipi ile ilişkili olduğu bulunmuştur. 

Genetik araştırmalar tanısal amaçlı değil ama prognostik bilgi için birçok klinik çalışmada 

standart hale gelmiştir(22-28) 
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4.1.5. Klinik, Belirti ve Bulgular 

 

             Belirti ve bulgular tümörün yeri, yaygınlığı ve ürettiği metabolik aktif maddeler ile 

ilişkilidir. Yaygın hastalık iştahsızlık, anoreksi ve kilo kaybına neden olabilir. Yaygın kemik 

iliği metastazı varlığında ateş ve anemi görülebilir. Kortikal kemikteki metastatik hastalık ağrı 

ve aksamaya neden olur. Periorbital kemik ve yumuşak dokudaki metastazlar proptozis ve 

orbital ekimoz ile fark edilebilir (rakun gözü), travma ile karışabilir. Büyük çocuklarda uzun 

kemik tutulumuna bağlı  artrit    bulguları   görülebilir,  küçük    bebeklerde  ise   yalnızca    huzursuzluk 

tek bulgu olabilir. Abdominal  hastalıkta ilk bulgu genellikle sert ve fikse kitledir. Kilo kaybı, 

ağrı ve distansiyon da sık görülen bulgulardandır.  Alt abdomen ve pelvis tümörleri kitle etkisi 

nedeniyle barsak veya mesane fonksiyon bozukluğu yapabilir. Küçük bebeklerde ağır 

hepatomegali nedeniyle abdominal distansiyon veya solunum sıkıntısı görülebilir. Metastatik 

nöroblastom süt çocuklarında mavimsi renkte deri altı nodüller şeklinde birikebilir(29-35). 

                 Nöroblastomda seyrek olarak görülen ancak nöroblastom için karakteristik olan bazı 

bulgular tanımlanmıştır: 

                Transvers miyelopati: Paraspinal yerleşimli nöroblastomlar spinal kolon boyunca 

spinal foramenlerden içeriye doğru kum saati şeklinde büyüyebilir. Hastalarda ekstradural 

kord basısına neden olarak motor veya duyu kayıp, sırt ağrısı veya sfinkter bozukluğuna 

neden olabilir. İyileşme bulguların şiddetine ve süreye bağlıdır. Hastaların  yaklaşık  yarısında 

uzun  dönemde  nörolojik sekeller  düzelmez. En az sekel kalması nedeniyle tedavide  cerrahi  

veya  radyoterapiden  önce   kemoterapi  verilir (36,37,41,42). 

    Opsomyoklonus-ataksi sendromu: Serebellar ataksi, gözlerde hızlı, düzensiz 

hareketler ve/veya istemsiz kas kasılması ile karakterlidir. Hastalarda birlikte davranış 

bozuklukları, konuşma, zeka ve motor gerilik olabilir. Tümör  dokusunda  lenfosit 

infiltrasyonu ve nöronlara karşı antikorlar saptanması patogenezin immün aracılı olduğunu 

düşündürür. Tümör rezeksiyonu ve kemoterapi ile hastalık tedavi edilse de myoklonik 

ensefalopati düzelmeyebilir. Nörolojik bulguların glukokortikoidler, yüksek doz 

immünglobulinler  veya  sitotoksik ilaçlar ile uzun süreli tedavisi gerekir (20,38-40). 
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    Horner sendromu: Servikal veya apikal sempatik ganglionlardaki tutulum pitozis, 

miyozis ve enoftalmusa neden olabilir. Ayrıca heterokromi de görülebilir (20,36,41,42). 

     Hipertansiyon: Tümörün renal vasküler basısı veya ürettiği katekolaminler ve onların 

metabolitleri nedeniyle hipertansiyon görülebilir. Kemoterapi ile hipertansiyon düzelmeyebilir, 

cerrahi rezeksiyon ve renal arter basısının kaldırılması gerekir (1,20,30,43). 

    Düzelmeyen ishal: Nöroblastom hücrelerinden salgılanan vazoaktif intestinal peptid 

nedeniyle tedaviye dirençli sekretuar ishal, hipokalemi ve dehidratasyon görülebilir. Çoğunlukla 

tümör rezeksiyonu yapıldıktan sonra düzelir (20,43). 

 

 

4.1.6. Periferal Nöroblastik Tümörlerde İsimlendirme – Terminoloji 

 

          NB, ganglionöroblastom ve ganglionörom primordial nöral krestten  gelişen PNT’ler olup 

diferansiyasyon derecelerine göre isimlendirilmektedirler (Resim-1) (44). 

        PNT, histolojik olarak diferansiyasyonun (maturasyonun) çeşitli evrelerinde olan 

nöroblastlar, ganglion hücreleri, nöropilden oluşan nöroblastomatöz komponent yanısıra, 

Schwann hücreleri ve nöritik uzantılarından oluşan Schwannian stromayı da değişik oranda 

içerirler. Bu komponentler arasında Schwannian stromanın çevre normal dokudan kaynaklanan 

neoplastik olmayan bir komponent olduğu öne sürülmektedir(17). 

Ganglionörom (GN) diferansiyasyonu tam olan bir tümördür. Matür Schwann hücreleri ve 

ganglion hücreleri karışımı ile karakterizedir. İmmatür elemanlar içermez(44). 

Ganglionöroblastom (GNB) matür ganglion hücreleri boyunca primitif  nöroblastlardan oluşur. 

NB PNT’ ler içinde en az diferansiye olan tümördür. Primitif nöroblastlardan oluşan ve fetal 

adrenal medullaya benzeyen tümördür(44). 
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Resim-1: Nöroblastik tümörlerde terminoloji 

 

4.1.7. Ganglionörom (GN) 

 

GN diferansiyasyonu tam olan bir tümördür. Matür Schwann hücreleri ve ganglion 

hücreleri karışımı ile karakterizedir. İmmatür elemanlar içermez. 10 yaş üstünde çocuklarda 

izlenmektedir. Sıklıkla posterior mediasten, daha az sıklıkla retroperiton yerleşimlidir(45). 

Makroskopik olarak iyi sınırlı, fibröz kapsüllüdür. Kesit yüzü gri sarı renklidir. Bazen 

leiomyomdaki gibi trabekül ya da girdap yapıları izlenebilir. Mikroskopik olarak uniform 

görünümde histolojiye sahiptir. Zeminde düzensiz şekilde birbiriyle çaprazlaşan schwann hücre 

demetleri vardır. Bunların arasında genellikle küçük kümeler veya nestler halinde dağılmış 

matür ganglion hücreleri bulunmaktadır. Bu hücreler tipik olarak bol, parlak, pembe 

sitoplazmalı, 1-3 nükleus içeren, hafif-orta derecede atipi gösteren hücrelerdir (44). Biyolojik 

olarak benign tümörlerdir. Çok nadir olarak malign transformasyon gösterirler(46). 

1) GN (prototip): Tümör tamamıyla ya da %100’e yakın oranda ganglionöromatöz 

komponentten oluşur. 

2) GN, matürleşmekte olan: Ganglionöromatöz tümörde az sayıda serpiştirilmiş, diferansiye 

olan nöroblastlardan oluşan belirsiz odaklar, ‘çıplak’ nöropil ve matürleşmekte olan ganglion 

hücreleri görülür. 
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3) GN, matür: Tümör %100’e yakın oranda ganglionöromatöz komponent içerir. Hücresel 

elemanlarda immatürite ya da atipi izlenmez. 

4.1.8.Ganglionöroblastom (GNB) 
 

GNB matür ganglion hücreleri boyunca primitif nöroblastlardan oluşur. Geniş biyolojik 

aralığından dolayı tümör hücre sayısı, dağılımı ve yerleşimi çeşitlilik gösterir. 

1) GNB (prototip): Ganglionöromatöz ve nöroblastomatöz komponentin karışımından oluşur. 

İntermediyer komponent de bulunabilir. Genelde ganglionöromatöz komponent tümörün 

%50’sinden fazlasını oluşturur. 
 
2) GNB, nodüler (klasik): Makroskopik olarak ganglionöromatöz komponentin oluşturduğu 

alan ile çevrili nöroblastomatöz komponentin oluşturduğu kanamalı nodül yapısı izlenir. 

Mikroskopide nöroblastomatöz nodül ile bunu çevreleyen ganglionöromatöz 

komponentarasında keskin bir sınır izlenir. Nadiren fokal olarak nöroblastomatöz 

komponentin nodül dışına uzanımı görülebilir. 

3) GNB, nodüler (atipik): Ganglionöromatöz komponent, daha fazla oranda bulunan 

nöroblastomatöz komponentin çevresinde ya da bu komponentin septalarının içerisinde 

kordonsal tabaka olarak bulunur. Makroskopik ya da mikroskopik olarak nodül izlenmez. 

Metastazı NB özelliğinde olan GNB da bu kategoride değerlendirilir. 

4) GNB, intermikst: Tümör ağırlıklı olarak ganglionöromatöz komponentten oluşur. Arada 

küçük nöroblastomatöz odaklar vardır. 

GNB için histolojik değerlendirmede dikkat edilmesi gereken durumlar bulunmaktadır. 

İğne biyopsi ya da küçük insizyonel biyopsilerde izlenen nöroblastomatöz komponent, klasik 

nodüler GNB’nin nodülünü temsil ediyor olabilir. Diğer bir yandan sadece ganglionöromatöz 

komponent görülüyorsa, klasik nodüler GNB’nin nöroblastomatöz nodülü atlanmış olabilir. 

Bu yanlışlıkların önüne geçebilmek için görüntüleme yöntemlerinden ve katekolaminlerin 

üriner atılımlarının düzeyinden yararlanılabilir. Nodüler GNB’lerde bazen görüntüleme 

yöntemleri ile nodüller saptanabilmektedir. Aynı zamanda bu tümörlerde katekolaminlerin 

üriner atılımları intermikst GNB veya matürleşmekte olan ganglionöroma göre daha fazla 

olmaktadır. Ancak yine de bu gibi olgularda ‘Nöroblastik tümör, sınıflandırılamayan’ tanısı 

vermek en uygunu olabilir. 
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4.1.9.Nöroblastom (NB) 

 

NB diğer PNT gibi sempatikoadrenal sistemin nöral krest hücrelerinden köken alır. NB 

PNT’ ler içinde en az diferansiye olan, primitif nöroblastlardan oluşan ve fetal adrenal 

medullaya benzeyen tümördür. Bundan dolayı tümörler sempatik sinir sisteminin bulunduğu 

herhangi bir yerde  gelişebilirler. Primer tümörlerin çoğu (% 65) abdomende görülür, bunların 

da en az yarısı adrenal medullada lokalizedir. Sık görülen diğer bölgeler boyun, göğüs boşluğu 

ve pelvistir(47). Lenfatik ve vasküler yayılım yapabilir. En sık uzak metastaz kemik iliğine olup 

onu sırasıyla kemik, lenf düğümü, karaciğer, nadiren akciğer ve beyin metastazı izler(48). 

Major metastatik bölgeler evre 4S’te dalak, deri ve kemik iliği’dir(1). 

 

Klinik bulgu ve semptomlar primer tümörün bulunduğu bölgeye, metastatik hastalık 

veya paraneoplastik sendrom gelişimine bağlı olarak çeşitlilik gösterir. NB 15 yaşından küçük 

hastalarda görülen malignitelerin yaklaşık %7’sini oluşturur ve tüm pediatrik kansere bağlı 

ölümlerin yaklaşık % 15’inden sorumludur(47). Olguların %25’i konjenitaldir.  Prenatal olarak 

tanı konulabilir. İki yaşın altında 5 yıllık sağkalım %90’dır. Sadece sporadik vakalar ergen ya 

da erişkinde görülebilir. İnsidans 18. ayda pik yapar. 

 

Büyük boyutlu, sağ taraf yerleşimli tümörler karaciğeri direkt invaze edebilir. Sol taraf 

yerleşimliler ise pankreatik parankimi direkt invaze edebilir. Yenidoğan dönemindeki NB’li 

olguların 1/3’ünde mavi kırmızı kutanöz metastaz (blue berry muffin) görülür (49-50). Hastalar 

myoklonus – opsoklonus sendromu ile prezente olabilir. Bu durum genellikle iyi prognoz 

ile ilişkilidir. Hastaların %80-90’ında idrarda yüksek katekolamin ve diğer metabolitlerin 

(norepinefrin, epinefrin, vanilmandelik asit, homovanilik asit, 3-metoksi-4- hidroksifenilglikol) 

yüksekliği görülür(44). 
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NB’ler makroskopik olarak 6-8 cm boyutta, lobüle kitlelerdir. Boyutları değişiklik 

gösterebilir, toraks ve abdomende 1 cm’den küçüktür. Lezyon çevresinde ince membranöz 

kapsül sıktır. Kolay rüptüre olabilen, yumuşak, etsi, gri beyaz renkli, yer yer hemorajik 

kitlelerdir. İyi diferansiye tümörler sarı-pembe görünümlü olup ganglionöromaya benzeyebilir. 

Artmış boyutlarda tipik olarak hemoraji, nekroz, kist formasyonu, kalsifikasyon bulunur. Ancak 

kist formasyonu ve hemoraji küçük tümörlerde de bulunabilir(44). 

NB’ler hiperkromatik nükleuslu, dar sitoplazmalı küçük hücrelerden oluşur. Bunlar 

sıklıkla ince fibrovasküler septalar ile birlikte gruplar oluşturan tümör hücreleri şeklinde 

görülür. Olguların %30’unda Homer Wright psödorozetleri bulunabilir. Bu psödorozetler santral 

boşluk etrafına dizilmiş 1-2 tabakalı nöroblastlardır. Hemoraji, psödorozet veya nest oluşturan 

hücrelerden oluşan tümörlerde, yolk sak tümörünün Schiller Duvall cisimlerini hatırlatan patern 

izlenebilir(44). 

NB’ler  andiferansiye, az diferansiye ve diferansiye olmak üzere 3 gruba ayrılır(44): 

 

i. Andiferansiye nöroblastom: Hücresel diferansiyasyon göstermezler. En primitif özellikte olan 

bu NB’ler, sempatik sinir sistemi ve adrenal medulladan gelişen hücrelere benzerler. Küçük- 

orta boy, yuvarlak, poligonal, koyu boyanan lenfositlere benzer nükleuslu, sitoplazmadan 

yoksun hücrelerden oluşur. Bu küçük yuvarlak hücreler ince fibrovasküler stroma ile bölünmüş 

küçük lobüller oluşturur. Nöropil andiferansiye nöroblastomda yoktur. Veziküler nükleus ve 

belirgin nükleolu olan hücrelerin varlığı immatür ganglion hücrelerinde diferansiyasyona doğru 

gidişin kanıtıdır. 

 

ii. Az diferansiye nöroblastom: Neoplastik hücrelerin %5 ten azı diferansiye nöroblastlardır. 

Nöropilik bir zemin içerir. Az diferansiye NB bir yuvarlak hücreli sarkom tanısı da alabilir. 

Bazı az diferansiye NB’li olgular (%8’den azı) keskin sınırlı nükleer membranı olan belirgin 

nükleollu büyük hücrelerden oluşabilir. Bunlara büyük hücreli NB’de denir(67,68). Bu 

tümörler N-myc gen amplifikasyonu içerir. 
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iii. Diferansiye nöroblastom: Hücresel diferansiyasyon %5’ in üzerindedir. Stroma çok yoğun 

nöropil içerebilir. Gangliyonik diferansiyasyon ve schwannian stroma sıklıkla tümör periferinde 

belirgindir. İyi diferansiye NB’de Homer Wright rozetleri bulunur. Ağ oluşturmuş hücre 

proçesleri izlenebilir. İyi diferansiye hücreler eozinofilik rim içeren büyük hücrelerdir. 

Binükleasyon görülebilir. Veziküler nükleer patern görülebilir. 

Alt tiplendirme yapılamayan ya da prognostik kategorinin değerlendirilemediği 

biyopsilerde NB, NOS (not otherwise specified: başka yerde sınıflandırılamayan) terminolojisi 

kullanılmalıdır. NB’nin ayırıcı tanısında diğer mavi yuvarlak hücreli tümörler, nefroblastom, 

yenidoğanın adrenal hemorajisi, feokromasitoma, paraganglioma yer almaktadır(1). 

Andiferansiye ve az diferansiye NB’lerin diğer küçük mavi yuvarlak hücreli tümörlerden 

ayırımı zordur. Rabdomyosarkom ve Ewing sarkom(ES)/PNET den göreceli olarak daha küçük 

yaşta hastalarda ortaya çıkar. Klinik prezentasyon olarak NB ve alveoler rabdomyosarkom 

benzer bulgular gösterebilir. Her ikisi de küçük yaşta görülmekte olup sıklıkla inratraabdominal 

yerleşimlidir. Alveoler rabdomyosarkom genellikle çok değişik boyut ve şekilde hücre ve 

nükleustan oluşur. Sitoplazması bol, sınırları keskin, eozinofiliktir. ES/PNET genellikle NB’den 

daha ileri yaşta görülür. NB’lere göre daha regüler nükleuslu, daha ince noktasal kromatin 

paternlidir. Sitoplazmalarında glikojen içerir. NB’ye benzer şekilde Homer Wright rozetleri 

içerir(44). 

 

4.1.10.Prognostik Faktörler 

 
Literatürde evre ve yaşa ek olarak geçen diğer klinik prognostik parametreler; tümör 

belirteçleri (vanil mandalik asit (VMA/HVA) (52), nöron spesifik enolaz (NSE) (53,54), 

ferritin(54,55), laktat dehidrogenaz ( LDH)(54,62,63), kromogranin-A(64), nöropeptid-y (56), 

primer yerleşim yeri, tümör hacmi(57) ve metastatik bölgedir (58). Ayrıca; histolojik patern, 

MKI, schwann hücre miktarı ve nöroblastik diferansiyasyon Amerikan çalışmalarında 

prognostik parametre olarak kullanılmaktadır(12). NB hücrelerinin proliferasyon hızının da 

başka çalışmalarda prognostik etkisinin olduğu gösterilmektedir(59). 
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4.1.11.Prognostik Sınıflamalar ve Risk Grupları 
 

PNT için prognostik sınıflandırma önemli bir konudur. Farklı araştırmacılar, değişik 

prognostik sınıflamalar oluşturmuşlardır (Tablo-1). Shimada ve ark. 1984 yılında PNT’yi yaşa 

bağımlı bir histolojik sınıflandırma sistemi ile 4 kategoriye ayırmışlardır(60). 

 
Nöroblastom (Schwannian stromadan fakir) 

 
Ganglionöroblastom, intermikst (Schwannian stromadan zengin) 

 
Ganglionöroblastom, nodüler 

 
Ganglionörom (Schwannian stroma baskın) 
 

 

Daha sonraki yıllarda bu sınıflandırmayı geliştiren INPC, PNT’nin terminolojisi ve 

sınıflandırılmasında bazı kriterler belirlemiştir(17). PNT’nin terminolojisi tümörün 

makroskopik özelliklerine ve temel histolojik komponentlerin bir veya birkaçının bulunmasına 

ya da bulunmamasına dayanır. Bu temel histolojik komponentler şunlardır: 

 

i. Nöroblastomatöz komponent: Andiferansiye nöroblastlar ya da ganglion hücresine 

diferansiye olma eğiliminde nöroblastlar ile nöropil denen matriksi içerirler. 

ii. Ganglionöromatöz komponent: Ganglion hücreleri, schwann hücrelerinden kaynaklanan 

nöritik uzantılar ve matür fibröz dokudan oluşur. Schwannian stroma olarak isimlendirilen bu 

komponent fasiküler bir patern oluşturur. 

iii. İntermediyer komponent: Diferansiye olmakta olan nöroblastlar, ganglion hücreleri, yer 

yer nöropil yer yer ise schwannian stromadan oluşan bir komponenttir. 
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Tablo-1. Periferal nöroblastik tümörleri sınıflandırma sistemleri (44) 
 

 
 

INPC ⃰ SHIMADA JOSHI 
 

 

 
Nöroblastom 

(Schwannian stromadan 

fakir) 

Andiferansiye tip Stroma az 

Andiferansiye histoloji 

Az diferansiye tip Stroma az 

Andiferansiye histoloji 

Nöroblastom 
 
 

 
Andiferansiye 

Az diferansiye 

 

Diferansiye tip Stroma az 

Diferansiye histoloji 

Diferansiye 

 

Ganglionöroblastom, 

nodüler(Kompozit 

Schwannian  stroma/ 

stromadan zengin ve 

stromadan fakir) 

Stroma zengin 

Nodüler tip 

Ganglionöroblastom 

Nodüler tip 

 

Ganglionöroblastom, 

intermikst 

Schwannian stroma zengin 

Ganglionörom 

Schwannian stroma baskın 

Ganglionöroblastom 

İntermikst 

Ganglionöroblastom 

İntermikst 

 
 

Matürleşmekte olan Stroma zengin 

İyi diferansiye 

Borderline tip 

 

Matür Ganglionörom Ganglionörom 
 
 
 

 

*  INPC: Uluslararası Nöroblastom Patoloji Komitesi 
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i) INPC Sınıflandırması 

 

1) NB, prototip: Tümör %50’den fazla oranda nöroblastomatöz komponentten oluşmuştur. 

Daha az oranda küçük, sınırları belirsiz ganglionöromatöz odak ya da odaklar bulunabilir. 

2) NB, andiferansiye: Rutin ışık mikroskopisinde diferansiyasyon bulguları göstermeyen ya 

da nöropil içermeyen küçük, orta veya büyük yuvarlak nöroblastlardan oluşur. 

3) NB, pleomorfik: Nöroblastlar iri, pleomorfik nükleuslu, belirgin nükleollü, geniş 

sitoplazmalıdır. Bazı hücrelerde rabdoid özellikler belirgindir. Nöropil izlenmez. NB, 

andiferansiye alttipinin bir varyantı olarak kabul edilir. 

4) NB, az diferansiye: Nöroblast populasyonunun %5’inden azında ganglion hücrelerine 

doğru senkron diferansiyasyon görülür. 

5) NB, diferansiye: Nöroblast populasyonunun %5’i ya da daha fazlasında ganglion 

hücrelerine doğru senkron diferansiyasyon görülür(17). 

 

 
 

ii) Shimada Sınıflandırması 
 

PNT’nin prognostik önem gösteren temel morfolojik bulgusu ganglion hücrelerine doğru 

diferansiyasyonun (maturasyonun) derecesidir(12). PNT’lerin klinikopatolojik değerlendirilmesi 

için yıllar içerisinde çok sayıda metodoloji oluşturulmuş, bunlar arasında Shimada 

sınıflandırması uluslararası ilgi ve kabul görmüştür(Tablo-2). Shimada ve ark. bu 

sınıflandırmalarında yaşa bağlı bir yaklaşım öne sürmüştür. Bu sınıflamada NB, Schwannian 

stromadan zengin ve Schwannian stromadan fakir olarak iki gruba bölünmüştür. Ayrıca 

Shimada ve ark. bu sınıflamada öne sürdükleri prognostik göstergelerden biri olarak, “MKİ” 

kavramını ortaya koymuşlardır. Bu indekste sadece mitoz sayısı değil mitotik karyotik 

hücrelerin sayısı da kullanılmaktadır(61). 

Shimada sınıflamasına göre NB, INPC sınıflandırmasında belirtildiği gibi diferansiyasyon 

derecesine göre üç gruba ayrılmıştır: Diferansiye, az diferansiye ve andiferansiye. Eğer tümör 

hücreleri nükleer vezikülasyon, nükleol belirginliği, eozinofilik/amfofilik sitoplazmik 

genişleme gibi diferansiyasyon göstergesi olan sitolojik  bulgular  ve  nöropil  içermiyorlarsa  

andiferansiye  NB  olarak sınıflandırılmışlardır. 
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         Eğer %5’ten az tümör hücresi daha diferansiye görünümde ya da ganglion hücresi 

özelliğindeyse az diferansiye, bu özellikler %5 ve daha fazla tümör hücresinde görülüyorsa 

diferansiye NB olarak sınıflandırılmıştır(60). Az diferansiye nöroblastomu andiferansiye 

nöroblastomdan ayıran özellik, az diferansiye NB’nin nöropil içermesidir. Nöropil içeriği ve 

miktarı, az diferansiye NB’yi diferansiye NB’den ayrımda bir kriter değildir(17). 

 

Shimada sınıflamasına göre MKİ’ i belirlemede, mitoz ve karyoreksis gösteren tümör 

hücreleri sayılmaktadır. Mitoz ve karyoreksis gösteren hücreler, hücre yoğunluğuna bağlı 

olarak 10 veya daha fazla büyük büyütme alanında sayılır. Sayılan hücre sayısının 5000 

olması idealdir. Nekroz, hemoraji, otoliz ve sıkışma artefaktı gösteren alanlar göz ardı 

edilmelidir. Tümör hücrelerinde %2 den az mitotik karyotik hücre varlığı “düşük MKİ”, %2- 

4 mitotik karyotik hücre varlığı “orta MKİ” ve %4 den fazla mitotik karyotik hücre varlığı 

“yüksek MKİ” olarak değerlendirilmektedir. Nekroz, hemoraji, otoliz ve sıkışma artefaktı 

gösteren alanlar göz ardı edilmelidir(66). 

 

Shimada sınıflamasında prognozu belirlemede bir sonraki basamak ise hastanın yaşıdır. 

Diferansiyasyon derecesi, MKİ ve hastanın yaşı göz önüne alındığında iki ana prognostik 

kategori ortaya çıkmaktadır: İyi prognoz ve kötü prognoz. Buna göre bir buçuk yaşın altındaki 

az diferansiye nöroblastik tümörlere sahip hastalar ve beş yaşın altı diferansiye nöroblastik 

tümörlü hastalar iyi prognostik grup olarak kabul görmektedir. Herhangi bir yaşta 

andiferansiye tümöre sahip hastalar ve bir buçuk yaşından daha büyük az diferansiye tümöre 

sahip olgular ise kötü prognostik grup olarak isimlendirilirler. MKİ parametresi de hasta 

yaşları ile birlikte göz önüne alındığında belirgin prognostik farklılıklar izlenmektedir. Beş 

yaş altı düşük MKİ’e sahip hastalar ve bir buçuk yaş altı orta MKİ’e sahip hastalar iyi 

prognoz gösterirken, beş yaş üzeri düşük MKİ’e sahip ve herhangi bir yaşta yüksek MKİ’e 

sahip olgular kötü prognostik grup olarak kabul görmektedirler(66). 
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Tablo-2. Shimada sınıflamasında prognostik kategoriler 
 

 

Yaş Diferansiyasyon MKİ Shimada Prognostik Sınıfı 
 

 

<18 ay Andiferansiye Herhangi Kötü prognoz 
 
 

<18 ay Az diferansiye 

Diferansiye 

Düşük (<%2) 

Orta (%2-4) 

İyi prognoz 

<18 ay Herhangi Yüksek (>%4) Kötü prognoz 
 
 

18 ay -5 yıl Andiferansiye 

Az diferansiye 

Herhangi Kötü prognoz 

18 ay -5 yıl Diferansiye Düşük (<%2) İyi prognoz 
 
 

18 ay -5 yıl Diferansiye Orta (%2-4) 

Yüksek (>%4) 

Kötü prognoz 

>5 yıl Herhangi Herhangi Kötü prognoz 
 

 
 

 
 
 
 
 

iii) Klinik Evreleme 

 
Türk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)’nun Ulusal Nöroblastom Tedavi Protokolü’nde 

kabul ettiği sistem Evans sınıflandırmasının geliştirilmiş ve özgülleştirilmiş şekli olan 

“İnternasyonel Evreleme Sistemi”dir (Tablo-3). 

Evre 3 orta hat tümörü total çıkarıldıysa ve lenf nodu tutulumu yoksa Evre 1 olarak 

kabul edilir. Zuckerkandl ganglionu ya da pelvisteki sempatik ganglionlardan köken alan 

tümörler orta hat tümörü olarak kabul edilir. Adrenal, toraks ve abdomendeki sempatik 

ganglionlardan köken alan tümörler, orta hat tümörü olarak kabul edilmezler. 
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Tablo-3. İnternasyonel Nöroblastoma Evreleme Sistemi (INSS) 

Evre Özellikler 

 

Evre 1 Tümör      köken      aldığı      organa       sınırlı, 

makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskopik 

tümör artığı olabilir ya da olmayabilir. İpsi ve 

kontrlateral lenf nodu tutulumu yok. 
 

Evre 2a Unilateral  tümör,  tam  olmayan  makroskopik 

rezeksiyon. İpsi ve kontrlateral lenf nodu 

tutulumu yok. 

Evre 2b Unilateral  tümör,  makroskopik  tam  veya tam 

olmayan rezeksiyon. İpsilateral bölgesel lenf 

nodu tutulumu var, kontrlateral tutulum yok. 

Evre 3 Orta hattı  aşan tümör +/-,  bölgesel  lenf  nodu 

tutulumu var. 

- Unilateral tümör ve kontrlateral lenf nodu 

tutulumu var 

- Orta hat tümör ve bilateral lenf nodu 

tutulumu var. 

Evre 4 Yaygın hastalık, uzak metastazlar (kemik  iliği, 

kemik, uzak lenf nodu, karaciğer ve/veya diğer 

organlar). 

Evre 4-S Hastanın yaşı < 365 gün olmalıdır. Evre 1 ve  2 

gibi lokalize primer tümör var. Sadece 

karaciğer, cilt ve/veya kemik iliği yayılımı var 

(kemik   iliğinde   tümör   hücrelerinin   oranı < 

%10 olmalı). 
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iv) Klinik Risk Grupları 
 

NB’ de tedavi, risk gruplarına göre düzenlenmektedir. Risk grupları ülkemizde, son yıllarda 

hasta yaşı, INSS evrelemesi, tümörün histopatolojik ve genetik özelliklerini göz önüne alarak, 

TPOG tarafından hazırlanan risk sınıflandırmasına dayanarak belirlenmiştir (Tablo-4). 

Tablo-4. TPOG tarafından hazırlanan risk sınıflandırması 
 

 

1) Evre (INSS sınıflandırması) 

2) Yaş (< 18 ay, ≥18 ay) 

3) N-myc amplifikasyonu [Kopya sayısı < 10: N-myc amplifikasyonu (-), ≥10: N-myc 

amplifikasyonu (+)] 

4) Kromozom 1p, 11q, 17q aberasyonları 

5) Shimada’ya göre prognostik kategori (İyi histoloji, kötü histoloji) 
 

 

 

 

1. Düşük Risk Grubu: Bu grup, erken evre ve kötü biyolojik özelliklere sahip olmayan 

hasta grubunu içermektedir. Bu grup hastalarda sadece cerrahi tedavi ile %90’larda kür 

oranı bildirilmektedir. Bu gruba giren hastalar şunlardır: 

 Tüm Evre 1 hastalar (0-21 yaş) 
 

 Evre 2a ve 2b, 18 aydan küçük tüm hastalar (diğer risk faktörlerine bakmaksızın) 
 

 Evre 2a ve 2b, 18 ay ve/veya 18 aydan büyük, N-myc amplifikasyonu, 1p veya 11q 

veya 17q aberasyonu olmayan hastalar (histopatolojiye bakmaksızın) 

 Evre 4S, 12 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu, 1p veya 11q veya 17q aberasyonu 

olmayan, iyi histolojili asemptomatik olan hastalar 

 

2. Orta risk grubu: Bu grup genellikle bir yaş altında ve N-myc amplifikasyonu olmayan 

Evre 3 ve Evre 4 hasta popülasyonunu içermektedir. Heterojen özellikleri nedeniyle orta 

risk grubu, histoloji ve DNA indeksine göre iki alt gruba ayrılmış ve tedavi buna göre 

planlanmıştır: 



21  

i.  İyi Histolojili Grup 
 

 Evre 2a ve 2b, 18 ay ve/veya 18 aydan büyük, N-myc amplifikasyonu olmayan, 1p 

veya 11q veya 17q aberasyonu olan hastalar (histopatolojiye bakmaksızın) 

 Evre 3, N-myc amplifikasyonu olan, 1p veya 11q veya 17q aberasyonu olmayan, iyi 

histolojili hastalar (yaşa bakmaksızın) 

 Evre 4, 18 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olan, 1p veya 11q veya 17q 

aberasyonu olmayan, iyi histolojili hastalar 

 Evre 4S, 12 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili olan hastalar 

(1p veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksızın) 

ii.  Kötü Histolojili Grup 
 

 Evre 4, 18 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olmayan, 1p veya 11q veya 17q 

aberasyonu olan, iyi histolojili hastalar 

 Evre 3 veya 4, 18 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olmayan, kötü histolojili 

hastalar (1p veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksızın) 

 Evre 3, N-myc amplifikasyonu olmayan, 1p veya 11q veya 17q aberasyonu olan 

hastalar, iyi histolojili hastalar (yaşa bakmaksızın) 

 Evre 4S, 12 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olmayan, kötü histolojili hastalar (1p 

veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksızın) 
 

3) Yüksek risk grubu: 

 
 Evre 2a-2b, 18 ay ve/veya 18 aydan büyük, N-myc amplifikasyonu olan hastalar (1p 

veya 11q veya 17q aberasyonu ve histolojiye bakılmaksızın) 

 Evre 3 N-myc amplifikasyonu olan hastalar diğer risk faktörleri göz önüne 

alınmaksızın yüksek riskli kabul edilirler. 

 Evre 3, 18 ay ve/veya 18 aydan büyük, N-myc amplifikasyonu olmayan, kötü 

histolojili hastalar (1p veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksızın) 
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 Evre 4, 18 ay ve/veya 18 aydan büyük tüm hastalar diğer risk faktörlerine bakmaksızın 
yüksek riskli kabul edilirler. 

 Evre 4, 18 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olan hastalar diğer risk faktörlerine 

bakmaksızın yüksek riskli kabul edilirler. 

 Evre 4S, 12 aydan küçük, N-myc amplifikasyonu olan hastalar diğer risk faktörlerine 

bakmaksızın yüksek riskli kabul edilirler. 

 
 
 

4.1.12.Remisyonun değerlendirmesi: 

 

Klinik remisyon değerlendirirken dikkate alınan parametreler; tedavi sonrası primer tümör 

olup olmadığı, varsa hangi oranda küçüldüğü, metastatik bölgeler, idrarda VMA, LDH, NSE 

gibi tümör belirleyicilerinin olup olmadığıdır. Remisyon derecesi tam remisyon, çok iyi kısmi 

yanıt, kısmi yanıt, remisyon yok, ilerleyici hastalık olarak 5 derecede incelenmektedir. 

 

4.2. Oleokantal: 

Akdeniz ülkelerinde diğer avrupa ve batı ülkelerine göre daha düşük insidansta kanser, 

nörodejeneratif hastalık ve kardiovasküler hastalık gözlenmesi akdeniz diyeti ile ilişkili 

bulunmuştur(89). Akdeniz diyetinin kaynağı zeytinyağıdır.Akdeniz toplumlarında insanlar 

ortalama günde 25-50 ml zeytinyağı tüketmektedir. Alifatik ve triterpenik alkoller, steroller , 

hidrokarbonlar, uçucu ve fenolik bileşikler de dahil olmak üzere zeytinyağında yaklaşık  230 

kimyasal bileşik vardır.Sızma zeytinyağının ana antioksidanları karotenler ve fenolik bileşikler 

lipofilik ve hidrofilik fenoller içerir(77). 

Zeytinyağı içerisinde bulunan fenolik bileşikler(77); 

 Fenolik alkoller 

 Fenolik asitler 

 Flavonoidler 

 Lignanlar 
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 Sekoiridoidler (Oleokantal) 

 

 

  

 

    

   Resim -2: Oleokantalin biyokimyasal yapısı(90) 

  

 Oleokantal yeni preslenmiş sızma zeytinyağında (Virgin Olive Oil) bulunan bir fenolik 

bileşiktir(77). İlk olarak 90’ların başında sızma zeytinyağı’nın içeriğindeki bir fenolik 

komponent olarak belirlenmiştir (79). Zaman içinde dekarboksil metil ligstroside aglikon olarak 

isimlendirilen bu bileşenin, keşfinden yaklaşık 10 yıl sonra boğazda oluşan yakıcı his ve 

irritasyondan sorumlu olduğu ortaya atılmıştır (80). Beauchamp ve ark. tarafından bir on yıllık 

süreç sonrasında dekarboksil metil ligstroside aglikon’un zeytinyağının yutulurken bıraktığı bu 

acı tattan sorumlu olan tek irritan fenolik olduğu belirlenmiş ve ona göre isimlendirilmiştir 

(oleo- olive, canth-acı tat, ve al - aldehyde) (69). Saf zeytinyağlarının içeriğindeki oleokantal 

konsantrasyonu varyasyon göstermektedir. Son yıllarda Yunan zeytinyağlarından yapılan 

çalışmalarda olekantal konsantrasyonu 284-711 mg/kg oranlarında değişiklik göstermekte (81), 

ve bu sonuçlar daha önceki çalışmalarla benzer oranlar ortaya koymaktadır (82). Biyolojik 

etkileri geniş bir yelpazaye sahiptir. Geçmişteki çalışmalar güçlü bir antioksidan etkisi olduğunu 

göstermiştir(69-76). 

 Antiinflamatuar etkisi 

 Beauchamp ve ark. oleokantalin sentetik bir NSAİD olan ibuprofen ile yapıca 

benzerliğini araştırmış, ve doz bağımlı olarak oleokantalin COX-1 ve COX-2 ‘yi inhibe ettiğini 

ve ibuprofenin  antiinflamatuar etkisini taklit ettiğini göstermiştir. Eşit konsantrasyonlarda COX 

inhibisyonu etkisinin oleokantal maddesinde daha yüksek olduğu ortaya konmuştur(69). 
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 Kanser ve oleokantal 

 Sayısız in vitro çalışma sızma zeytinyağı’nın fenolik bileşiklerinin hücrelerde 

kanserleşmeyi başlatma ve metastazlarında inhibe edici etkisi olduğunu bulmuştur. Bu durum, 

Batı tipi diyetlere göre Akdeniz diyeti ile beslenen bireylerde akciğer, meme, prostat ve 

gastrointestinal kanserlerin oranındaki azalma ile ilişkisini destekleyici bir kanıt olarak 

gösterilmektedir (83-87). Oleokantalin ilişkide olduğu COX 1 ve COX 2 enzimleri araşidonik 

asitin prostoglandin ve tromboksanlara dönüşümünde ve bunun sonucu inflamatuar yanıt ve 

toksinlerin oluşumunda etkilidir (88). Oleokantalin doğal olarak COX inhibisyonu etkisinin 

olması da kanser araştırmalarında önemli yer almasına neden olmaktadır.  Scotece M ve 

arkadaşları Multipl myemolda osteolitik aktiviteden sorumlu Makrofaj inflamatuar protein 1-

alfa’yı inhibe ederek antitümöral etkisini göstermiştir (76). Ayrıca son çalışmalar tumor 

büyümesinde etkili olan çok sayıda prtoeinin stabilizasyonunu sağlayan Hsp90 (heat shock 

protein) grubundan ikisi üzerinde azaltıcı etkisi olduğunu ortaya koymuştur (89). Bunlara ek 

olarak Elnagar ve ark. C-met inhibisyonu yoluyla meme ve prostat kanserinde  

proliferasyon,migrasyon ve invazyonu inhibe ettiğini bildirmiştir (70). Kolon kanserinde tümör 

süpresör gen p53’ü fosforile edip, tümör hücresinde apoptozisle ilgili adenozin monofosfat 

aktive edici protein (AMPK)’ı aktive eder ve COX-2 supresyonunu inhibe ederek antiproliferatif 

etkisini gösterir (87). 

 Nörolojik hastalıklar ve olekantal 

 Li ve ark. oleokantalin in vitro ortamda PHF6(paired helical filaments-6) peptidi ile 

yapı oluşturarak tau fibrilizasyonunu inhibe ettiğine dair önemli veriler raporlamışlardır (71). 

Nörodejeneratif hastalıklarda (Alzheimer hastalığı) sıklıkla görülen lezyonlar tau proteini 

hiperfosforilasyonudur ve tau’nun fosforilasyonunda PHF6 isimli mikrotübül bağlayıcı bölgede 

önemi olan peptid görev alır. Sonuç olarak oleokantal PHF6 proteininde modifikasyona yol 

açarak tau-tau birleşmesini ve bunu takip eden fibril formasyonunu engeller. Monti ve ark. 

oleokantalin tau proteinin yapısında değişimlere yol açtığını raporlamışlardır(72). Alzhemier 

hastalığınmın diğer bir karakteristik lezyonu beta-amiloid peptidlerdir(88). Bunların A beta 

diffusable ligands (ADDL) alzheimer hastalığında nörotoksik etkileri başlattığına inanılır (74). 

İn vitro çalışmalar olekantalin ADDL’lerinde yapısı bozduğunu destekler, böylece hipokampal 

nöronlar ADDL’lerin toksik etkilerinden korunur (74).  

 Özetle günlük sızma zeytinyağı alımının fazla olduğu Akdeniz toplumlarınca tüketilen 

diyetler 40 yılı aşkın süredir dikkatle araştırılmaktadır. Bu diyetin daha olumlu sağlık profili ile 
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ilişkili olduğu ve sızma zeytinyağı’nın birçok sağlık parametresi üzerinde iyi yönde etkileri 

olduğu bulunmuştur. Birçok çalışmada bir sızma zeytinyağı fenoliği olan olekoantalin 

antiinflamatuar etkisi araştırılmıştır. Oleokantal kanser, nörodejeneratif ve dejeneratif eklem 

rahatsızlıkları gibi çok sayıda kronik inflamatuar hastalığın tedavisinde terapötik bir ajan olarak 

ismini duyurmaktadır. Oleokantalin dejeneratif markırların düzeyini azalttığı, Alzheimer 

hastalığının patogenezini engellediği ve nöro- protektif rol oynadığı in vitro olarak 

kanıtlanmıştır. Dahası OK için tümörün indüklediği hücre transformasyonunu engellemesinin 

yanı sıra kanser hücrelerinin apoptozisini arttırır, proliferasyonunu ve migrasyonunu azalttığı 

düşünülmektedir. Ancak gelecekte oleokantalin bir farmakolojik ajan olarak kullanılabilmesi 

için in vivo çalışmalara gerek duyulacaktır. 

 

                                            5.MATERYAL VE METOD 

 

Hücreler iki grupta incelendi. Grup-1: Olekantal ile tedavi edilen Nöroblastoma hücreleri 

Grup-2: Olekantal ile tedavi edilen kemik iliği stromal kökenli kök hücre nöronları. 

 

5.1.Nöroblastoma Kanser Hücrelerinin elde edilmesi:   

Nöroblastoma hücreleri kültür ortamında (flask içinde) %5 fetal calf serum, %5 horse serum, %1 

penisilin/streptomisin solüsyonu (10000 U/10mg) ve % 0.1 gentamisin (50 mg/ml) içeren 

yüksek glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 

CO2 koşulları sağlayan etüv içinde çoğaltıldı. Proliferasyon medyumu: %5 fetal calf serum+ %5 

horse serum+ % 0.1 penisilin/streptomisin solüsyonu+ gentamisin solüsyonu üzerine yüksek 

glukozlu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 100ml tamamlanarak elde edildi. 

Farklılaşma Besiyeri; % 0,1 Penisilin/streptomisin solüsyonu + 0.5mM d-cAMP + gentamisin 

solüsyonu üzerine 100 ml tamamlanacak şekilde yüksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi. 

Çoğalan Fare Nöroblastoma dizin hücreleri farklılaşma besiyeri etkisi altında nörit uzatması 

yapıp nöritleşerek farklandılar (Resim-3) 
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Resim-3: Fare Nöroblastoma dizin hücrelerinin A-) Çoğalması ve B-) Farklılaşma besiyeri etkisi altında nörit 

uzantılarının gösterilmesi 

 

 5.2.Kemik İliği Kök Hücre Eldesi:  
 Bu çalışmada 200±50 gr ağırlığındaki Winstar sıçanlar kullanıldı. Genel anestezi altında, asepsi-

antisepsi kurallarına uyularak, steril koşullar altında, femur ve tibialar çıkartılarak steril 

PBS(fosfat tampon solüsyonu) içine alındı. Femur ve tibialar steril hava kabini içinde, 

çevrelerindeki kas dokusundan dikkatlice temizlendi. Metafizel uçları kesildi, insülin enjektörü 

ile kemik iliği boşluğuna primer besi ortamı (α-MEM + %15 FCS + % 0,4 penisilin + %0,4 

streptomisin + % 0,1 amfoterisin B + %1 gentamisin)  verildi ve kemik iliği besi ortamı içinde 

toplandı. Santrifüj tüpü içindeki kemik iliği pipetlenerek hücre süspansiyonu haline getirildi. 

Kemik iliği, primer besi ortamı içinde 5 dakika süreyle 1000 rpm'de santrifüj edilerek iki kez 

yıkandı. Santrifüj sonunda süpernatant dökülerek hücreler primer besi ortamı ile süspanse edildi 

ve 25 cm2’lik hücre kültür kabında, 37°C' de ve %5 CO2 koşulunda inkübasyona kaldırıldı. Üç 

gün sonra, hematopoietik hücreler ve yüzeye tutunmayan hücreler besi ortamının alınmasıyla 

uzaklaştırıldı ve hücre kültür kabının yüzeyine tutunmuş olan hücreler primer besi ortamı 

eklenerek inkübasyona kaldırıldı (Deliloglu-Gurhan, 2009).  

 

5.3.Kemik İliği Kök Hücre Çoğaltılması ve Farklandırılması:  
Sıçanın femur ve tibiasından alınan kemik iliği hücreleri ayrıştırmayı takiben 25 cm2’lik hücre 

kültür kabı içinde primer besi ortamına (α-MEM + %15 fötal sığır serum + penicilin(100U/ml) + 

streptomisin(100U/ml)+ amfoterisin B + gentamisin) alınarak 37 0C’de ve %5 CO2 koşulunda 

inkübasyona kaldırıldı ( HeraCell, Kendro Laboratory, Germany). Üç gün sonra, hematopoietik 

hücreler ve yüzeye tutunmayan hücreler besi ortamının alınması ile uzaklaştırıldı ve hücre kültür 
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kabının yüzeyine tutunmuş olan hücreler farklılaşma besi ortamı eklenerek aynı koşullar altında 

inkübasyona kaldırıldı. Bu primer kültürlerden hücrelerin üremesi morfolojik olarak fazkontrast 

ataçmanlı inverted mikroskopta incelendi ve mikrofotografi ile görüntülendi. Hücrelerin 

üremesine göre 2-3 günde bir hücrelerin kültür ortamı değiştirildi. Bu ortam değişikliklerinden 

sonra kültür kabının yüzeyine yapışan hücreler KHSH’dir(Cıncık M, 2002). Konfluent olan 

hücreler dondurularak saklandı. Bu çalışmada daha önce elde edilip dondurulmuş hücreler 

kullanılarak deneyler gerçekleştirildi. Bekledikleri -80 derece soğuktan çıkarılan hücreler kültür 

ortamına alınıp çoğalmaları sağlandı. Çoğalan hücreler semikonfluent aşamada farklanma 

besiyeri etkisi altında nörit uzatarak sinir hücresine farklandılar (Resim-4). 

 
Resim-4: Kemik iliği kök hücre sinir hücresinin semikonfluent aşamada A-) Çoğalması B-) Farklanma besiyeri 

etkisi altında nörit uzantılarının gösterilmesi 

 

5.4.Nörotoksisite Tarama Yöntemi:   

24 örnek (well) içeren tabaklara (plate), her bir örnek içinde 25000 hücre/ml hücre, 500µl ilk üç 

kuyucuğa proliferasyon medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan kuyucuklara serum içermeyen 

DMEM içine dibütiril cAMP (0,5 mM) eklenerek oluşturulan farklılaşma medyumu 

(proliferasyon medyumu) konuldu. 24 saat sonra her bir konsantrasyon için farklılaşma 

medyumu içeren 3 örnek içine Oleokantal 1, 10, 100, 1000, 10000, 100000 µM 

konsantrasyonlarda konuldu. Ayrıca çözücü olarak kullanılan etanol çözücü olarak kullanıldığı 

miktarda 20 ml hacimde 3 kuyucuk içine eklendi (pozitif kontrol). 24 saat sonra hücreler 20 

dakika %4 PBS(fosfat tampon solüsyonu) içinde çözdürülmüş formaldehid içinde fikse 

edildikten sonra 5 dakika Coomassie Blue boyasında (% 0.6) bekletildi. Boyanmış örnekler daha 

sonra 2 kez önce PBS daha sonra distile su ile yıkandı. Bir gece kurumaya bırakıldı. Işık 

mikroskobu altında rasgele seçilen 10 farklı sahadan 80 hücrenin nörit uzunlukları görüntü 

analiz sistemi ile ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu değerleri % inhibisyon ile değerlendirildi (20).  
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  Pozitif kontrol nörit uzunluğu - Madde konulan nörit uzunluğu 

% İnhibisyon= ---------------------------------------------------------------------------- 

   Pozitif kontrol-Negatif kontrol 

 

5.5.MTT (3-(4,5-dimethylthiazol–2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) Analizi:  

Hücrelerin kültür ortamındaki canlılığının değerlendirilmesinde bu hücrelerin mitokondrial 

fonksiyonları, dolayısıyla canlı hücre yoğunluğu kolorimetrik bir test yöntemi olan MTT 

(mitokondrial aktivite) testi ile belirlendi. Bu test, sarı, suda çözünebilen MTT boyasının aktif 

mitokondrilerdeki elektron akımı yoluyla mor formazan ürünlerine dönüşmesini ölçer. MTT mor 

renkli formazan ürünlerinin azalması hücre yaşama ve çoğalmasını ölçer. Hücreler 0,5 mg/ml 

MTT solüsyonu ile 4 saat inkübe edildi. Daha sonra medyum uzaklaştırıldı. Kültür kabının her 

gözüne dimetilsülfoksit (DMSO) eklendi.  Formazan tuzları DMSO ile çözüldü ve absorbans 

570 nm’de, 690 nm referans filtreye karşılık mikroplaka okuyuculu spektrofotometre (Versa 

Max, Molecular Device, USA) de ölçüm yapıldı. Hücreler 24 gün boyunca her 3 gün de bir 

ölçüldü (Beccheroni A ve ark. 2003). 

Canlı hücre yoğunluğu kolorimetrik bir test yöntemi olan MTT testi ile belirlendi. 

Nöroblastoma hücreleri, 15x103 hücre gelecek şekilde örneklere konduktan sonra, oleokantal 1, 

10, 100, 1000, 10000, 100000 µM konsantrasyonlarda ortama ilave edildi. 48 saat inkübe edildi. 

Süre tamamlandıktan sonra, her örneğe ortama 50 µl MTT ilave edildikten 4 saat sonra canlı 

hücrelerin mitokondrilerinde formazona çevrilen MTT’yi solubl hale getirmek amacıyla 1 ml 

isopropanol eklendi ve optik okuyucuda 570 nm dalga boyunda optik dansiteleri 

spektrofotometrede okutuldu. Kontrol grubuna göre % olarak hesaplandı.   

 

5.6. İndirekt immünohistokimyasal Analiz NOS immünişaretlemesi 
Yöntem 24 kuyucuklu kültür kabında çoğaltılan hücreler 48 saatteki ilaç uygulamalarını takiben 

kültür vasatı atıldı, hücreler bir defa steril PBS(fosfat tampon solüsyonu) ile yıkandıktan sonra 

%4’ lük paraformaldehit ile 30 dk. fikse edildi. Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dk. PBS ile yıkandı. 

%3 lük hidrojen peroksit (H2O2) uygulandı (5 dk) ve 3 defa PBS ile yıkandı. Permeabilizasyon 

için %0,1 lik Triton-X 100 (T8787 -Sigma Chemical Co. St Louise, Missouri, USA) ile 15 dk. 

inkübe edildikten sonra 3 defa PBS ile yıkandı. 1 saat blocking uygulamasından sonra 

yıkamadan anti-iNOS ve anti-eNOS antikorları ile 1 gece inkübe edildi. Kullanılan antikorlar 

1:100 Anti- iNOS Sc- 651 Anti-Rabbit polyclonal IgG Santa Cruz (CA, USA) 1:100 Anti-eNOS 

Sc- 654 Anti-Rabbit polyclonal IgG Santa Cruz (CA, USA). Ertesi gün 3 defa PBS ile 

yıkandıktan sonra ikincil antikorlar biotin (30 dk.) ve ardından streptavidin (30 dk.) uygulandı. 
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İki uygulama arasında ve son uygulamadan sonra 3 defa PBS ile yıkamalar yapıldı.  

 

 

DAB(Diaminobenzidin) kromojeni uygulanarak immunoreaktivitelerin görünürlüğü sağlandı. 

İmmunoreaktivitelerin spesifik olup olmadığını test etmek amacı ile birer kesit kontrol boyaması 

için ayrıldı ve primer antikor uygulanmadan boyama gerçekleştirildi. Distile su ile yıkanan 

örnekler kapatma mediumu (Clear Mount, Mounting Medium Invitrogen, USA) ile kaplanarak 

kapatıldı ve fotoğrafları ışık mikroskobu ile çekildi (Demir R, 2008). 

 

 

5.7.TUNEL İmmunohistokimyası 

TUNEL yöntemi (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP Nick –End 

Labeling) apoptotik hücre ölümünün belirlenmesinde değerlendirildi. DeadEnd Colorimetric 

TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanılarak yapıldı. Doku kültürü kuyucuklarındaki 

örnekler %4 paraformaldehit ile 15 dakika oda ısısında fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda 

ısısında yıkandı. 1/500 oranında PBS(fosfat tampon solüsyonu) ile dilüe edilen 20-µg/ml 

proteinase K 20 dakika örneklere uygulandı. PBS ile yıkamayı takiben %4’lük paraformaldehit 

ile 5 dakika yeniden fiksasyon yapıldı. 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı. Kesitler 5-10 

dakika Equilibration buffer ile oda ısısında tutuldu. TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37 

0ºC’de 60 dakika plastik cover slipler kesitleri kapatacak şekilde konarak tutuldu. 15 dakikalık 

SSC yıkamasının ardından 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı. 3- 5 dakika hidrojen peroksit 

uygulanması sonrası 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı,1/500 oranında PBS ile hazırlanan 

Streptavidin HRP solüsyonu ile 30 dakika oda ısısında inkübasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS 

ile oda ısısında yıkandı ve ardından DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapıldı, birkaç kere 

distile su ile yıkama yapıldı. Artalan boyaması Mayer’s Hematoksileni ile yapıldı. Kör yöntemle 

TUNEL pozitif hücreler saptanmaya çalışıldı. Negatif kontrol için primer antikor yerine PBS, 

pozitif kontrol olarak da apoptozis olduğu bilinen testis dokuları kullanılabilir. Elde edilen 

boyanmış yayma preperatları Olympus x40 ışık mikroskobu ile değerlendirilmiştir. TUNEL 

yöntemi ile boyanan preperatlarda boyanan hücre sayıları % olarak belirtilmiştir. Ortalamalar 

istatiksel olarak değerlendirildi (Tuğlu Mİ, 2006). 
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5.8.İstatistiki Analiz: 

İmmunohistokimyasal boyamalarda H skorlaması ile yapılan değerlendirmelerde Graphpad 

istatistik yazılımı ile anlamlılık değerlendirildi. H-skor için toplam her alanda yüz hücre sayıldı.  

Hücreler boyanma şiddetlerine göre (1) yok veya hafif, (2) orta, (3) şiddetli ve (4) çok şiddetli 

olarak skorlandı. Boyanma üç kere tekrarlandı. Boyanma şiddetleri H-skor yapılarak istatistiksel 

olarak ANOVA istatistik testi ile karşılaştırmalı olarak değerlendirildi. Toplam boyanan hücre 

sayısı (%) X (Boyanma şiddeti + 1) /100 formülü ile H-skor, 1 – 500 arasında olacak şekilde 

değerlendirildi. H SCORE (histolojik skor) elde edilmiştir. H SCORE=∑Pi(I+1). Burada, I 

boyama şiddetini göstermektedir (0= ekspresyon yok, 1=hafif, 2=orta, 3=yoğun ve 4=şiddetli) ve 

Pi her yoğunluk için boyanan hücre yüzdesidir  

TUNEL boyama için, rastgele seçilen her bölüm alanlardan 100 TUNEL pozitif hücreler sayıldı. 

Apoptotik hücre yüzdesi 0:  apoptosis yok, 1: 1–10% apoptosis, 2: 11–25% apoptosis, 3: 26–

50% apoptosis, 4: 51–75% apoptosis, ve 5: 75% den fazla apoptosis olarak değerlendirildi. 

Sonuçlar, GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) one-way ANOVA testi 

kullanılarak hesaplandı. 

 

                                                         6.BULGULAR 

6.1. Sinir Hücrelerinin Kültür Yaşamı  

Dondurulan hücrelerin çözdürülmesi sonrasında kültür ortamına alındı ve çoğalmaları izlendi 

(Resim-5). Hücreler  çoğalarak semikonfluent ve konfluent oldular, kontakt inhibisyona 

uğradılar  ve pasajları yapılabildi. Hücrelerin epiteloid ve küçük nöritleri ile yapıştığı, 

yuvarlaklaşarak çoğaldığı ve farklılaşma besiyerinde faktor etkisi ile uzun nöritler yaparak 

farklılaştığı görüldü.  
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Resim-5: Fare Nöroblastoma sinir dizin hücrelerinin kültür kabına yerleşip çoğaldıkları görülmekte (A-B-C-D). A-

B) Birinci gündeki dizin hücrelerinin yerleşip çoğalması sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon.C-D) Ikinci gündeki 

dizin hücrelerinin yerleşip çoğalması sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon.E-F) Üçüncü günde semikonfluent 

aşamadaki fare nöroblastoma sinir dizin  hücrelerinin farklılaşma besiyerine alınarak nörit uzatmaları sağlandığında 

tipik sinir hücresi gibi davrandıkları görüldü sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon 

 

Kök hücrenin benzer biçimde çoğaldığı ve farklılaşma besiyerinde faktor etkisi altında 

sinir hücresine döndüğü görüldü (Resim-6). Hücreler bipolar tarzda morfolojileri ve adheziv 

karakterleri ile çoğalma aşamasını gerçekleştirdikleri ve bundan sonraki aşamada farklılaşma 

besiyeri etkisi altında nörit uzatarak sinir hücresine döndükleri izlendi. 
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Resim-6: Kemik İliği Kök Hücre sinir hücresinin kültür kabına yerleşip çoğaldıkları görülmekte. (A-B-C-D). A-B) 

Birinci gündeki kök hücrelerin yerleşip çoğalması sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon.C-D) Ikinci gündeki kök 

hücrelerin yerleşip çoğalması sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon. E-F) Üçüncü günde semikonfluent aşamadaki 

kök hücrelerin farklılaşma besiyerine alınarak nörit uzatmaları sağlandığında tipik sinir hücresi gibi davrandıkları 

görüldü sırasıyla x 40 ve 200 magnifikasyon. 

 

Kök hücreden nörit uzatarak sinir hücesine dönen hücrelere immunohistokimyasal boyamalar ile 

belirteçlere bakıldığında büyük çoğunluğun sinir hücresine işaret eden nestin ve tubulin pozitif 

olduğu ayrıca az miktarda astrosit için GFAP ve Oligodentrosit için pozitif boyandığı 

görüldü(Resim-7) 
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       birinci gün, yapışan hücre x200         birinci gün yapışan hücre, x200 

 
 

         ikinci gün, çoğalan hücre x200           ikinci gün, çoğalan hücre x200 

Resim-7: Kök Hücre farklılaşma besiyerine alınarak nörit uzatmaları sağlandığında tipik sinir hücresi gibi oldukları 

morfolojik olarak görülmesinin yanısıra hücrelerin büyük çoğunluğunun  nestin ve tubulin pozitifliği göstermesi bu 

farklanmayı desteklemektedir. Ancak az da olsa astrosit ve oligodentrosit farklanmasıda görülmektedir. 

 

 

 

 

6.2. Sinir Hücrelerinin toksik etki için MTT analizi  

Hücre canlılığı ve çoğalması için yapılan ve mitokondriyal sağlamlığa dayanan MTT ile 

gerçekleştirilen deneylerde MTT öncesi faz kontrast görüntülerde uygulama sonrası hücrelerin 

durumu gözlendi. Yüksek dozlarda FNSH(fare nöroblastoma sinir hücresi) için toksik olduğu 

ancak KHSN(kök hücre sinir hücresi) için hücrelerde herhangi bir değişikliğin oluşmadığı 

saptandı. 
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Resim-8) MTT analizi ile Oleokantalin toksik etkisinin nöroblastoma ve kök hücre sinir  hücreleri üzerine etkisinin 

küçük ve büyük büyütmede faz kontrast görüntüleri. IC50  dozu (1000 µM)  ile en düşük konsantrasyon (1 µM) dozu 

karşılaştırıldığında her iki grup sinir hücrelerinin zarar görmediği görüldü. IC50 dozu (1000 µM) ile en yüksek 

konsantrasyon (100000 µM ) dozu karşılaştırıldığında; nöroblastoma kanser dizin hücrelerinin ölürken, kök hücre 

sinir hücreleri için toksik etkinin oluşmadığı ve konfluent hücre durumunun korunduğu izlendi.   
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Resim-9:MTT analizinde Oleokantal uygulamasının nöroblastom ile kök hücre sinir hücresi üzerine toksik 

etkisinin karşılaştırılmasında, kök hücre üzerine toksik etkinin anlamlı bir şekilde daha az olduğu görüldü 

(p<0.05). IC50 (1000 µM)  doz uygulanımında bu etkinin daha da anlamlı bir şekilde düşük olduğu saptandı 

(p<0.001).  

 

IC50 DOZUNDA OKSIDATIF STRES VE APOPTOZ  ANALIZI 

Fare Nöroblastoma Sinir Hücresi Kök Hücre Sinir Hücresi 
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iNOS x200 iNOS x200 

  

eNOS OK x200 eNOS OK x200 

  

TUNEL OK x200 TUNEL x200 

Resim-10: IC50 dozunda iNOS, eNOS ve TUNEL immunohistokimya analizi. Nöroblastoma ile kök hücre sinir 

hücresi karşılaştırıldığında iNOS, eNOS ve TUNEL boyamalarında H skorlamalarının kök hücre sinir  hücrelerinde 

daha düşük olduğu ve toksik etkinin daha az gerçekleştiği görüldü. 
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Resim-11) Skorlama ile iNOS, eNOS ve TUNEL immunohistokimyasının değerlendirilmesi. Oleokantal 

uygulamasının nb2a ile karşılaştırıldığında KHSH toksik etkisinin anlamlı bir şekilde daha düşük olduğu ve IC50 

dozlarının anlamlı bir şekilde farklı olduğu saptandı. Oleokantal uygulaması yapılmamış hücrelerin İHK ile bulunan 

H skorlarının Oleokantal  uygulaması yapılmışlara yüzdesi olarak ifade edilen oksidatif hasar ve apoptoz bağlı 

ölümde anlamlı bir etki saptandı 
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6.3. Sinir Hücrelerinin NTT analizi ile nörit inhibisyonu 

 

Resim-12) IC50 dozunda NTT analizi ile Oleokantal toksik etkisinin Nöroblastoma ve Kök hücre sinir hücresinin 

küçük ve büyütmede faz kontrast görüntüleri. Oleokantal nöroblastoma nöritlerine belirgin ve anlamlı inhibisyon 

yaparken,  Kök hücre sinir hücresi nöritlerinde belirgin inhibisyona neden olmadı. 
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Resim-13:  NTT ile Oleokantal uygulamasının nb2a ile karşılaştırıldığında KHSH toksik etkisinin   

anlamlıbir şekilde daha az olduğu ve IC50 dozlarının anlamlı bir şekilde düşük olduğu saptandı. 
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                                       7.TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
 

          Kansere karşı geliştirilen yeni tedavi yaklaşımlarına rağmen  çocukluk çağı kanser 

ölümlerinin yaklaşık %15’inden nöroblastoma tümörleri sorumlu tutlmaktadır. Biyolojik 

davranışında değişkenlik ve agresif bir yol izlemesinden dolayı prognoz sağaltımı sorunlu 

olabilmektedir. Nöroblastomada tedavi süreci cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi farklı 

yöntemlerin uygulanmasıyla birlikte uzun bir süreci kapsamaktadır.  Buna ilaveten 

nöroblastoma rekürrensleri yüksek düzeyde tedavi rezistansı göstermekte ve çok kötü bir 

prognoz sergileyip genellikle ölümcül seyretmektedir. İleri dönem nöroblastoma 

taşıyıcılarında agresif bir tedaviye rağmen kötü sonuçlar alınması, yeni tedavi yaklaşımlarını 

gerekli kılmaktadır (47). Nöroblastoma da diğer birçok tümörde olduğu gibi, apoptoz tümör 

gelişimi için önemli bir mekanizmadır ve bu konuda çeşitli çalışmalar yapılmıştır 

(91,92,93,94). Tümorogenezde kontrolsüz hücre bölünmesi, yaşlanmanın bastırılması, 

apopitozisin inhibisyonu, anjiogenez indüksiyonu gibi çok aşamalı işlemler 

gerçekleşmektedir. Programlanmış hücre ölümü olarak bilinen apopitozisin erken 

dönemlerinde  kaspaz proteinleri aktive olurlar. Bu proteinler normal hücresel fonksiyonlar 

için gerekli olan, özellikle hücre iskeleti yapısal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan 

nükleer proteinlerin parçalanmasından sorumludur. Bunun sonucunda hücrede bazı 

morfolojik değişiklikler gözlenmektedir. Bunlar hücre sitoplazmasının büzüşmesi, membran 

kabartıları şeklindeki apopitotik cisimlerdir. Apopitozisi aktive ve inhibe eden birçok faktör 

bulunmaktadır. 

      Nöroblastoma hücreleri, hücre döngüsünün durdurulması, apopitozun indüklenmesi ve N-

myc expresyonunun azaltılması gibi çeşitli anti-tümör mekanizmalarının değerlendirilmesinde 

in vitro model olarak kullanılmıştır (91,92,93). Wai Wing ve ark. yaptıkları in vitro çalışmada 

Omega-3 çoklu doymamış yağ asitlerinin insan nöroblastoma hücreleri üzerine konsantrasyon 

bağımlı olarak antiproliferatif etkisinin olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada, yağ asit 

komponentleri olan dokosaheksaenoik asit ve eikosapentaenoik asitin hücre döngüsünü 

G0/G1 fazında durdurduğu ve böylece S fazındaki hücre yüzdesinde belirgin azalmaya neden 

oldukları raporlanmıştır (91).  

      Y Shi ve ark. yaptıkları in vivo ve in vitro çalışmalarda, Dual Spesifik Protein Fosfataz 26 

inhibitörü olan NSC-87877 nin (8-hidroksi-7 - [(6-sülfo-2-naftil) azo] -5-quinolinesulfonik 

asit) p53 ve p38 tümör suppressor yolaklarını MAPK (Mitojen active edici protein kinaz) 

aracılığı ile aktive ederek, nöroblastoma hücrelerinde sitotoksisiteye neden olduğunu 
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bildirmişlerdir (92) 

     Bir diğer çalışmada ise Sagar Shelake ve ark. Retinoik asit ve Tolfenamik asit 

kombinasyonunun SP1 transkripsiyon faktörünü (hücre büyümesi, apoptozis, invazyon ve 

metastazda etkili faktör) inhibe ederek nöroblastoma hücrelerinde antiproliferatif etki 

gösterdiklerini bildirmişlerdir (93). 

     Yonehara ve ark. Aloe veranın antiproliferatif etkisini değerlendirmek üzere nöroblast 

hücreleri ile yaptıkları in vitro çalışmada, hücre sayımı, Ki-67 boyanması ve gen 

ekspresyonunu değerlendirmişlerdir. Çalışmada, aloe veranın, Ki-67 boyanmasında vede 

CCND2 mRNA gen ekpresyonunda azalmaya yol açarak anti proliferatif etki gösterdiklerini 

raporlamışlardır(94).  

     İlk olarak 1990’ların başında sızma zeytinyağı’nın içeriğindeki bir fenolik komponent 

olarak saptanan(79) Oleokantalin yapılan deneysel çalışmalar sonrasında, COX-1 ve COX-2 

‘yi inhibe ettiği, p53’ü fosforile edip, tümör hücresinde apoptozisle ilgili adenozin monofosfat 

aktive edici protein (AMPK)’ı aktive ettiği, PHF6(paired helical filaments-6) proteininde 

modifikasyona yol açarak tau-tau bağlanmasını engellemede etkili olduğu bildirilmiştir. Bu 

etkilerinden yararlanılarak  meme, prostat, multipl myelom, gastrointestinal kanserler ve 

Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıklardaki etkilerini araştırmak üzere bir çok in vitro ve in 

vivo çalışmalar yapılmıştır(70,71,72,74,87,88). 

    Scotece ve ark. Oleokantalin MIP-1α ekspresyonunu inhibe ettiğini, ERK1/2 ve AKT 

sinyal yolağını inhibe ederek multipl myelom hücrelerinde apoptoza neden olduğunu 

bildirmişlerdir (76). 

    Mohamed R ve ark. yapmış oldukları in vitro çalışmada, oleokantalin c-met bağımlı sinyal 

yolağını inhibe ederek meme kanser hücrelerinde G1 hücre döngüsünü durdurduğunu ve 

apoptoza neden olduğunu raporlamışlardır (95) 

    Yapmış olduğumuz çalışmada, oleokantalin kültür ortamındaki nöroblastoma kanser 

hücreleri üzerine hücre canlılığı, oksidatif stres, nörit inhibisyonu ve apoptotik etkilerini 

araştırdık. Oleokantal maddesinin nöroblastoma kanser hücrelerini doz bağımlı olarak 

etkilediği ve IC50 dozunda her dört etkinin de daha belirgin olarak saptandığı gözlemlendi.  

    Hücre canlılığı için yapılan MTT analizinde, Grup-1’ de (Olekantal ile tedavi edilen 

Nöroblastoma hücreleri) hücre canlılığı, Grup-2’ ye (Olekantal ile tedavi edilen kemik iliği 

stromal kökenli kök hücre nöronları) oranla daha az olup bu fark istatistiki açıdan anlamlı idi 

(p<0,001) 

    Oksidatif stresi değerlendirmek için kullanılan i-NOS ve e-NOS boyamaları  Grup-1’ de 

Grup-2’ ye oranla daha fazla olup bu fark istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,005) 
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    Nörit inhibisyonu için yapılan nörotoksisite tarama tesi analizinde, oleokantalin nöroblast 

hücrelerinde nörit büyümesini belirgin olarak engellerken kök hücre kökenli nöronlarda daha 

az nörit inhibisyonuna yol açtığı saptandı ve bu fark istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,005).     

    Apoptozu değerlendirmek için yapılan TUNEL boyamanın Grup-1 deki hücrelerde Grup-2 

deki hücrelere oranla daha belirgin olduğu saptandı ve bu farkta istatistiki olarak anlamlılık 

göstermekteydi (p<0,001) 

     Sonuç olarak yapmış olduğumuz çalışma ile, Oleokantal’in kültür ortamında 

neuroblastoma kanser hücreleri üzerindeki etkileri gösterilmiştir. Oleokantalin, nöroblastoma 

kanser hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi TUNEL yöntemiyle gösterilmiş olup, gelecekteki 

oleokantal tabanlı kanser tedavileri için gerek tek başına gerekse çeşitli sitotoksik ilaçlarla 

kombine olarak kullanımı açısından önemli bir potansiyel olarak görülmektedir. 
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