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1. OZET

Noroblastom (NB) genellikle sporadik olarak ortaya ¢ikan , ¢ocukluk doneminin en
stk goriilen ekstrakraniyal tiimordiir. Pediatrik kanser tedavisindeki gelismelere ragmen
(Cerrahi,kemoterapi, radyoterapi) yasama oran1 %40’larin altinda kalmaktadir. Bu nedenle
diger santral sinir sistemi tiimorlerinde oldugu gibi noéroblastomada da farkli tedavi
yaklagimlar gerekli goriilmektedir.

Noroblastoma da diger birgok tiimdrde oldugu gibi, apopitoz timor gelisimi igin
onemli bir mekanizmadir ve bu konuda c¢esitli calismalar yapilmastir.

Yapmis oldugumuz calismada,sizma zeytinyagindan elde edilen bir fenolik
komponent olan oleokantalin kiiltiir ortamindaki néroblastoma kanser hiicreleri lizerine hiicre
canlili1, oksidatif stres, norit inhibisyonu ve apoptotik etkilerini aragtirdik. Oleokantal
maddesinin néroblastoma kanser hiicrelerini doz bagimli olarak etkiledigi ve ICso dozunda her

dort etkinin de daha belirgin olarak saptandigi gozlemlendi.

2.GIRIS VE AMAC

Giris: Cocukluk ¢agi kanser dliimlerinin yaklasik %15’ inden néroblastoma tiimoérleri sorumlu
tutlmaktadir. Biyolojik davranisinda degiskenlik ve agresif bir yol izlemesinden dolay1
prognoz sagaltimi1 sorunlu olabilmektedir. Noroblastoma da diger bir¢cok tiimérde oldugu
gibi, apoptoz tiimor gelisimi i¢in dnemli bir mekanizmadir ve bu konuda cesitli ¢alismalar
yapilmigtir. Noroblastoma hiicreleri, hiicre dongiisiinlin ~ durdurulmasi, apoptozun
indiiklenmesi ve N-myc expresyonunun azaltilmasi gibi ¢esitli anti-tiimor mekanizmalarinin
degerlendirilmesinde in vitro model olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada, oleokantalin in vitro

noroblast kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Materyal ve Method: Hiicreler iki grupta incelendi. Grup-1: Olekantal ile tedavi edilen
Noroblastoma hiicreleri Grup-2: Olekantal ile tedavi edilen kok hiicre noron hiicreleri.
Oleokantalin ICsp dozunda hiicre canlilifi, oksidatif stres, ndrit inhibisyonu ve apoptoz

tizerine etkileri arastirildi.

Bulgular: Hiicre canlilig1 i¢in yapilan MTT analizinde, Grup-1’ de (Olekantal ile tedavi



edilen Noroblastoma hiicreleri) hiicre canlilii, Grup-2’ ye (Olekantal ile tedavi edilen kemik
iligi stromal kokenli kok hiicre ndronlart) oranla daha az olup bu fark istatistiki agidan anlaml
idi (p<0,001). Oksidatif stresi degerlendirmek icin kullanilan i-NOS ve e-NOS boyamalari
Grup-1’ de Grup-2’ ye oranla daha fazla olup bu fark istatistiki olarak anlamli idi (p<0,005).
Norit inhibisyonu i¢in yapilan norotoksisite tarama tesi analizinde, oleokantalin noroblast
hiicrelerinde ndrit biiylimesini belirgin olarak engellerken kok hiicre kokenli noronlarda daha
az norit inhibisyonuna yol actig1 saptandi ve bu fark istatistiki olarak anlamli idi (p<0,001).
Apoptozu degerlendirmek i¢in yapilan TUNEL boyamanin Grup-1 deki hiicrelerde Grup-2
deki hiicrelere oranla daha belirgin oldugu saptandi ve bu farkta istatistiki olarak anlamlilik

gostermekteydi (p<0,005).

Sonuc: Oleokantalin kiiltlir ortaminda neuroblastoma kanser hiicreleri lizerindeki etkileri
gosterilmistir. Oleokantalin, noroblastoma kanser hiicreleri {izerindeki apoptotik etkisi
TUNEL yontemiyle gosterilmis olup gelecekteki oleokantal tabanli kanser terapileri igin
gerek tek basina gerekse cesitli sitotoksik ilaglarla kombine olarak kullanimi agisindan 6nemli

bir potansiyel olarak goriilmektedir.

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 ICso

were studied.

Results: In MTT analysis, used for detecting cell viability, in Group 1 the cells were less



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 BIiLGIiLER

4.1.PeriferalNoroblastik Tiimorler

4.1.1.Tarihce

Noroblastom ile ilgili bilgi ve veriler 17. yiizyila kadar dayanmaktadir. 1864 yilinda
Alman fizik¢i Rudolf Virchow, bir ¢ocukta karin boslugunda olusan tiimdriin ’gliom’
oldugunu belirtmistir. 1891 yilinda Alman patolog Felix Marchand, sempatik sinir
sisteminden ve adrenal medulladan elde edilen tiimoriin karakterisitk Ozelliklerini fark
etmistir(1,2). 1901 yilinda ise William Pepper, hastaligin 4S evresinde olan bebeklerde
(karaciger metastazt bulunup kemige yayillmayan tiirii), hastalifi belirgin bir sekilde
aciklamistir(3). 1910 yilinda James Homer Wright bu tiimoriin Onciil noral hiicrelerden
koken aldigini anlamis ve adina *Noroblastom’ demistir (3,4). Wright daha 6nce sarkoma

teshisi koyulan vakalar1 toplamis ve sonralart fetal adrenal medullada olgunlagsmamis



hiicreler olarak nitelendirilecek olan noral fibril ve demetlerini fark etmistir (4).

Yakin zamanda yayimlanan ve noroblastom(NB) vakalar ile ilgili tarihsel bir bakis
acist kazandiran bir ¢aligmada, birinci diinya savasi sonrast hastalik iizerine yapilan ilk
tedavi ¢alismalar1 tanimlanmig ve ilk tedavi yonteminin pediatrik cerrahi miidahale oldugu
belirtilmistir(3). Daha sonrasinda yayinlanan bir ¢alismada ise, 217 vakada cerrahi miidahale
ile bolgesel tiimoriin tedavisinde basart kazanildigi agiklanmistir(5). Baska bir caligsmada,
biliyiik tiimore sahip vakalarda veya cerrahi miidahalenin yetersiz kaldigi durumlarda
hastalardan bir grubunun X-ray sagaltimi ile iyilestirildigi belirtilmistir(6). Kemoterapinin
kullanilmasindan yillar Once hastaligin agir seyrinden kurtulma sansinin, yasi biiyiik
cocuklara nazaran bebeklerde daha cok oldugu gozlemlenmistir. Sonrasinda klinik tedavi
uzmanlar1 bebeklerde metastatik yayillimin deri ve karacigerde tutulu kaldigini ayrica
hastaligin ~ tedavi uygulanmaksizin kendiliginden gerileyebildigini fark etmislerdir(7).
1960°’larda ¢ocuk hastalarda kemoterapinin ardindan sag kalimin arttigim1  bildiren

arastirmalar yayinlamig fakat hastaligin tekrardan niiksettigi gdzlenmistir(8,9).

4.1.2.Tanim ve Epidemiyoloji

Periferal noroblastik tiimorler (PNT) sempatik sinir sisteminin embriyojenik
neoplazmlaridir. PNT’ler ¢ocukluk c¢ag1 ve bebeklik doneminde en sik goriilen
ekstrakraniyal solid timérler olup her 10.000 dogumda 1 goriiliirler(15). Ik dort yasta
goriilen tim neoplazmlarin yaklagik %15’ini olusturmaktadirlar(12). Amerika Birlesik
Devletleri'nde NB’ ler 15 yas altt ¢ocuklarda goriilen tim  kanserlerin %7.2° sini
olusturur(1). Cinsiyetler aras1 siklig1 degisiklik gostermez. En sik 1-4 yas arasi
goriilmekle birlikte yagsla birlikte sikligi azalmaktadir. NB’ ler infantlarda en sik
goriilen malignitedir. 1985-2000 yillar1 Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program (SEER) verilerine gore NB icin 5 yillik sagkalim %65°dir. Irk ve cinsiyet
arasinda genel farklilik izlenmemektedir. Lokal veya bolgesel hastaligi olan infantlarda
yasam siiresi daha yiiksektir. Biiyiik cocuklar ve uzak metastazli hastalar i¢in yasam siiresi
azalmaktadir. Baz1 gebelik ve dogumsal faktorlerin, ebeveynlerin aldigi ilaglarin daha

dikkatli incelenmesi gerekmektedir.



PNT’de tan1 anindaki ortalama yas 22 aydir ve olgularin %95°1 10 yasindan once
tan1 almaktadir(16). Adrenal medulla, servikal, torasik, abdominal ve pelvik bolgedeki
sempatik ganglionlar, Zuckerkandl organi, sakral ve koksigeal kii¢lik sempatik ganglionlar
baslica lokalizasyonudur(17). Bunlar arasinda en sik olarak (%40) adrenal medullada
goriiliirler. Bunu abdominal (%?25), torasik (%15), servikal (%5) ve pelvik sempatik
ganglionlardaki (%5) yerlesimi takip eder(18).

4.1.3. Etyoloji

Noroblastom sempatik sinir sisteminin Onciil hiicrelerinden kaynaklanan bir
embriyonel tiimordiir. Sempatik sinir sistemi dogumdan sonra da yillar siiren bir siirecte
yeniden diizenlenir. Bu siirecin ayni zamanda ndroblastomun baslangic yast ile de
Ortiismesi noroblastik tiimorlerin gelisiminde sempatik farklilasmada rol oynayan temel
mekanizmalarda bozukluk oldugunu diigiindiiriir. Tiimo6r dokusunda embriyonik veya noral
katlant1 donemi ile iliskili MASHI1, HES1, c-kit, Notch, dHAND ve hASH1 gibi genlerin
saptanmast embriyonun normal gelisim ve farklilagmasi ile tiimor olusumu arasinda bag
oldugu diisiincesini destekler (10).

Noral katlant1 hiicrelerinden gelisen sempatik sinir sistemi hiicreleri noronlar
(ganglion hiicreleri), kromafin hiicreler ve kiiciik floresan ile boyanan (SIF- “small
intensely fluorescent”) hiicrelerden olusur. Noronlar paravertebral sempatik zincir
ganglionlarini, paraaortik trunkusu ve pelvik ganglionu olusturur. Adrenal bez medullasinda
da bulunurlar, ancak gelisim siireci i¢inde kaybolurlar. SIF hiicreleri sempatik ganglionlar
icinde tek veya kiimeler halinde bulunurlar; fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir.
Kromafin hiicreler ise paraganglionlari ve adrenal medullay1 olusturur. Paraganglia diger
sempatik yapilarla birlikte olusur, ancak dogumdan sonraki 2-3 yil icinde gerilemeye
baslar ve kaybolur. Bu doneme kadar merkezi sinir sistemi disinda en dnemli katekolamin
kaynagidir, bundan sonra adrenal medulla 6nem kazanir. Tiimor hiicre kaynaginin 6zellikle
adrenal noroblastomlarda, gelismekte olan adrenal medullada gegici olarak bulunan
noroblast topluluklart oldugu varsayilir. Dolayisi ile sempatik sinir sisteminde hiicre
biiyiimesi, farklilasmasi ve apoptozu sirasinda olacak degisikliklerin malign degisiklige

neden oldugu diistiniiliir (11).

Periferik noroblastik tiimorlerin gelisim silirecinde gerileme, ilerleme ve maturasyon



evreleri yer alir. Tiimoriin sinirl1 ve metastazlarin yalnizca cilt, karaciger ve kemik iliginde
oldugu bebeklerde hastaliktan 6liim %10-15’ten fazla degildir. Eger ilerleyici satha yagsami
tehlikeye sokacak sonuclara neden olmazsa veya kemoterapi veya radyoterapi ile
durdurulabilirse, apoptoz ile timor lezyonlar: kendiliginden geriler ve kaybolur. Bazen
tiimorde gerileme tam olmayabilir veya maturasyon bulgular izlenir (12). Ug aydan kiiciik
bebeklerde tanimlanan “in situ” noroblastomda genetik olarak anormal olan klonun yasla
birlikte geriledigi veya mature oldugu diisliniiliir. Onalt1 yas altinda adrenal tiimérlerden
40-50 kat fazla goriliir ki; bu siklik tarama ile saptanan noroblastomlardan fazladir (13).
Noroblastik tiimorlerde maturasyonun son asamasi gangliondromdur. Histogenetik ve
hiicre kiiltir caligsmalarinda tiimoér disindan gelen ve dokuyu istila eden Schwann
hiicrelerinin rolii oldugu diisiiniiliir. Kemoterapinin matiir olmayan noroblastik hiicrelerde
apoptoza neden oldugu, hatta alkilleyici ajanlarin maturasyonu uyardig diistiniiliir. Evre 4

hastalarin cogunda ve diisiik evreli hastaligin bir kisminda ilerleme bulgulari izlenir(14).

4.1.4. Genetik

NB’ lerde en sik goriilen genetik anormallik N-myc amplifikasyonu ve 1.
kromozomun kisa kolunun delesyonudur(19). NB’ lerde yaklasik %?20-25 hastada N-myc
amplifikasyonu bulunmaktadir(20). Bunun disinda NB’ lerde en yaygin anormallik 17q
kazanimidir. Bu genetik degisim olumsuz sonuglar ile iliskilidir. Pek ¢ok bolgede
heterozigosite kaybi1 da saptanmistir. Primer tiimorlerin yaklagik %30-50’sinde 1 nolu
kromozomun kisa kolunun delesyonu goriilmektedir. Bu genetik degisiklik N-myc
amplifikasyonu ile giiclii korelasyon gostermekte olup, kotii prognoz ile iligkilidir(21). 11q
ve 14 q heterozigosite kaybr da tariflenmistir. 11q delesyonu neredeyse NB olgularinin
yarisinda saptanmistir. 11q delesyonu, N-myc amplifikasyonu ile korele olmasa da, kotii
prognoz gostergesidir(21). 1p36 genetik imbalansi1 ise kotii prognoz ile iligkilidir(22).
Gegtigimiz 20 yil boyunca, NB’ nin bir dizi belirli genetik degisiklikleri, 6rnegin N-myc
amplifikasyonu ve 1p36 delesyonunun NB progresif tipi ile iliskili oldugu bulunmustur.
Genetik arastirmalar tanisal amacl degil ama prognostik bilgi i¢in bir¢ok klinik ¢alismada

standart hale gelmistir(22-28)



4.1.5. Klinik, Belirti ve Bulgular

Belirti ve bulgular tiimdriin yeri, yayginligi ve irettigi metabolik aktif maddeler ile
iliskilidir. Yaygin hastalik istahsizlik, anoreksi ve kilo kaybina neden olabilir. Yaygin kemik
iligi metastaz1 varliginda ates ve anemi goriilebilir. Kortikal kemikteki metastatik hastalik agri
ve aksamaya neden olur. Periorbital kemik ve yumusak dokudaki metastazlar proptozis ve
orbital ekimoz ile fark edilebilir (rakun gozii), travma ile karisabilir. Biiyiikk ¢ocuklarda uzun
kemik tutulumuna bagli artrit bulgular1 goriilebilir, kiigiik bebeklerde ise yalnizca huzursuzluk
tek bulgu olabilir. Abdominal hastalikta ilk bulgu genellikle sert ve fikse kitledir. Kilo kaybu,
agr1 ve distansiyon da sik goriilen bulgulardandir. Alt abdomen ve pelvis tiimorleri kitle etkisi
nedeniyle barsak veya mesane fonksiyon bozuklugu yapabilir. Kiigiik bebeklerde agir
hepatomegali nedeniyle abdominal distansiyon veya solunum sikintist goriilebilir. Metastatik

noroblastom siit cocuklarinda mavimsi renkte deri alt1 nodiiller seklinde birikebilir(29-35).

Noroblastomda seyrek olarak goriilen ancak ndroblastom igin karakteristik olan bazi

bulgular tanimlanmistir:

Transvers miyelopati: Paraspinal yerlesimli noroblastomlar spinal kolon boyunca
spinal foramenlerden igeriye dogru kum saati seklinde biiyliyebilir. Hastalarda ekstradural
kord basisina neden olarak motor veya duyu kayip, sirt agrist veya sfinkter bozukluguna
neden olabilir. Tyilesme bulgularin siddetine ve siireye baglidir. Hastalarin yaklasik yarisinda
uzun donemde norolojik sekeller diizelmez. En az sekel kalmasi nedeniyle tedavide cerrahi
veya radyoterapiden Once kemoterapi verilir (36,37,41,42).

Opsomyoklonus-ataksi sendromu: Serebellar ataksi, gozlerde hizli, diizensiz
hareketler ve/veya istemsiz kas kasilmasi ile karakterlidir. Hastalarda birlikte davranig
bozukluklari, konusma, zeka ve motor gerilik olabilir. Tiimér dokusunda lenfosit
infiltrasyonu ve noronlara kars1 antikorlar saptanmasi patogenezin immiin aracili oldugunu
distindiiriir. Tiimor rezeksiyonu ve kemoterapi ile hastalik tedavi edilse de myoklonik
ensefalopati ~ diizelmeyebilir. Norolojik  bulgularin  glukokortikoidler, yiiksek doz

immiinglobulinler veya sitotoksikilaglarile uzun siireli tedavisi gerekir (20,38-40).



Horner sendromu: Servikal veya apikal sempatik ganglionlardaki tutulum pitozis,

miyozis ve enoftalmusa neden olabilir. Ayrica heterokromi de goriilebilir (20,36,41,42).

Hipertansiyon: Tiimoriin renal vaskiiler basis1 veya iirettigi katekolaminler ve onlarin
metabolitleri nedeniyle hipertansiyon goriilebilir. Kemoterapi ile hipertansiyon diizelmeyebilir,

cerrahi rezeksiyon ve renal arter basisinin kaldirilmasi gerekir (1,20,30,43).

Diizelmeyen ishal: Noroblastom hiicrelerinden salgilanan vazoaktif intestinal peptid
nedeniyle tedaviye direngli sekretuar ishal, hipokalemi ve dehidratasyon goriilebilir. Cogunlukla

tiimor rezeksiyonu yapildiktan sonra diizelir (20,43).

4.1.6. Periferal Noroblastik Tiimérlerde isimlendirme — Terminoloji

NB, gangliondroblastom ve gangliondrom primordial ndral krestten gelisen PNT ler olup

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

PNT, histolojik olarak diferansiyasyonun (maturasyonun) g¢esitli evrelerinde olan
noroblastlar, ganglion hiicreleri, ndropilden olusan ndroblastomatéz komponent yanisira,
Schwann hiicreleri ve néritik uzantilarindan olusan Schwannian stromayr da degisik oranda
igerirler. Bu komponentler arasinda Schwannian stromanin ¢evre normal dokudan kaynaklanan

neoplastik olmayan bir komponent oldugu 6ne siiriilmektedir(17).

Ganglionérom (GN) diferansiyasyonu tam olan bir tiimordiir. Matiir Schwann hiicreleri ve
ganglion hiicreleri karigimi  ile  karakterizedir. Immatiir elemanlar  icermez(44).
Gangliondroblastom (GNB) matiir ganglion hiicreleri boyunca primitif noroblastlardan olusur.
NB PNT”’ ler icinde en az diferansiye olan tiimordiir. Primitif noroblastlardan olusan ve fetal

adrenal medullaya benzeyen tiimordiir(44).
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Resim-1: Noroblastik tiimorlerde terminoloji

4.1.7. Ganglionorom (GN)

GN diferansiyasyonu tam olan bir timordiir. Matiir Schwann hiicreleri ve ganglion
hiicreleri karigmmi ile karakterizedir. Immatiir elemanlar igermez. 10 yas iistiinde ¢ocuklarda
izlenmektedir. Siklikla posterior mediasten, daha az siklikla retroperiton yerlesimlidir(45).
Makroskopik olarak 1yi sinirli, fibroz kapstllidir. Kesit yiizii gri sar1 renklidir. Bazen
leiomyomdaki gibi trabekiil ya da girdap yapilar1 izlenebilir. Mikroskopik olarak uniform
goriiniimde histolojiye sahiptir. Zeminde diizensiz sekilde birbiriyle ¢aprazlagan schwann hiicre
demetleri vardir. Bunlarin arasinda genellikle kiigiik kiimeler veya nestler halinde dagilmis
matiir ganglion hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler tipik olarak bol, parlak, pembe
sitoplazmali, 1-3 niikleus iceren, hafif-orta derecede atipi gosteren hiicrelerdir (44). Biyolojik

olarak benign tiimorlerdir. Cok nadir olarak malign transformasyon gosterirler(46).

1) GN (prototip): Timoér tamamiyla ya da %100’e yakin oranda ganglion6romatoz
komponentten olusur.

2) GN, matiirlesmekte olan: Ganglionéromatdz tiimorde az sayida serpistirilmis, diferansiye
olan noroblastlardan olusan belirsiz odaklar, ‘¢ciplak’ ndropil ve matiirlesmekte olan ganglion

hiicreleri goriiliir.



3) GN, matiir: Timor %100’e yakin oranda ganglionéromatéz komponent igerir. Hiicresel

elemanlarda immatiirite ya da atipi izlenmez.

4.1.8.Ganglionoroblastom (GNB)

GNB matiir ganglion hiicreleri boyunca primitif néroblastlardan olusur. Genis biyolojik

araligindan dolay1 tiimor hiicre sayisi, dagilimi ve yerlesimi cesitlilik gosterir.

1) GNB (prototip): Ganglionéromatdz ve noroblastomatdz komponentin karisimindan olusur.
Intermediyer komponent de bulunabilir. Genelde ganglionromatdz komponent tiimériin

%50’sinden fazlasini olusturur.

2) GNB, nodiiler (klasik): Makroskopik olarak ganglionéromatdz komponentin olusturdugu
alan ile cevrili noroblastomatdoz komponentin olusturdugu kanamali nodiil yapisi izlenir.
Mikroskopide  noroblastomatoz nodil ile bunu c¢evreleyen  gangliondromatoz
komponentarasinda keskin bir smir izlenir. Nadiren fokal olarak noroblastomatdz

komponentin nodiil digina uzanimi gortilebilir.

3) GNB, nodiiler (atipik): Ganglionoromatéz komponent, daha fazla oranda bulunan
noroblastomatdz komponentin g¢evresinde ya da bu komponentin septalarinin igerisinde
kordonsal tabaka olarak bulunur. Makroskopik ya da mikroskopik olarak nodiil izlenmez.

Metastazi NB 6zelliginde olan GNB da bu kategoride degerlendirilir.

4) GNB, intermikst: Timor agirlikli olarak gangliondromatéz komponentten olusur. Arada

kiiclik néroblastomat6z odaklar vardir.

GNB i¢in histolojik degerlendirmede dikkat edilmesi gereken durumlar bulunmaktadir.
Igne biyopsi ya da kiiciik insizyonel biyopsilerde izlenen néroblastomatéz komponent, klasik
nodiiler GNB’nin nodiiliinii temsil ediyor olabilir. Diger bir yandan sadece gangliondromatoz
komponent goriiliiyorsa, klasik nodiiler GNB’nin noroblastomatdz nodiilii atlanmis olabilir.
Bu yanligliklarin oniine gecebilmek icin goriintiileme yontemlerinden ve katekolaminlerin
iriner atilimlarinin diizeyinden yararlanilabilir. Nodiiler GNB’lerde bazen goriintiileme
yontemleri ile nodiiller saptanabilmektedir. Ayn1 zamanda bu tiimdrlerde katekolaminlerin
tiriner atilimlart intermikst GNB veya matiirlesmekte olan ganglionéroma gore daha fazla
olmaktadir. Ancak yine de bu gibi olgularda ‘Noroblastik tiimor, siniflandirilamayan’ tanisi

vermek en uygunu olabilir.
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4.1.9.Noroblastom (NB)

NB diger PNT gibi sempatikoadrenal sistemin noral krest hiicrelerinden kdken alir. NB
PNT’ ler i¢inde en az diferansiye olan, primitif noroblastlardan olusan ve fetal adrenal
medullaya benzeyen tiimordiir. Bundan dolayr timorler sempatik sinir sisteminin bulundugu
herhangi bir yerde gelisebilirler. Primer tiimorlerin ¢ogu (% 65) abdomende goriiliir, bunlarin
da en az yaris1 adrenal medullada lokalizedir. Sik goriilen diger bolgeler boyun, goégiis boslugu
ve pelvistir(47). Lenfatik ve vaskiiler yayilim yapabilir. En sik uzak metastaz kemik iligine olup
onu sirasiyla kemik, lenf digiimii, karaciger, nadiren akciger ve beyin metastazi izler(48).

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

Klinik bulgu ve semptomlar primer timoriin bulundugu bolgeye, metastatik hastalik
veya paraneoplastik sendrom gelisimine bagli olarak cesitlilik gosterir. NB 15 yasindan kiigiik
hastalarda goriilen malignitelerin yaklasik %7’sini olusturur ve tiim pediatrik kansere bagl
Oliimlerin yaklasik % 15’inden sorumludur(47). Olgularin %25°1 konjenitaldir. Prenatal olarak
tam konulabilir. 1ki yasin altinda 5 yillik sagkalim %90°dir. Sadece sporadik vakalar ergen ya
da erigkinde goriilebilir. Insidans 18. ayda pik yapar.

Biiylik boyutlu, sag taraf yerlesimli timorler karacigeri direkt invaze edebilir. Sol taraf
yerlesimliler ise pankreatik parankimi direkt invaze edebilir. Yenidogan donemindeki NB’li
olgularin 1/3’iinde mavi kirmizi1 kutan6z metastaz (blue berry muffin) goriiliir (49-50). Hastalar
myoklonus — opsoklonus sendromu ile prezente olabilir. Bu durum genellikle iyi prognoz
ile iligkilidir. Hastalarin %80-90’1nda idrarda yiiksek katekolamin ve diger metabolitlerin
(norepinefrin, epinefrin, vanilmandelik asit, homovanilik asit, 3-metoksi-4- hidroksifenilglikol)

yiiksekligi goriiliir(44).
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1l.

NB’ler makroskopik olarak 6-8 cm boyutta, lobiile kitlelerdir. Boyutlar1 degisiklik
gosterebilir, toraks ve abdomende 1 cm’den kiigiiktiir. Lezyon g¢evresinde ince membrandz
kapsiil siktir. Kolay riiptiire olabilen, yumusak, etsi, gri beyaz renkli, yer yer hemorajik
kitlelerdir. lyi diferansiye tiimérler sari-pembe goriiniimlii olup gangliondromaya benzeyebilir.
Artmis boyutlarda tipik olarak hemoraji, nekroz, kist formasyonu, kalsifikasyon bulunur. Ancak

kist formasyonu ve hemoraji kii¢iik tiimorlerde de bulunabilir(44).

NB’ler hiperkromatik niikleuslu, dar sitoplazmali kiiclik hiicrelerden olusur. Bunlar
siklikla ince fibrovaskiiler septalar ile birlikte gruplar olusturan tiimor hiicreleri seklinde
goriiliir. Olgularin %30’unda Homer Wright psddorozetleri bulunabilir. Bu psodorozetler santral
bosluk etrafina dizilmis 1-2 tabakali noroblastlardir. Hemoraji, psodorozet veya nest olusturan

hiicrelerden olusan tiimorlerde, yolk sak tiimoriiniin Schiller Duvall cisimlerini hatirlatan patern

izlenebilir(44).

NB’ler andiferansiye, az diferansiye ve diferansiye olmak iizere 3 gruba ayrilir(44):

Andiferansive noroblastom: Hiicresel diferansiyasyon gostermezler. En primitif 6zellikte olan
bu NB’ler, sempatik sinir sistemi ve adrenal medulladan gelisen hiicrelere benzerler. Kiigiik-
orta boy, yuvarlak, poligonal, koyu boyanan lenfositlere benzer niikleuslu, sitoplazmadan
yoksun hiicrelerden olusur. Bu kiiclik yuvarlak hiicreler ince fibrovaskiiler stroma ile boliinmiis
kiiciik lobiiller olusturur. Noropil andiferansiye noroblastomda yoktur. Vezikiiler niikleus ve
belirgin niikleolu olan hiicrelerin varligi immatiir ganglion hiicrelerinde diferansiyasyona dogru

gidisin kanitidir.

Az diferansive noroblastom: Neoplastik hiicrelerin %5 ten az1 diferansiye ndroblastlardir.
Noropilik bir zemin icerir. Az diferansiye NB bir yuvarlak hiicreli sarkom tanis1 da alabilir.
Bazi az diferansiye NB’li olgular (%8’den az1) keskin sinirli niikleer membrani olan belirgin
niikleollu biiyiik hiicrelerden olusabilir. Bunlara biiyiik hiicreli NB’de denir(67,68). Bu

tiimorler N-myc gen amplifikasyonu igerir.
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1il.

Diferansive noroblastom: Hiicresel diferansiyasyon %5’ in iizerindedir. Stroma c¢ok yogun
noropil icerebilir. Gangliyonik diferansiyasyon ve schwannian stroma siklikla tiimor periferinde
belirgindir. lyi diferansiye NB’de Homer Wright rozetleri bulunur. A§ olusturmus hiicre
progesleri izlenebilir. Iyi diferansiye hiicreler eozinofilik rim igeren biiyiik hiicrelerdir.

Biniikleasyon goriilebilir. Vezikiiler niikleer patern goriilebilir.

Alt tiplendirme yapilamayan ya da prognostik kategorinin degerlendirilemedigi
biyopsilerde NB, NOS (not otherwise specified: baska yerde siniflandirilamayan) terminolojisi
kullanilmalidir. NB’nin ayiric1 tanisinda diger mavi yuvarlak hiicreli tiimorler, nefroblastom,

yenidoganin adrenal hemorajisi, feokromasitoma, paraganglioma yer almaktadir(1).

Andiferansiye ve az diferansiye NB’lerin diger kii¢iilk mavi yuvarlak hiicreli tiimorlerden
ayirimi zordur. Rabdomyosarkom ve Ewing sarkom(ES)/PNET den goreceli olarak daha kiigiik
yasta hastalarda ortaya cikar. Klinik prezentasyon olarak NB ve alveoler rabdomyosarkom
benzer bulgular gosterebilir. Her ikisi de kiigiik yasta goriilmekte olup siklikla inratraabdominal
yerlesimlidir. Alveoler rabdomyosarkom genellikle ¢ok degisik boyut ve sekilde hiicre ve
niikleustan olusur. Sitoplazmasi bol, sinirlar1 keskin, eozinofiliktir. ES/PNET genellikle NB’den
daha ileri yasta goriiliir. NB’lere gore daha regiiler niikleuslu, daha ince noktasal kromatin
paternlidir. Sitoplazmalarinda glikojen igerir. NB’ye benzer sekilde Homer Wright rozetleri

icerir(44).

4.1.10.Prognostik Faktorler

Literatiirde evre ve yasa ek olarak gecen diger klinik prognostik parametreler; timor
belirtecleri (vanil mandalik asit (VMA/HVA) (52), noron spesifik enolaz (NSE) (53,54),
ferritin(54,55), laktat dehidrogenaz ( LDH)(54,62,63), kromogranin-A(64), noropeptid-y (56),
primer yerlesim yeri, timdr hacmi(57) ve metastatik bolgedir (58). Ayrica; histolojik patern,
MKI, schwann hiicre miktar1 ve noroblastik diferansiyasyon Amerikan c¢alismalarinda
prognostik parametre olarak kullanilmaktadir(12). NB hiicrelerinin proliferasyon hizinin da

baska caligmalarda prognostik etkisinin oldugu gosterilmektedir(59).
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4.1.11.Prognostik Simiflamalar ve Risk Gruplari

PNT ic¢in prognostik siniflandirma onemli bir konudur. Farkli arastirmacilar, degisik
prognostik siniflamalar olusturmuslardir (Tablo-1). Shimada ve ark. 1984 yilinda PNT’yi yasa

bagimli bir histolojik siniflandirma sistemi ile 4 kategoriye ayirmislardir(60).

Noroblastom (Schwannian stromadan fakir)
Ganglionoroblastom, intermikst (Schwannian stromadan zengin)
Ganglionoroblastom, nodiiler

Ganglionérom (Schwannian stroma baskin)

Daha sonraki yillarda bu siniflandirmayr gelistiren INPC, PNT’nin terminolojisi ve
simiflandirilmasinda  bazi1  kriterler  belirlemistir(17). PNT’nin  terminolojisi  tiimoriin
makroskopik 6zelliklerine ve temel histolojik komponentlerin bir veya birkaginin bulunmasina

ya da bulunmamasina dayanir. Bu temel histolojik komponentler sunlardir:

i. Noroblastomatiz komponent: Andiferansiye noroblastlar ya da ganglion hiicresine
diferansiye olma egiliminde noroblastlar ile ndropil denen matriksi igerirler.

ii. Ganglionoromatoz komponent: Ganglion hiicreleri, schwann hiicrelerinden kaynaklanan
noritik uzantilar ve matiir fibr6z dokudan olusur. Schwannian stroma olarak isimlendirilen bu
komponent fasikiiler bir patern olusturur.

iii. Intermediyer komponent: Diferansiye olmakta olan noroblastlar, ganglion hiicreleri, yer

yer noropil yer yer ise schwannian stromadan olugan bir komponenttir.
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Tablo-1. Periferal noroblastik tiimorleri siniflandirma sistemleri (44)

INPC* SHIMADA JOSHI
Noroblastom Noroblastom
(Schwannian stromadan
fakir)

Andiferansiye tip Stroma az Andiferansiye

Az diferansiye tip

Diferansiye tip

Ganglionoroblastom,

nodiiler(Kompozit

Schwannian stroma/

stromadan zengin

stromadan fakir)

Ganglionoroblastom,

intermikst

Schwannian stroma zengin

Ganglionorom

Schwannian stroma baskin

Matiirlesmekte olan

Matiir

Andiferansiye histoloji
Stroma az

Andiferansiye histoloji

Stroma az

Diferansiye histoloji

Stroma zengin

Nodiiler tip

Ganglionoroblastom

intermikst

Stroma zengin

Iyi diferansiye

Gangliondrom

Az diferansiye

Diferansiye

Ganglionoroblastom

Nodiiler tip

Ganglionoroblastom

intermikst

Borderline tip

Gangliondrom

*INPC: Uluslararas1 Néroblastom Patoloji Komitesi

15



i) INPC Simiflandirmasi

1) NB, prototip: Timor %50°den fazla oranda néroblastomatdz komponentten olusmustur.
Daha az oranda kiigiik, sinirlar1 belirsiz gangliondromat6z odak ya da odaklar bulunabilir.

2) NB, andiferansiye: Rutin 151k mikroskopisinde diferansiyasyon bulgular1 géstermeyen ya
da noropil icermeyen kiigiik, orta veya biiyiik yuvarlak noroblastlardan olusur.

3) NB, pleomorfik: Noroblastlar iri, pleomorfik niikleuslu, belirgin niikleollii, genis
sitoplazmalidir. Bazi hiicrelerde rabdoid 6zellikler belirgindir. Noropil izlenmez. NB,
andiferansiye alttipinin bir varyanti olarak kabul edilir.

4) NB, az diferansiye: Noroblast populasyonunun %5’inden azinda ganglion hiicrelerine
dogru senkron diferansiyasyon goriiliir.

5) NB, diferansiye: Noroblast populasyonunun %5’i ya da daha fazlasinda ganglion

hiicrelerine dogru senkron diferansiyasyon goriiliir(17).

ii) Shimada Siiflandirmasi

PNT’nin prognostik dnem gosteren temel morfolojik bulgusu ganglion hiicrelerine dogru
diferansiyasyonun (maturasyonun) derecesidir(12). PNT’lerin klinikopatolojik degerlendirilmesi
icin yillar igerisinde c¢ok sayida metodoloji olusturulmus, bunlar arasinda Shimada
siniflandirmasi1 uluslararas1 ilgi ve kabul gormiistiir(Tablo-2). Shimada ve ark. bu
simiflandirmalarinda yasa bagli bir yaklasim 6ne slirmiistiir. Bu siniflamada NB, Schwannian
stromadan zengin ve Schwannian stromadan fakir olarak iki gruba boliinmiistir. Ayrica
Shimada ve ark. bu simiflamada 6ne siirdiikleri prognostik gostergelerden biri olarak, “MKIi”
kavramini ortaya koymuslardir. Bu indekste sadece mitoz sayis1 degil mitotik karyotik
hiicrelerin sayis1 da kullanilmaktadir(61).

Shimada siiflamasina gére NB, INPC siniflandirmasinda belirtildigi gibi diferansiyasyon
derecesine gore li¢ gruba ayrilmistir: Diferansiye, az diferansiye ve andiferansiye. Eger tlimor
hiicreleri niikleer vezikiilasyon, niikleol belirginligi, eozinofilik/amfofilik sitoplazmik
genisleme gibi diferansiyasyon gostergesi olan sitolojik bulgular ve noropil icermiyorlarsa

andiferansiye NB olarak siniflandirilmislardir.
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Eger %5’ten az timor hiicresi daha diferansiye goriiniimde ya da ganglion hiicresi
ozelligindeyse az diferansiye, bu ozellikler %5 ve daha fazla tiimor hiicresinde goriiliiyorsa
diferansiye NB olarak siniflandirilmistir(60). Az diferansiye noroblastomu andiferansiye
noroblastomdan ayiran 6zellik, az diferansiye NB’nin néropil icermesidir. Noropil icerigi ve

miktari, az diferansiye NB’yi diferansiye NB’den ayrimda bir kriter degildir(17).

Shimada siniflamasina gére MKI’ i belirlemede, mitoz ve karyoreksis gdsteren tiimor
hiicreleri sayilmaktadir. Mitoz ve karyoreksis gosteren hiicreler, hiicre yogunluguna bagh
olarak 10 veya daha fazla biiyiik biiyiitme alaninda sayilir. Sayilan hiicre sayisinin 5000
olmasi idealdir. Nekroz, hemoraji, otoliz ve sikisma artefakti gosteren alanlar g6z ardi
edilmelidir. Tiimor hiicrelerinde %2 den az mitotik karyotik hiicre varhig1 “diisiitk MKI”, %2-
4 mitotik karyotik hiicre varlig1 “orta MKI” ve %4 den fazla mitotik karyotik hiicre varlig:
“yiiksek MKI” olarak degerlendirilmektedir. Nekroz, hemoraji, otoliz ve sikisma artefakti

gosteren alanlar g6z ardi edilmelidir(66).

Shimada smiflamasinda prognozu belirlemede bir sonraki basamak ise hastanin yasidir.
Diferansiyasyon derecesi, MKI ve hastanin yas1 géz oniine alindiginda iki ana prognostik
kategori ortaya ¢ikmaktadir: Iyi prognoz ve kotii prognoz. Buna gére bir buguk yasin altindaki
az diferansiye noroblastik tiimorlere sahip hastalar ve bes yasin alti diferansiye noroblastik
timorlii hastalar iyi prognostik grup olarak kabul gormektedir. Herhangi bir yasta
andiferansiye tiimore sahip hastalar ve bir bucuk yasindan daha biiyiik az diferansiye tiimore
sahip olgular ise kotii prognostik grup olarak isimlendirilirler. MK parametresi de hasta
yaglart ile birlikte goz Oniine alindiginda belirgin prognostik farkliliklar izlenmektedir. Bes
yas alti diisik MKI’e sahip hastalar ve bir buguk yas alt1 orta MKi’e sahip hastalar iyi
prognoz gosterirken, bes yas iizeri diisiik MKI’e sahip ve herhangi bir yasta yiiksek MKi’e
sahip olgular kotii prognostik grup olarak kabul géormektedirler(66).
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Tablo-2. Shimada siniflamasinda prognostik kategoriler

Yas Diferansiyasyon MKIi Shimada Prognostik Simifi

<18 ay Andiferansiye Herhangi Kotii prognoz

<18 ay Az diferansiye Diisiik (<%2) Iyi prognoz
Diferansiye Orta (%2-4)

<18 ay Herhangi Yiiksek (>%4) Kétii prognoz

18 ay -5 yil Andiferansiye Herhangi Kétii prognoz
Az diferansiye

18 ay -5 yul Diferansiye Diisiik (<%2) Iyi prognoz

18 ay -5 yil Diferansiye Orta (%2-4) Koétii prognoz

Yiiksek (>%4)
>S5yl Herhangi Herhangi Kotii prognoz

iii) Klinik Evreleme

Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)’nun Ulusal Noroblastom Tedavi Protokolii’nde
kabul ettigi sistem Evans smiflandirmasimin gelistirilmis ve ozgillestirilmis sekli olan

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

Evre 3 orta hat tiimorii total ¢ikarildiysa ve lenf nodu tutulumu yoksa Evre 1 olarak
kabul edilir. Zuckerkandl ganglionu ya da pelvisteki sempatik ganglionlardan koken alan
timorler orta hat tiimorii olarak kabul edilir. Adrenal, toraks ve abdomendeki sempatik

ganglionlardan koken alan tiimérler, orta hat tiimorii olarak kabul edilmezler.
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Tablo-3. internasyonel Noroblastoma Evreleme Sistemi (INSS)

Evre

Ozellikler

Evrel

Evre 2a

Evre 2b

Evre 3

Evre 4

Evre 4-S

Timoér koken  aldigi  organa sinirli,
makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskopik
tiimor arti1d1 olabilir ya da olmayabilir. Ipsi ve

kontrlateral lenf nodu tutulumu yok.

Unilateral tiimor, tam olmayan makroskopik
rezeksiyon. Ipsi ve kontrlateral lenf nodu

tutulumu yok.

Unilateral tiimor, makroskopik tam veya tam
olmayan rezeksiyon. Ipsilateral bolgesel lenf

nodu tutulumu var, kontrlateral tutulum yok.

Orta hatt1 asan tiimor +/-, bolgesel lenf nodu

tutulumu var.

- Unilateral tiimor ve kontrlateral lenf nodu

tutulumu var

- Orta hat tumor ve bilateral lenf nodu

tutulumu var.

Yaygin hastalik, uzak metastazlar (kemik 1ligi,
kemik, uzak lenf nodu, karaciger ve/veya diger

organlar).

Hastanin yas1 < 365 giin olmalidir. Evre 1 ve 2
gibi lokalize primer timor var. Sadece
karaciger, cilt ve/veya kemik iligi yayillimi var
(kemik iliginde tiimor hiicrelerinin orani <

%10 olmal1).
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iv) Klinik Risk Gruplar

NB’ de tedavi, risk gruplarina gore diizenlenmektedir. Risk gruplari iilkemizde, son yillarda
hasta yas1, INSS evrelemesi, tiimoriin histopatolojik ve genetik 6zelliklerini gbz Oniine alarak,

TPOG tarafindan hazirlanan risk siniflandirmasina dayanarak belirlenmistir (Tablo-4).

Tablo-4. TPOG tarafindan hazirlanan risk siniflandirmasi

1) Evre (INSS siniflandirmasi)

2) Yas (< 18 ay, >18 ay)

3) N-myc amplifikasyonu [Kopya sayis1 < 10: N-myc amplifikasyonu (-), >10: N-myc
amplifikasyonu (+)]

4) Kromozom 1p, 11q, 17q aberasyonlar1

5) Shimada’ya gore prognostik kategori (Iyi histoloji, kétii histoloji)

1. Diisiik Risk Grubu: Bu grup, erken evre ve kotii biyolojik ozelliklere sahip olmayan
hasta grubunu igermektedir. Bu grup hastalarda sadece cerrahi tedavi ile %90’larda kiir

orani bildirilmektedir. Bu gruba giren hastalar sunlardir:
e Tiim Evre 1 hastalar (0-21 yas)
e Evre 2a ve 2b, 18 aydan kiigilik tiim hastalar (diger risk faktorlerine bakmaksizin)

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

veya 17q aberasyonu olmayan hastalar (histopatolojiye bakmaksizin)

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

olmayan, iyi histolojili asemptomatik olan hastalar

2. Orta risk grubu: Bu grup genellikle bir yas altinda ve N-myc amplifikasyonu olmayan
Evre 3 ve Evre 4 hasta popiilasyonunu icermektedir. Heterojen ozellikleri nedeniyle orta
risk grubu, histoloji ve DNA indeksine gore iki alt gruba ayrilmis ve tedavi buna gore

planlanmugtir:
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ii.

Lvi Histolojili Grup

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

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

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

histolojili hastalar (yasa bakmaksizin)

Evre 4, 18 aydan kii¢iik, N-myc amplifikasyonu olan, 1p veya 11q veya 17q

aberasyonu olmayan, iyi histolojili hastalar

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

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

Kotii Histolojili Grup

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

aberasyonu olan, iyi histolojili hastalar

Evre 3 veya 4, 18 aydan kiiciik, N-myc amplifikasyonu olmayan, kotii histolojili

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

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

hastalar, 1y1 histolojili hastalar (yasa bakmaksizin)

Evre 485, 12 aydan kii¢iik, N-myc amplifikasyonu olmayan, kotii histolojili hastalar (1p

veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksizin)

3) Yiiksek risk grubu:

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

veya 11q veya 17q aberasyonu ve histolojiye bakilmaksizin)

Evre 3 N-myc amplifikasyonu olan hastalar diger risk faktorleri géz Oniine

alimmaksizin ytiksek riskli kabul edilirler.

Evre 3, 18 ay ve/veya 18 aydan biiyiik, N-myc amplifikasyonu olmayan, kotii

histolojili hastalar (1p veya 11q veya 17q aberasyonuna bakmaksizin)

21



e Evre4, 18 ay ve/veya 18 aydan biiyiik tiim hastalar diger risk faktorlerine bakmaksizin
yiiksek riskli kabul edilirler.

e Evre 4, 18 aydan kii¢iik, N-myc amplifikasyonu olan hastalar diger risk faktorlerine
bakmaksizin yiiksek riskli kabul edilirler.

e Evre 4S, 12 aydan kiiciik, N-myc amplifikasyonu olan hastalar diger risk faktorlerine
bakmaksizin yiiksek riskli kabul edilirler.

4.1.12.Remisyonun degerlendirmesi:

Klinik remisyon degerlendirirken dikkate alinan parametreler; tedavi sonrast primer timor
olup olmadigi, varsa hangi oranda kiigiildiigii, metastatik bolgeler, idrarda VMA, LDH, NSE
gibi tiimdr belirleyicilerinin olup olmadigidir. Remisyon derecesi tam remisyon, ¢ok iyi kismi

yanit, kismi yanit, remisyon yok, ilerleyici hastalik olarak 5 derecede incelenmektedir.

4.2. Oleokantal:

Akdeniz iilkelerinde diger avrupa ve bati lilkelerine gore daha diisiik insidansta kanser,
norodejeneratif hastalik ve kardiovaskiiler hastalik gozlenmesi akdeniz diyeti ile iligkili
bulunmustur(89). Akdeniz diyetinin kaynagi zeytinyagidir.Akdeniz toplumlarinda insanlar
ortalama giinde 25-50 ml zeytinyag: tiiketmektedir. Alifatik ve triterpenik alkoller, steroller ,
hidrokarbonlar, ucucu ve fenolik bilesikler de dahil olmak iizere zeytinyaginda yaklasik 230
kimyasal bilesik vardir.S1zma zeytinyaginin ana antioksidanlar1 karotenler ve fenolik bilesikler

lipofilik ve hidrofilik fenoller icerir(77).

Zeytinyagi icerisinde bulunan fenolik bilesikler(77);
[ Fenolik alkoller

[ Fenolik asitler

O Flavonoidler
O

Lignanlar
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0 Sekoiridoidler (Oleokantal)

O CHO

HO 0 CHO

{-)-Oleocanthal

Resim -2: Oleokantalin biyokimyasal yapis1(90)

Oleokantal yeni preslenmis sizma zeytinyaginda (Virgin Olive Oil) bulunan bir fenolik
bilesiktir(77). ilk olarak 90’larin basinda sizma zeytinyagi’min igerigindeki bir fenolik
komponent olarak belirlenmistir (79). Zaman i¢inde dekarboksil metil ligstroside aglikon olarak
isimlendirilen bu bilesenin, kesfinden yaklasik 10 yil sonra bogazda olusan yakici his ve
irritasyondan sorumlu oldugu ortaya atilmistir (80). Beauchamp ve ark. tarafindan bir on yillik
stire¢ sonrasinda dekarboksil metil ligstroside aglikon’un zeytinyaginin yutulurken biraktigi bu
ac1 tattan sorumlu olan tek irritan fenolik oldugu belirlenmis ve ona gore isimlendirilmistir
(oleo- olive, canth-ac1 tat, ve al - aldehyde) (69). Saf zeytinyaglarinin igerigindeki oleokantal
konsantrasyonu varyasyon gostermektedir. Son yillarda Yunan zeytinyaglarindan yapilan
caligmalarda olekantal konsantrasyonu 284-711 mg/kg oranlarinda degisiklik gostermekte (81),
ve bu sonuclar daha onceki caligmalarla benzer oranlar ortaya koymaktadir (82). Biyolojik
etkileri genis bir yelpazaye sahiptir. Gegmisteki calismalar gliclii bir antioksidan etkisi oldugunu

gostermistir(69-76).

» Antiinflamatuar etkisi

Beauchamp ve ark. oleokantalin sentetik bir NSAID olan ibuprofen ile yapica
benzerligini arastirmis, ve doz bagimli olarak oleokantalin COX-1 ve COX-2 ‘yi inhibe ettigini
ve ibuprofenin antiinflamatuar etkisini taklit ettiini gdstermistir. Esit konsantrasyonlarda COX

inhibisyonu etkisinin oleokantal maddesinde daha yiiksek oldugu ortaya konmustur(69).
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> Kanser ve oleokantal

Sayisiz in vitro calisma sizma zeytinyagi’nin fenolik bilesiklerinin hiicrelerde
kanserlesmeyi baslatma ve metastazlarinda inhibe edici etkisi oldugunu bulmustur. Bu durum,
Bat1 tipi diyetlere gore Akdeniz diyeti ile beslenen bireylerde akciger, meme, prostat ve
gastrointestinal kanserlerin oranindaki azalma ile iliskisini destekleyici bir kanit olarak
gosterilmektedir (83-87). Oleokantalin iliskide oldugu COX 1 ve COX 2 enzimleri arasidonik
asitin prostoglandin ve tromboksanlara doniisiimiinde ve bunun sonucu inflamatuar yanit ve
toksinlerin olusumunda etkilidir (88). Oleokantalin dogal olarak COX inhibisyonu etkisinin
olmas1 da kanser arastirmalarinda 6nemli yer almasina neden olmaktadir. Scotece M ve
arkadaglar1 Multipl myemolda osteolitik aktiviteden sorumlu Makrofaj inflamatuar protein 1-
alfa’y1 inhibe ederek antitiimoral etkisini gostermistir (76). Ayrica son c¢alismalar tumor
biiyiimesinde etkili olan ¢ok sayida prtoeinin stabilizasyonunu saglayan Hsp90 (heat shock
protein) grubundan ikisi lizerinde azaltici etkisi oldugunu ortaya koymustur (89). Bunlara ek
olarak Elnagar ve ark. C-met inhibisyonu yoluyla meme ve prostat kanserinde
proliferasyon,migrasyon ve invazyonu inhibe ettigini bildirmistir (70). Kolon kanserinde timor
stipresor gen p53°l fosforile edip, timor hiicresinde apoptozisle ilgili adenozin monofosfat
aktive edici protein (AMPK)’1 aktive eder ve COX-2 supresyonunu inhibe ederek antiproliferatif
etkisini gosterir (87).

» Norolojik hastaliklar ve olekantal

Li ve ark. oleokantalin in vitro ortamda PHF6(paired helical filaments-6) peptidi ile
yap1 olusturarak tau fibrilizasyonunu inhibe ettigine dair énemli veriler raporlamislardir (71).
Norodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer hastaligi) siklikla goriilen lezyonlar tau proteini
hiperfosforilasyonudur ve tau’nun fosforilasyonunda PHF6 isimli mikrotiibiil baglayict bolgede
onemi olan peptid gorev alir. Sonu¢ olarak oleokantal PHF6 proteininde modifikasyona yol
acarak tau-tau birlesmesini ve bunu takip eden fibril formasyonunu engeller. Monti ve ark.
oleokantalin tau proteinin yapisinda degisimlere yol agtigini raporlamislardir(72). Alzhemier
hastaliginmin diger bir karakteristik lezyonu beta-amiloid peptidlerdir(88). Bunlarin A beta
diffusable ligands (ADDL) alzheimer hastaliginda norotoksik etkileri baslattigina inanilir (74).
In vitro galismalar olekantalin ADDL’lerinde yapis1 bozdugunu destekler, boylece hipokampal
noronlar ADDL’lerin toksik etkilerinden korunur (74).

Ozetle giinliik sizma zeytinyag: aliminin fazla oldugu Akdeniz toplumlarinca tiiketilen

diyetler 40 yili askin siiredir dikkatle arastirilmaktadir. Bu diyetin daha olumlu saglik profili ile
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iliskili oldugu ve sizma zeytinyagi’nin bir¢ok saglik parametresi lizerinde iyi yonde etkileri
oldugu bulunmustur. Bir¢ok ¢alismada bir sizma zeytinyagt fenoligi olan olekoantalin
antiinflamatuar etkisi arastirilmistir. Oleokantal kanser, norodejeneratif ve dejeneratif eklem
rahatsizliklart gibi ¢ok sayida kronik inflamatuar hastaligin tedavisinde terapotik bir ajan olarak
ismini duyurmaktadir. Oleokantalin dejeneratif markirlarin  diizeyini azalttigi, Alzheimer
hastaliginin patogenezini engelledigi ve noro- protektif rol oynadigi in vitro olarak
kanitlanmistir. Dahas1 OK i¢in tiimoriin indiikledigi hiicre transformasyonunu engellemesinin
yani sira kanser hiicrelerinin apoptozisini arttirir, proliferasyonunu ve migrasyonunu azalttigi
diistiniilmektedir. Ancak gelecekte oleokantalin bir farmakolojik ajan olarak kullanilabilmesi

icin in vivo ¢aligmalara gerek duyulacaktir.

S.MATERYAL VE METOD

Hiicreler iki grupta incelendi. Grup-1: Olekantal ile tedavi edilen Noroblastoma hiicreleri

Grup-2: Olekantal ile tedavi edilen kemik iligi stromal kokenli kok hiicre noronlari.

5.1.Noroblastoma Kanser Hiicrelerinin elde edilmesi:

Noroblastoma hiicreleri kiiltiir ortaminda (flask i¢inde) %35 fetal calf serum, %35 horse serum, %1
penisilin/streptomisin soliisyonu (10000 U/10mg) ve % 0.1 gentamisin (50 mg/ml) iceren
yiiksek glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5
CO2 kosullar1 saglayan etiiv iginde cogaltildi. Proliferasyon medyumu: %35 fetal calf serum+ %5
horse serum+ % 0.1 penisilin/streptomisin soliisyonu+ gentamisin soliisyonu iizerine yiiksek
glukozlu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 100ml tamamlanarak elde edildi.
Farklilagsma Besiyeri; % 0,1 Penisilin/streptomisin soliisyonu + 0.5mM d-cAMP + gentamisin
sollisyonu tizerine 100 ml tamamlanacak sekilde yliksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi.
Cogalan Fare Noroblastoma dizin hiicreleri farklilasma besiyeri etkisi altinda norit uzatmasi

yapip noritleserek farklandilar (Resim-3)
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Resim-3: Fare Noroblastoma dizin hiicrelerinin A-) Cogalmasi ve B-) Farklilagma besiyeri etkisi altinda norit

uzantilarinin gosterilmesi

5.2.Kemik 1ligi Kok Hiicre Eldesi:

Bu ¢alismada 200450 gr agirhigindaki Winstar sicanlar kullanildi. Genel anestezi altinda, asepsi-
antisepsi kurallarina uyularak, steril kosullar altinda, femur ve tibialar ¢ikartilarak steril
PBS(fosfat tampon soliisyonu) icine alindi. Femur ve tibialar steril hava kabini iginde,
cevrelerindeki kas dokusundan dikkatlice temizlendi. Metafizel uglari kesildi, insiilin enjektorti
ile kemik 1iligi bosluguna primer besi ortam1 (a-MEM + %15 FCS + % 0,4 penisilin + %0,4
streptomisin + % 0,1 amfoterisin B + %1 gentamisin) verildi ve kemik iligi besi ortam1 i¢inde
toplandi. Santrifiij tiipli i¢indeki kemik iligi pipetlenerek hiicre siispansiyonu haline getirildi.
Kemik iligi, primer besi ortami iginde 5 dakika siireyle 1000 rpm'de santrifiij edilerek iki kez
yikandi. Santrifiij sonunda siipernatant dokiilerek hiicreler primer besi ortamui ile siispanse edildi
ve 25 cm2’lik hiicre kiiltiir kabinda, 37°C' de ve %5 CO2 kosulunda inkiibasyona kaldirildi. Ug
giin sonra, hematopoietik hiicreler ve yiizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin alinmasiyla
uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir kabinin ylizeyine tutunmus olan hiicreler primer besi ortami

eklenerek inkiibasyona kaldirildi (Deliloglu-Gurhan, 2009).

5.3.Kemik iligi Kok Hiicre Cogaltilmasi ve Farklandirilmas::

Siganin femur ve tibiasindan alinan kemik iligi hiicreleri ayristirmay takiben 25 cm2’lik hiicre
kiiltiir kabi icinde primer besi ortamina (a-MEM + %15 fotal sigir serum + penicilin(100U/ml) +
streptomisin(100U/ml)+ amfoterisin B + gentamisin) alinarak 37 0C’de ve %5 CO2 kosulunda
inkiibasyona kaldirildi ( HeraCell, Kendro Laboratory, Germany). Ug giin sonra, hematopoietik

hiicreler ve yiizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin alinmasi ile uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir

26



kabinin ylizeyine tutunmus olan hiicreler farklilagsma besi ortam1 eklenerek ayni kosullar altinda
inkiibasyona kaldirildi. Bu primer kiiltlirlerden hiicrelerin tiremesi morfolojik olarak fazkontrast
atagmanli inverted mikroskopta incelendi ve mikrofotografi ile goriintiilendi. Hiicrelerin
tiremesine gore 2-3 giinde bir hiicrelerin kiiltlir ortam1 degistirildi. Bu ortam degisikliklerinden
sonra kiltiir kabinin ylizeyine yapisan hiicreler KHSH’dir(Cincik M, 2002). Konfluent olan
hiicreler dondurularak saklandi. Bu calismada daha 6nce elde edilip dondurulmus hiicreler
kullanilarak deneyler gerceklestirildi. Bekledikleri -80 derece soguktan ¢ikarilan hiicreler kiiltiir
ortamina almip ¢ogalmalari saglandi. Cogalan hiicreler semikonfluent asamada farklanma

besiyeri etkisi altinda norit uzatarak sinir hiicresine farklandilar (Resim-4).

Resim-4: Kemik iligi kok hiicre sinir hiicresinin semikonfluent asamada A-) Cogalmasi B-) Farklanma besiyeri

etkisi altinda norit uzantilarinin gosterilmesi

5.4.Norotoksisite Tarama Yontemi:

24 ornek (well) iceren tabaklara (plate), her bir 6rnek icinde 25000 hiicre/ml hiicre, 500ul ilk ii¢
kuyucuga proliferasyon medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan kuyucuklara serum icermeyen
DMEM igine dibiitiril cAMP (0,5 mM) eklenerek olusturulan farklilagma medyumu
(proliferasyon medyumu) konuldu. 24 saat sonra her bir konsantrasyon igin farklilasma
medyumu iceren 3 Ornek igine Oleokantal 1, 10, 100, 1000, 10000, 100000 pM
konsantrasyonlarda konuldu. Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan etanol ¢o6ziicii olarak kullanildig:
miktarda 20 ml hacimde 3 kuyucuk icine eklendi (pozitif kontrol). 24 saat sonra hiicreler 20
dakika %4 PBS(fosfat tampon soliisyonu) icinde ¢Ozdiiriilmiis formaldehid icinde fikse
edildikten sonra 5 dakika Coomassie Blue boyasinda (% 0.6) bekletildi. Boyanmis 6rnekler daha
sonra 2 kez once PBS daha sonra distile su ile yikandi. Bir gece kurumaya birakildi. Isik
mikroskobu altinda rasgele secilen 10 farkli sahadan 80 hiicrenin ndérit uzunluklar1 goriintii

analiz sistemi ile 6lciildii. Olgiilen nérit uzunlugu degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi (20).
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Pozitif kontrol nérit uzunlugu - Madde konulan nérit uzunlugu

% Inhibisyon= - - -

Pozitif kontrol-Negatif kontrol

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

Hiicrelerin kiiltiir ortamindaki canliliginin degerlendirilmesinde bu hiicrelerin mitokondrial
fonksiyonlar1, dolayisiyla canli hiicre yogunlugu kolorimetrik bir test yontemi olan MTT
(mitokondrial aktivite) testi ile belirlendi. Bu test, sar1, suda ¢6ziinebilen MTT boyasinin aktif
mitokondrilerdeki elektron akimi yoluyla mor formazan iiriinlerine dontigmesini élger. MTT mor
renkli formazan iiriinlerinin azalmasi hiicre yasama ve ¢ogalmasini dlger. Hiicreler 0,5 mg/ml
MTT soliisyonu ile 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra medyum uzaklastirildi. Kiiltiir kabinin her
gozline dimetilsiilfoksit (DMSO) eklendi. Formazan tuzlart DMSO ile ¢oziildii ve absorbans
570 nm’de, 690 nm referans filtreye karsilik mikroplaka okuyuculu spektrofotometre (Versa
Max, Molecular Device, USA) de 6lciim yapildi. Hiicreler 24 giin boyunca her 3 giin de bir
Olciildii (Beccheroni A ve ark. 2003).

Canli hiicre yogunlugu kolorimetrik bir test yontemi olan MTT testi ile belirlendi.
Noroblastoma hiicreleri, 15x10° hiicre gelecek sekilde drneklere konduktan sonra, oleokantal 1,
10, 100, 1000, 10000, 100000 uM konsantrasyonlarda ortama ilave edildi. 48 saat inkiibe edildi.
Siire tamamlandiktan sonra, her 6rnege ortama 50 pl MTT ilave edildikten 4 saat sonra canli
hiicrelerin mitokondrilerinde formazona g¢evrilen MTT’yi solubl hale getirmek amaciyla 1 ml
isopropanol eklendi ve optik okuyucuda 570 nm dalga boyunda optik dansiteleri

spektrofotometrede okutuldu. Kontrol grubuna goére % olarak hesaplandi.

5.6. Indirekt immiinohistokimyasal Analiz NOS immiinisaretlemesi

Yontem 24 kuyucuklu kiiltiir kabinda ¢ogaltilan hiicreler 48 saatteki ilag uygulamalarini takiben
kiiltiir vasati atildi, hiicreler bir defa steril PBS(fosfat tampon soliisyonu) ile yikandiktan sonra
%4’ liik paraformaldehit ile 30 dk. fikse edildi. Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dk. PBS ile yikandi.
%3 liik hidrojen peroksit (H2O2) uygulandi (5 dk) ve 3 defa PBS ile yikandi. Permeabilizasyon
icin %0,1 lik Triton-X 100 (T8787 -Sigma Chemical Co. St Louise, Missouri, USA) ile 15 dk.
inkiibe edildikten sonra 3 defa PBS ile yikandi. 1 saat blocking uygulamasindan sonra
yikamadan anti-iNOS ve anti-eNOS antikorlar1 ile 1 gece inkiibe edildi. Kullanilan 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 giin 3 defa PBS ile

yikandiktan sonra ikincil antikorlar biotin (30 dk.) ve ardindan streptavidin (30 dk.) uygulandi.
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Iki uygulama arasinda ve son uygulamadan sonra 3 defa PBS ile yikamalar yapildi.

DAB(Diaminobenzidin) kromojeni uygulanarak immunoreaktivitelerin gorlintirligii saglandu.
Immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigimi test etmek amaci ile birer kesit kontrol boyamasi
icin ayrildi ve primer antikor uygulanmadan boyama gergeklestirildi. Distile su ile yikanan
ornekler kapatma mediumu (Clear Mount, Mounting Medium Invitrogen, USA) ile kaplanarak

kapatildi ve fotograflari 151k mikroskobu ile ¢ekildi (Demir R, 2008).

5.7.TUNEL immunohistokimyasi

TUNEL yontemi (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP Nick —End
Labeling) apoptotik hiicre oliimiiniin belirlenmesinde degerlendirildi. DeadEnd Colorimetric
TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak yapildi. Doku kiiltiirii kuyucuklarindaki
ornekler %4 paraformaldehit ile 15 dakika oda 1sisinda fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda
is1sinda yikandi. 1/500 oraninda PBS(fosfat tampon soliisyonu) ile diliie edilen 20-pg/ml
proteinase K 20 dakika orneklere uygulandi. PBS ile yikamayi takiben %4 liikk paraformaldehit
ile 5 dakika yeniden fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi. Kesitler 5-10
dakika Equilibration buffer ile oda 1sisinda tutuldu. TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37
0°C’de 60 dakika plastik cover slipler kesitleri kapatacak sekilde konarak tutuldu. 15 dakikalik
SSC yikamasimin ardindan 5 dakika PBS ile oda 1s1sinda yikandi. 3- 5 dakika hidrojen peroksit
uygulanmas1 sonrast 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi, 1/500 oraninda PBS ile hazirlanan
Streptavidin HRP soliisyonu ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS
ile oda 1sisinda yikandi ve ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birka¢ kere
distile su ile yikama yapildi. Artalan boyamas1 Mayer’s Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle
TUNEL pozitif hiicreler saptanmaya calisildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine PBS,
pozitif kontrol olarak da apoptozis oldugu bilinen testis dokular1 kullanilabilir. Elde edilen
boyanmis yayma preperatlart Olympus x40 1sik mikroskobu ile degerlendirilmistir. TUNEL
yontemi ile boyanan preperatlarda boyanan hiicre sayilar1 % olarak belirtilmistir. Ortalamalar

istatiksel olarak degerlendirildi (Tuglu Mi, 2006).
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5.8.Istatistiki Analiz:

Immunohistokimyasal boyamalarda H skorlamasi ile yapilan degerlendirmelerde Graphpad
istatistik yazilimi ile anlamlilik degerlendirildi. H-skor i¢in toplam her alanda yiiz hiicre sayildi.
Hiicreler boyanma siddetlerine gore (1) yok veya hafif, (2) orta, (3) siddetli ve (4) ¢ok siddetli
olarak skorlandi. Boyanma li¢ kere tekrarlandi. Boyanma siddetleri H-skor yapilarak istatistiksel
olarak ANOVA istatistik testi ile kargilastirmali olarak degerlendirildi. Toplam boyanan hiicre
sayist (%) X (Boyanma siddeti + 1) /100 formiili ile H-skor, 1 — 500 arasinda olacak sekilde
degerlendirildi. H SCORE (histolojik skor) elde edilmistir. H SCORE=) Pi(I+1). Burada, I
boyama siddetini gostermektedir (0= ekspresyon yok, 1=hafif, 2=orta, 3=yogun ve 4=siddetli) ve
Pi her yogunluk i¢in boyanan hiicre yiizdesidir

TUNEL boyama i¢in, rastgele se¢ilen her boliim alanlardan 100 TUNEL pozitif hiicreler sayildi.
Apoptotik hiicre ylizdesi 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 degerlendirildi.
Sonuglar, GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) one-way ANOVA testi

kullanilarak hesaplandi.

6.BULGULAR
6.1. Sinir Hiicrelerinin Kiiltiir Yasami

Dondurulan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi sonrasinda kiiltiir ortamina alind1 ve g¢ogalmalar: izlendi
(Resim-5). Hiicreler ¢ogalarak semikonfluent ve konfluent oldular, kontakt inhibisyona
ugradilar ve pasajlar1 yapilabildi. Hiicrelerin epiteloid ve kiiclik ndritleri ile yapistigi,
yuvarlaklasarak cogaldigi ve farklilagsma besiyerinde faktor etkisi ile uzun noritler yaparak

farklilastig1 goriildii.
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Resim-5: Fare Noroblastoma sinir dizin hiicrelerinin kiiltiir kabina yerlesip ¢cogaldiklar1 goriillmekte (A-B-C-D). A-
B) Birinci giindeki dizin hiicrelerinin yerlesip ¢ogalmasi sirasiyla x 40 ve 200 magnifikasyon.C-D) Ikinci giindeki
dizin hiicrelerinin yerlesip cogalmasi sirastyla x 40 ve 200 magnifikasyon.E-F) Ucgiincii giinde semikonfluent
asamadaki fare noroblastoma sinir dizin hiicrelerinin farklilagma besiyerine alinarak ndrit uzatmalari saglandiginda

tipik sinir hiicresi gibi davrandiklari goriildii sirasiyla x 40 ve 200 magnifikasyon

Kok hiicrenin benzer bicimde ¢ogaldigi ve farklilasma besiyerinde faktor etkisi altinda
sinir hiicresine dondiigii goriildii (Resim-6). Hiicreler bipolar tarzda morfolojileri ve adheziv
karakterleri ile ¢ogalma asamasini gergeklestirdikleri ve bundan sonraki asamada farklilagma

besiyeri etkisi altinda ndrit uzatarak sinir hiicresine dondiikleri izlendi.
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Resim-6: Kemik iligi Kok Hiicre sinir hiicresinin kiiltiir kabina yerlesip ¢ogaldiklari goriilmekte. (A-B-C-D). A-B)
Birinci giindeki kok hiicrelerin yerlesip ¢ogalmasi sirasiyla x 40 ve 200 magnifikasyon.C-D) Ikinci giindeki kok
hiicrelerin yerlesip cogalmasi sirastyla x 40 ve 200 magnifikasyon. E-F) Uciincii giinde semikonfluent asamadaki
kok hiicrelerin farklilasma besiyerine alinarak norit uzatmalari saglandiginda tipik sinir hiicresi gibi davrandiklar

goriildi sirasiyla x 40 ve 200 magnifikasyon.

Kok hiicreden norit uzatarak sinir hiicesine donen hiicrelere immunohistokimyasal boyamalar ile
belirteclere bakildiginda biiylik cogunlugun sinir hiicresine isaret eden nestin ve tubulin pozitif
oldugu ayrica az miktarda astrosit icin GFAP ve Oligodentrosit icin pozitif boyandigi
goriildii(Resim-7)
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birinci giin, yapisan hiicre x200 birinci giin yapisan hiicre, x200

ikinci giin, ¢ogalan hiicre x200 ikinci giin, ¢ogalan hiicre x200

Resim-7: Kok Hiicre farklilasma besiyerine alinarak norit uzatmalari saglandiginda tipik sinir hiicresi gibi olduklar1
morfolojik olarak goriilmesinin yanisira hiicrelerin biiyiik cogunlugunun nestin ve tubulin pozitifligi gdstermesi bu

farklanmay1 desteklemektedir. Ancak az da olsa astrosit ve oligodentrosit farklanmasida goriilmektedir.

6.2. Sinir Hiicrelerinin toksik etki icin MTT analizi

Hiicre canlilifi ve ¢ogalmasi i¢in yapilan ve mitokondriyal saglamliga dayanan MTT ile
gerceklestirilen deneylerde MTT oncesi faz kontrast goriintiilerde uygulama sonrasi hiicrelerin
durumu gozlendi. Yiiksek dozlarda FNSH(fare noroblastoma sinir hiicresi) igin toksik oldugu
ancak KHSN(kok hiicre sinir hiicresi) i¢in hiicrelerde herhangi bir degisikligin olusmadigi

saptandi.
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MTT analizi

Fare Noroblastoma Sinir Hiicresi Kok Hiicre Sinir Hiicresi

1 uM OK x40 1 uM OK x200

1000 uM OK x40 1000 uM OK x200

100000 uM OK x40 100000 uM OK x200

Resim-8) MTT analizi ile Oleokantalin toksik etkisinin noroblastoma ve kok hiicre sinir hiicreleri iizerine etkisinin
kiiciik ve biiyiik bitytitmede faz kontrast goriintiileri. ICso dozu (1000 uM) ile en diisiik konsantrasyon (1 uM) dozu
karsilastirildiginda her iki grup sinir hiicrelerinin zarar gormedigi goriildii. ICso dozu (1000 uM) ile en yiiksek
konsantrasyon (100000 uM ) dozu karsilastirildiginda; néroblastoma kanser dizin hiicrelerinin 6liirken, kok hiicre

sinir hiicreleri i¢in toksik etkinin olugsmadig1 ve konfluent hiicre durumunun korundugu izlendi.
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Resim-9:MTT analizinde Oleokantal uygulamasinin néroblastom ile kok hiicre sinir hiicresi iizerine toksik
etkisinin karsilastirilmasinda, kok hiicre iizerine toksik etkinin anlamli bir sekilde daha az oldugu goriildii
(p<0.05). ICsp (1000 pM) doz uygulaniminda bu etkinin daha da anlamli bir sekilde diisiik oldugu saptandi
(p<0.001).

IC50 DOZUNDA OKSIDATIF STRES VE APOPTOZ ANALIZI

Fare Noroblastoma Sinir Hiicresi Kok Hiicre Sinir Hiicresi

Kontrol (PBS) Kontrol (PBS)
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iNOS x200 iNOS x200

eNOS OK x200 eNOS OK x200

TUNEL OK x200 TUNEL x200

Resim-10: ICso dozunda iNOS, eNOS ve TUNEL immunohistokimya analizi. Noroblastoma ile kok hiicre sinir
hiicresi karsilastirildiginda iNOS, eNOS ve TUNEL boyamalarinda H skorlamalarinin kok hiicre sinir hiicrelerinde
daha diisiik oldugu ve toksik etkinin daha az gergeklestigi goriildii.



Oleokantal toksik etkisi IHK H skor ile
_ 250 analizi
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£ 200 T
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Resim-11) Skorlama ile iNOS, eNOS ve TUNEL immunohistokimyasinin degerlendirilmesi. Oleokantal
uygulamasinin nb2a ile karsilastirildiginda KHSH toksik etkisinin anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu ve ICso
dozlarimin anlamli bir sekilde farkli oldugu saptandi. Oleokantal uygulamast yapilmamus hiicrelerin THK ile bulunan

H skorlarmin Oleokantal uygulamasi yapilmiglara yiizdesi olarak ifade edilen oksidatif hasar ve apoptoz bagl

6limde anlamli bir etki saptand1
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6.3. Sinir Hiicrelerinin NTT analizi ile norit inhibisyonu

IC50 DOZUNDA NTT ANALIZI
Kiiciik ve Biiyiik Biilyiitme Goriintiileri

Fare Noroblastoma Sinir Hiicresi Kok Hiicre Sinir Hiicresi

1000 uM x200

Resim-12) ICs5y dozunda NTT analizi ile Oleokantal toksik etkisinin Noroblastoma ve Kok hiicre sinir hiicresinin
kiiciik ve biiyiitmede faz kontrast goriintiileri. Oleokantal noroblastoma ndritlerine belirgin ve anlamli inhibisyon

yaparken, Kok hiicre sinir hiicresi noritlerinde belirgin inhibisyona neden olmadi.
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Resim-13: NTT ile Oleokantal uygulamasinin nb2a ile karsilastirildiginda KHSH toksik etkisinin
anlamlibir sekilde daha az oldugu ve ICsp dozlarimin anlamli bir sekilde diisiik oldugu saptandi.
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7.TARTISMA VE SONUC

Kansere karsi gelistirilen yeni tedavi yaklagimlarina ragmen c¢ocukluk cagi kanser
Oliimlerinin yaklasik %15’inden ndroblastoma tiimorleri sorumlu tutlmaktadir. Biyolojik
davranisinda degiskenlik ve agresif bir yol izlemesinden dolay1 prognoz sagaltimi sorunlu
olabilmektedir. Noroblastomada tedavi siireci cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi farkli
yontemlerin uygulanmasiyla birlikte uzun bir siireci kapsamaktadir.  Buna ilaveten
noroblastoma rekiirrensleri yiiksek diizeyde tedavi rezistansi gostermekte ve c¢ok kotii bir
prognoz sergileyip genellikle oliimciil seyretmektedir. Ileri ddénem noroblastoma
tastyicilarinda agresif bir tedaviye ragmen kotii sonuglar alinmasi, yeni tedavi yaklasimlarim
gerekli kilmaktadir (47). Noroblastoma da diger bir¢cok tiimdrde oldugu gibi, apoptoz tiimor
gelisimi i¢in Onemli bir mekanizmadir ve bu konuda ¢esitli caligmalar yapilmigtir
(91,92,93,94). Tiimorogenezde kontrolsiiz hiicre boliinmesi, yaslanmanin bastirilmast,
apopitozisin  inhibisyonu, anjiogenez indiiksiyonu gibi ¢ok asamali islemler
gerceklesmektedir. Programlanmis hiicre olimii  olarak bilinen apopitozisin erken
donemlerinde kaspaz proteinleri aktive olurlar. Bu proteinler normal hiicresel fonksiyonlar
icin gerekli olan, ozellikle hiicre iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan
niikkleer proteinlerin par¢alanmasindan sorumludur. Bunun sonucunda hiicrede bazi
morfolojik degisiklikler gozlenmektedir. Bunlar hiicre sitoplazmasinin biiziismesi, membran
kabartilar1 seklindeki apopitotik cisimlerdir. Apopitozisi aktive ve inhibe eden bir¢cok faktor
bulunmaktadir.

Noroblastoma hiicreleri, hiicre dongiistiniin durdurulmasi, apopitozun indiiklenmesi ve N-
myc expresyonunun azaltilmasi gibi ¢esitli anti-tiimor mekanizmalarinin degerlendirilmesinde
in vitro model olarak kullanilmistir (91,92,93). Wai Wing ve ark. yaptiklari in vitro ¢alismada
Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin insan néroblastoma hiicreleri iizerine konsantrasyon
bagimli olarak antiproliferatif etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Bu caligmada, yag asit
komponentleri olan dokosaheksaenoik asit ve eikosapentaenoik asitin hiicre dongiisiinii
G0/G1 fazinda durdurdugu ve boylece S fazindaki hiicre yiizdesinde belirgin azalmaya neden
olduklar1 raporlanmistir (91).

Y Shi ve ark. yaptiklari in vivo ve in vitro ¢caligmalarda, Dual Spesifik Protein Fosfataz 26
inhibitorii olan NSC-87877 nin (8-hidroksi-7 - [(6-siilfo-2-naftil) azo] -5-quinolinesulfonik
asit) pS3 ve p38 tiimor suppressor yolaklarini MAPK (Mitojen active edici protein kinaz)

araciligr ile aktive ederek, noroblastoma hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugunu
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bildirmislerdir (92)

Bir diger calismada ise Sagar Shelake ve ark. Retinoik asit ve Tolfenamik asit
kombinasyonunun SP1 transkripsiyon faktoriinii (hiicre biiyiimesi, apoptozis, invazyon ve
metastazda etkili faktor) inhibe ederek noroblastoma hiicrelerinde antiproliferatif etki
gosterdiklerini bildirmislerdir (93).

Yonehara ve ark. Aloe veranin antiproliferatif etkisini degerlendirmek iizere néroblast
hiicreleri ile yaptiklar1 in vitro ¢alismada, hiicre saymmi, Ki-67 boyanmasi ve gen
ekspresyonunu degerlendirmislerdir. Calismada, aloe veranin, Ki-67 boyanmasinda vede
CCND2 mRNA gen ekpresyonunda azalmaya yol agarak anti proliferatif etki gosterdiklerini
raporlamislardir(94).

Ik olarak 1990’larn basinda sizma zeytinyagi’nin icerigindeki bir fenolik komponent
olarak saptanan(79) Oleokantalin yapilan deneysel ¢aligmalar sonrasinda, COX-1 ve COX-2
‘yi inhibe ettigi, p53°i fosforile edip, tiimdr hiicresinde apoptozisle ilgili adenozin monofosfat
aktive edici protein (AMPK)’1 aktive ettigi, PHF6(paired helical filaments-6) proteininde
modifikasyona yol acarak tau-tau baglanmasini engellemede etkili oldugu bildirilmistir. Bu
etkilerinden yararlanilarak meme, prostat, multipl myelom, gastrointestinal kanserler ve
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklardaki etkilerini arastirmak tizere bir ¢ok in vitro ve in
vivo ¢alismalar yapilmistir(70,71,72,74,87,88).

Scotece ve ark. Oleokantalin MIP-1a ekspresyonunu inhibe ettiini, ERK1/2 ve AKT
sinyal yolagini inhibe ederek multipl myelom hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu
bildirmislerdir (76).

Mohamed R ve ark. yapmis olduklari in vitro ¢aligmada, oleokantalin c-met bagimli sinyal
yolagii inhibe ederek meme kanser hiicrelerinde G1 hiicre dongiisiinii durdurdugunu ve
apoptoza neden oldugunu raporlamislardir (95)

Yapmis oldugumuz calismada, oleokantalin kiiltiir ortamindaki noéroblastoma kanser
hiicreleri iizerine hiicre canlilifi, oksidatif stres, norit inhibisyonu ve apoptotik etkilerini
arastirdik. Oleokantal maddesinin noroblastoma kanser hiicrelerini doz bagimli olarak
etkiledigi ve ICso dozunda her dort etkinin de daha belirgin olarak saptandig1 gézlemlendi.

Hiicre canliligi i¢in yapilan MTT analizinde, Grup-1’ de (Olekantal ile tedavi edilen
Noroblastoma hiicreleri) hiicre canliligi, Grup-2° ye (Olekantal ile tedavi edilen kemik iligi
stromal kokenli kok hiicre néronlari) oranla daha az olup bu fark istatistiki agidan anlamli idi
(p<0,001)

Oksidatif stresi degerlendirmek i¢in kullanilan i-NOS ve e-NOS boyamalar1 Grup-1’ de

Grup-2’ ye oranla daha fazla olup bu fark istatistiki olarak anlaml idi (p<0,005)
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Norit inhibisyonu i¢in yapilan norotoksisite tarama tesi analizinde, oleokantalin noroblast
hiicrelerinde nérit biiylimesini belirgin olarak engellerken kok hiicre kokenli noronlarda daha
az ndrit inhibisyonuna yol a¢tig1 saptand1 ve bu fark istatistiki olarak anlamli idi (p<0,005).

Apoptozu degerlendirmek icin yapilan TUNEL boyamanin Grup-1 deki hiicrelerde Grup-2
deki hiicrelere oranla daha belirgin oldugu saptandi ve bu farkta istatistiki olarak anlamlilik
gostermekteydi (p<0,001)

Sonu¢ olarak yapmis oldugumuz c¢alisma ile, Oleokantal’in Kkiiltiir ortaminda
neuroblastoma kanser hiicreleri iizerindeki etkileri gosterilmistir. Oleokantalin, néroblastoma
kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi TUNEL yontemiyle gosterilmis olup, gelecekteki
oleokantal tabanli kanser tedavileri i¢in gerek tek basina gerekse cesitli sitotoksik ilaclarla

kombine olarak kullanimi agisindan 6énemli bir potansiyel olarak goriilmektedir.
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