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OLEUROPEIN VE SISPLATIN'IN (Bagimsiz Degisken) NOROBLASTOM
HUCRELERI (Bagimli Degisken) UZERINE ETKISI

Duygu DURSUN

Dokuz Eylil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisti, Onkoloji Enstitlisti, Temel
Onkoloji AD, Inciralti/ IZMIR

OZET

Noéroblastom (NB), tim c¢ocukluk ¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur.
Sisplatin (cis-diaminedichloroplatinum II; CDDP) ¢ocukluk ¢agi ve eriskin donemdeki
bircok farkli insan kanserinin tedavisinde kullanilan yan etkileri bulunan bir
kemoterapdtiktir. Zeytin yapraginda bulunan Oleuropein’in (OLE) mezotelyoma ve
malign melanom gibi kanser hucrelerinde hicre canliligini azaltici etkisi daha dnce

gOsterilmistir.

Bu calismanin amaci iyi prognostik SH-SY5Y N-MYC(-) ve kétl prognostik
KELLY N-MYC(+) noroblastom hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde (PSi2 12S6),
OLE’nin tek bagina ve CDDP kombinasyonu ile olasi anti-proliferatif etkisi ve apoptotik

hiucre 6limune yol agip agmadiginin belirlenmesiydi.

PSi2 12S6, SH-SY5Y ve KELLY hiicrelerine OLE (500uM) ve CDDP (50uM)
uygulanmisgtir. CDDP, OLE ve OLE-CDDP kombinasyonu uygulanarak apoptotik hiicre

Oltimleri Akim sitometrik olarak belirlenmistir.

OLE’nin PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde canlii§i azaltici ve apoptotik etkileri
saptanmigtir. SH-SY5Y ve KELLY hicrelerinde OLE tek basina o6zellikle canlihgi

azaltmis ve apoptotik etki gostermistir.

OLE’nin néroblastomda anti-proliferatif etki mekanizmalarinin in vitro ve in vivo

calismalarla degerlendiriimesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Oleuropein, Sisplatin, Apoptoz
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THE EFFECTS OF OLEUROPEIN AND CISPLATIN ON NEUROBLASTOMA CELLS
ABSTRACT:

Neuroblastoma (NB) accounts for 8-10% of all childhood cancers. Cisplatin (cis-
diaminedichloroplatinum II; CDDP) is a chemotherapeutic drug with side effects that
are used in the treatment of many different human cancers in childhood and adulthood.
Oleuropein (OLE), an olive leaf, has been shown to reduce cell viability in cancer cells

such as mesothelioma and malign melanoma.

The aim of this study was to investigate OLE alone and in combination with
CDDP has possible anti-proliferative effect and induce apoptotic cell death in good
prognostic SH-SY5Y N-MYC (-) and poor prognostic KELLY N-MYC neuroblastoma
and fibroblast cells.

OLE (500uM) and CDDP (50uM) were applied to PSI2 1256, SH-SY5Y and
KELLY cells. Apoptotic cell deaths were determined by Akim cytometry using CDDP,
OLE and a combination of OLE-CDDP.

The anti-proliferatif and apoptotic effects of OLE on PSi2 12S6 fibroblast cells
were determined. OLE and CDDP-OLE combinations reduced viability in SH-SY5Y
and KELLY cells and showed apoptotic effects.

The mechanisms of anti-proliferative effects of OLE in neuroblastoma should be

evaluated in vitro and in vivo studies.

KEY WORDS: Neuroblastoma, Oleuropein, Cisplatin, Apoptosis
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1. Girig ve Amag:

1.1.Problemin Tanimi ve Onemi:

Oleuropein (OLE); antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-
hipertansif ve anti-kanserojen etkilere sahip oldugu; hem kultar hicrelerinde hem
de model organizmalarda norodejenerasyona kargi vyararl etkileri oldugu
gOsterilmigtir. Literatir taramalarinda oleuropein ve noéroblastom ile ilgili 6 tane
calisma vardir. Bu 6 calismanin 4 tanesinde kullanilan néroblastom hlcre hatlari
Alzheimer Uzerine arastirma yapmayl amaclamistir. Yalnizca bir tanesinde
néroblastom ana hedef olan g¢alisma vardir ve bu ¢alismada da sadece SH-SY5Y
ndroblastom hlcre hatti kullaniimistir. Ayrica oleuropein ve sisplatin (CDDP)
kombinasyonunun noéroblastomdaki etkinligini gosteren herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamigtir ve bu ilk kez in vitro olarak arastiriimigtir. Burada oleuropeinin
CDDP varhginda néroblastom hicre hatlarinda etkinligi ilk kez in vitro olarak
arastinlmistir. Bu etkilesimin ileriye yonelik noroblastom tedavi kombinasyonlarina
yeni bir ajan olarak isik tutucu bilgileri sunabilecegi amaciyla bdyle 6zgun bir

calismay gergeklestirdik.
1.2. Arastirmanin Amaci:

Bu calismanin amaci insan kokenli farkh Kklinik 6zellikleri yansitan; iyi
prognostik grubu yansitan N-MYC negatif SH-SYS5Y, kotu prognozu yansitan N-
MYC pozitif KELLY noéroblastom hucrelerinde ve saglikli hicreleri temsil eden
fibroblast (PSi2 12S6) hiicrelerinde oleuropeinin (OLE) tek basina ve sisplatin
(CDDP) kombinasyonu ile olasi anti-timoral etkinligini ve eger varsa bu etkinligin
apoptoz (programh  hicre 6limli) mekanizmasi Uzerinden gercgeklesip

gerceklesmediginin arastiriimasiydi.
1.3. Arastirmanin Hipotezi:

Bizim bu calismada hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi (bagimsiz
degisken) ile CDDP’nin etkisini arttirir ve Oleuropeinin Noroblastomda tek basina
ve sisplatin (bagimsiz degisken) ile antitimoral etkisi vardir ve bu etki apoptoz
hicre 6lum tipini (bagimli degisken) uyararak meydana gelir” seklindeydi. Calisma
sonucunda go6rdik ki; hipotezimiz SH-SY5Y ndéroblastom hicreleri igin

dogrulanirken KELLY hucreleri igcin kismen dogrulanmistir.
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2. Genel Bilgiler:

2.1.Noroblastom:

Noéroblastom; adrenal medulla ya da sempatik néronlardaki néronal krest kdkenli
hdcrelerin diferansiasyonun bozulmasina bagli olusan en sik rastlanan ekstrakraniyal

cocukluk ¢agi solid tumorudur (1,2).

Noroblastom (NB) tim c¢ocukluk ¢adi kanserlerinin % 8-10’unu olusturmaktadir

ve gocukluk ¢agi kanserlerinde 6lum nedeni olarak ilk siraya yerlesmektedir.

Farkli bir biyolojik davranisa sahip olan noroblastom, sut ¢ocuklugu doneminde
% 2 civarinda spontan regresyon gosterebilirken, Ozellikle yiksek risk ileri evre
metastatik hastalikta multimodal intensif tedavi yaklasimlarina ragmen 10 yilllik yasam
(overall survival) % 30 larin altinda seyretmektedir (4). Tedavi protokolleri yas, evre,
histopatoloji, N-mycn gen amplifikasyon kopya sayisi, ploidi, 11q LOH gibi segmental
aberasyonlara dayanarak hazirlanan risk protokollerine gore uygulanmaktadir ve bu
protokollerde de uygulanan sisplatin ana ajandir. Yuksek doz kemoterapi
protokollerine ragmen gelinen noktanin tatminkar olmayigi farkli tedavi ve

kemoterapoétik arayislarini beraberinde getirmektedir (4).

2.2.0leuropein (OLE):

Zeytin yapraginin aktif bileseni olan oleuropein, polifenol grubuna aittir ve
antioksidan, anti-mikrobik, anti-inflamatuar, anti-hipertansif ve anti-kanserojen etkilere
sahiptir (6).

Zeytinyaginda bulunan ana polifenol olan oleuropein aglycone'un (OLE) hem
kultar huacrelerinde hem de model organizmalarda ndérodejenerasyona karsi yararli

etkileri gosterilmistir (5,7).

Otofaji stimllasyonunda, akdeniz diyetini niteleyen bazi bitki polifenollerinin
saglikh etkilerinin, epigenetik ve biyolojik degdisikliklerden kaynaklandigi gosterilmigtir.
OLE'nin kultirlenmis SH-SY5Y hicrelerinde otofajiyi Ca2 + -CAMKKB-AMPK ekseni

Uzerinden tetikledigi saptanmistir (7).
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Ayrica oleuropein, Bcl-2'yi inhibe ederek ve Bax, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gen

ekspresyonlarini aktive ederek SH-SY5Y hucrelerinde apoptozu uyarir (6).

OLE’nin SH-SY5Y hucrelerindeki invazyonu azalttigi gosterilmistir. Oleuropein,
SH-SY5Y noéroblastoma hicrelerinde hilicre gogalmasini, CCND1, CCND2, CDK4,
CDK®6, p53 ve CDK inhibitorlerinin gen ekspresyonu dedisiklikleri yoluyla hicre
dongusu durdurarak inhibe ettigi dolayisiyla oleuropein'in néroblastom tedavisinde

terapotik bir madde olabilecegi belirtiimigtir (6).

Oleuropein, SH-SY5Y'de intrinsik yol ile apoptotik mekanizmalari uyardigi
belirtiimigtir (6). Oleuropein, SH-SY5Y nbéroblastoma hicrelerinde invazyon,

migrasyon ve koloni olusumunu azaltmaktadir (6).

2.3.Sisplatin (Cis-diaminedichloroplatinum II- CDDP)

CDDP, antimitotik aktivitesi ve antineoplastik 6zellikleri olan gocukluk ¢agi ve
erigskin dénemdeki birgok farkli insan kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan

bir ajandir. Hucre siklus bagimsiz etki eden bir ajandir.

CDDP, neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilir ve etkisi DNA ile olan
etkilesimine baglidir. CDDP, en iyi bilinen DNA hasar ajanidir ve sitotoksik aktivitesini
gbstermesinde DNA-platin etkilesimi ilk adimi olusturur. Aktif sisplatinin sitotoksik
formu DNA zincirinde ¢apraz baglar olusturarak DNA sentezini baskilayip bazi sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu saglayarak apoptozu uyarir. CDDP, sitotoksik etkisini
DNA'nin butun bazlarina, ozellikle guanin ve adeninin 7'inci pozisyonundaki azot
atomuna baglanarak gosterir. Mitokondriyal DNA, RNA ve diger hucresel bilesenler,
platin yapisi i¢in gugli reaktanlar icerirler (11,12). Sisplatinin néroblastom tedavisinde
yaygin bir sekilde kullaniimakla beraber nefrotoksisite, ototoksisite ve nérotoksisite gibi

doz sinirlayici etkileri bulunmaktadir (13).

2.4. Apoptotik Hiicre Oliimii ve iligkili Proteinler (BCL2, BCL-XL, BAX)

Kemoterapdtik ajanlarin ¢gogu kanser hucrelerinde hlcre 6limund apoptozu
tetikleyerek ortaya cikarirlar. Burada intrensek ve ektrensek apoptotik yolaklar ve
pro/apoptotik ve anti-apoptotik proteinler apoptotik sireci yonetirler. BCI-2 ve Bcl-XL
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proteinleri anti-apoptotik iken Bax ayni siregte apoptotik aktiviteyi tetikleyen
faktorlerdir. Bcl-2 ve Bcl-XL ile apoptozi baslatan yollarin kesistigi temel nokta
mitokondridir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu apoptotik siregte, geri
donusumsuz noktayi gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en onemli faktor
ise Bcl-2 ailesidir (14, 17). Bcl-2 ailesi birbirine zit etkili iki gruptan olusur. Bu gruplarin
biri anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) digeri ise pro-apoptotiktir (Bax) (15, 17). Antiapoptotik
grup apoptozi baskilayicidir. Pro-apoptotik grup ise apoptozi indukleyici etkiye sahiptir.
Hucrelerin apoptotik uyariya hassasligi pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri
arasindaki dengeye baghdir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin agiri ekspresyonu
apoptozi baskilarken, pro-apoptotik Uyelerin asiri ekspresyonu apoptoze neden olur
(16, 17).
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3. Gerec ve Yontem:
3.1. Aragtirmanin Tipi:
Arasgtirma deneysel bir caligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestiriimigtir. Projeye Haziran 2017 de baglanmis olup Aralik 2017°de tez
savunmasi ile sonlanmistir.
3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Galisma Gruplari:
Calismada farkli klinik 6zellikleri yansitan insan kokenli iki néroblastom hticre hatti
(iyi ve kotu prognostik) kullaniimistir.
3.4.Calisma Materyali:
Bu calismada farkh klinik durumu yansitan insan kokenli iki néroblastom
hdcre hatti olan SH-SY5Y ve KELLY (iyi ve kot prognostik) ve saglikl fibroblast

(PSi2 12S6) hiicreleri kullanilmistir. Hiicre hatlari ticari olarak satin alinmistir.

Deney Plani;
NB hiicrelerinin (KELLY, SH-SY-5) ve fibroblast hiicrelerinin (PSi2 12S6)
¢ogaltiimasi
\2
OLE, CDDP ve OLE-CDDP kombine uygulamalari
\2
Hucre canlilik analizleri ile LD50 dozlarin saptanmasi

\

Apoptozun Degerlendirmesi (Akim sitometrik Anneksin/PIl analizi)

Hicre Kiltira

Yapilan bu caligmada; SH-SY5Y (N-MYC negatif) ve KELLY (N-MYC
pozitif), insan kokenli ndroblastom hicre hatlari (DSMZ) kullaniimigtir. Ayrica saglikli
durumu yansitan fibroblast hiicre hatti (PSi2 12S6) (DSMZ) kullaniimistir. Néroblastom
hiicre hatlari (KELLY, SH-SY5Y) ve fibroblast hiicre hatti (PSi2 12S6) 25 cm? flasklara
alinmigtir. Hiicre hatlari, 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli %10 fetal
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bovin serum iceren DMEM ve RPMI 1640 ortamlarinda kultture edilmigstir. Haftada 2
veya 3 defa ortamlari tazelenerek 37°C de % 5 COz2 ’lik inkUibatérde inkiibe edilmigtir.
Kaltarler yaklagik %80 sikigikhda eristiginde tripsin/EDTA sollsyonuyla Kkalttr
kaplarindan kaldirilarak 1:2 oraninda pasajlanmigtir. Calismalar 3 farkli zamanda 3

tekrar ile gergeklestirilmistir.

Calisma Gruplari:

Kontrol grubu: Herhangi bir ajan uygulanmayan hucre kultur ortamlari ile diger
calisma gruplar ile es zamanda idame edilen néroblastom ve fibroblast hlcreleri
(KELLY, SH-SY5Y ve PSi2 12S6)

Sisplatin uygulanacak grup (CDDP): 5-200 uM (5uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM)
araliginda hucre kultur ortamlarinda CDDP (Kogak farma) uygulanan gruptur (22). Bu

uygulamalar sonucu LD50 dozu 50uM olarak bulunmustur.

Oluepeinin grubu (OLE): 50-800 uM (50uM, 100uM, 200uM, 400uM, 800 uM)
araliginda hucre kultlr ortamlarinda OLE (Sigma) uygulanan grup(6). Bu uygulamalar

sonucunda en etkin degerin 500 uM oldugu bulunmustur.

Sisplatin ve Oluepeinin kombine uygulanan grup (CDDP-OLE): OLE ve CDDP’nin
LD50 dozlari diger gruplarda CDDP igin 50uM ve OLE i¢in 500uM olarak bulunmus ve

sonra bu grupta denenmistir.

Oleuropein ve Sisplatin Uygulamasi

Kulture edilen hicrelerin ortamlari uzaklastirilip, PBS ile yikanmistir. Daha sonra
tripsin-EDTA sollsyonu ile muamele edilerek hicrelerin flasklardan kalkmasi
saglanmistir. 1:1 oranda ortamlar eklenip hucreler falkon tipler icinde santrifij
edilmistir. Elde edilen hicre pelleti Gzerindeki supernatant uzaklastirilmistir. Hicreler
uzerine farkli dozlarda hicre kultir ortamlar ile dilie edilerek hazirlanmig CDDP
(kogak farma) ve oleuropein (sigma) uygulanmistir.
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WSTH1 ile Hiicre Proliferasyonunun Tayini

Hucreler her kuyucukta 10 hlicre olacak sekilde 96 well plate ekilmis, ertesi giin
ortamlar gekilerek ajanlar uygulanmistir. Ajan uygulamasi sonrasinda 24, 48 ve 72
saat inkube edilerek doz ve zaman bagimli hucre canhligi Uzerindeki etkisi

degerlendirilmistir.

inkiibasyonlarin sonunda hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu plate iginde bos
bir kuyucuga da sadece ortam koyularak kor olarak kullaniimistir. 100 pl/kuyucuk hicre
icin her kuyucuga 10 pl/kuyucuk WST1 hicre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10
diliisyon) hicreler 35°C %5 CO:2 lik etliivde 2 saat inklibasyona birakilmistir. Plate
calkalayicida 1 dk calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutulmustur.
Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlasi (630 nm) segcilmistir. Kontrol grubunun
absorbans ortalamalari %100 canliik olarak kabul edilerek diger absorbanslar

karsilastirilarak hucre canlilhk yuzdeleri tayin edilmigtir.
Akim sitometrik Annexin V-FITC/Pl Boyamasi ile Apoptoz tayini

Annexin V-FITC/Propidium lodide (Pl) boyamasi apoptotik hicre 6lum oranini
kantitatif olarak belirlemek igin; néroblastom hicrelerine oleuropein ve CDDP
uygulamasi sonrasinda yapilmistir. Hucreler Annexin V-FITC apoptoz deteksiyon Kiti
(BD) kullanilarak protokole uygun olarak boyanmistir. Ajan uygulamalari sonrasinda
hiicreler PBS ile 3 er kez yilkanmis ve ortam icinde restispanse edilmistir. Daha sonra
hicreler oda sicakhdinda 15 dakika Annexin V-FITC ve Pl ile inkiibe edilerek Akim

sitometride analiz edilmigtir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Néroblastoma uygulanan OLE ve CDDP bagimsiz degiskenler olup, ajanlarla
meydana gelecek hicre olum degisiklikleri (apoptozun degerlendirmesi) bagimli

degiskendir.

3.6. Veri Toplama Araglari:

Hucre canlilik analiz sonuglari, apoptoz sonuglari
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3.7. Arastirma Plan ve Takvimi:

Haziran- Agustos-Ekim Kasim 2017 Aralik 2017
Temmuz 2017 2017
Deneylerin plani | Hacrelerin Degerlendirme Yayina
Malzeme temini Proliferasyonu Analiz donusturme
| .
Oleuropein Yazma Sunma
Uygulama

. . Bitirme raporu
Literattr gincelleme P

Cisplatin Uygulama
Wst-1 testi

Apoptoz testi

Tablo 1: Arastirma Plan ve Takvimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirma sonuglarinin istatistik analizi, SPSS i¢in Windows istatistik programinin
15.0 versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik duzeyinde incelenecektir. Bulgular,

Kruskall-Wallis sonrasi Mann Whitney-U testiyle analiz edilmigtir.

3.9. Arastirmanin Sinirhhiklari:
Bu arastirma hucre kulturd arastirmasi olup hasta ornegi ve deney hayvani

asamalarini icermemesi arastirmanin sinirliliklarini olusturur.
3.10.Etik Kurul Onay::

Bu calisma icin; 11.05.2017 tarih ve 2017/11-17 karar numarali, Dokuz Eyll

Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul Onay alinmistir.
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4. Bulgular:

Noroblastom hicre hatlari olan KELLY (N-MYC pozitif) ve SH-SY5Y (N-MYC
negatif) ile saglikli fibroblast hiicre hatti olan PSi2 12S6 hiicre hatlari, hiicre kiiltiiriinde
confluent olduktan sonra deney setleri kurulmustur. Deney setlerinde sisplatin (CDDP)
ve oleuropein (OLE) ve bunlarin cesitli kombinasyonlari igin doz denemeleri
gerceklestiriimis ve en etkili dozlarin 50uM CDDP ve 500uM OLE oldugu asagidaki
grafiklerde de belirtiimigtir. Deney setleri 24h, 48h ve 72h igin ayri ayri
gerceklestiriimigtir.
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%canlilik

%canlihk

%canlilik

120

100

8

o

6

o

4

o

2

o

o

120

100

80

6

4

2

120

10

o

8

o

6

o

4

o

2

o

o

o

o

o

kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uM 50uM

PSi2 1256 24H WST-1 SONUGCLARI

kontrol 50uM 100 uM 500uM 100 uM 50 uM

50uM  50uM 50uM 50 uM
OLE OLE OLE OLE CpP

Cp,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

PSi2 1256 48H WST-1 SONUGCLARI

kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uM 50 uM

50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE Ccp

Cp,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

PSi2 1256 72H WST-1 SONUCLARI

50uM 50uM 50uM
CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

OLE OLE OLE OLE Ccp

Tablo 2: 24h, 48h ve 72h PSi2 1256 WST-1 sonuglari

22



%canhlik

%canlilik

%canhlik

12
10
8

4
2

120
100
80
60
40
20

120
100
80
60
40
20

0
0
0
60
0
0
0

SH-SY5Y 24H WST-1 SONUCLARI

kontrol 50uM 100uM 500uM 100uM 50uMCP 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE Ccp,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

SH-SY5Y 48H WST-1 SONUCLARI

- T T T T T T T T T

kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE Cp CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

1

1

1

SH-SY5Y 72H WST-1 SONUCLARI

] T I T I T I T I T I T I T I T I T l

kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cp CcpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

1

1

1

1

Tablo 3: 24h, 48h ve 72h SH-SY5Y WST-1 sonuglan
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% canlilik

%canlilik

%canhlik

KELLY 24H WST-1 SONUCLARI

12

10
8

0
0
0

60

40

20
0

kontrol 50uM 100uM 500uM 1000 uM50uMCP 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE CP,50 uM CP,100 CP,500 CP,1000
OLE uMOLE uMOLE uMOLE

KELLY 48H WST-1 SONUCLARI

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 - - -
O 1 T T T T T T T T T
kontrol 50 uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cpP CcpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE
KELLY 72H WST-1 SONUCLARI
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
O 1 T T T T T T T T T

kontrol 50uM 100 uM 500 uM 100 uM 50uM 50uM 50uM 50uM 50uM
OLE OLE OLE OLE cp CpP,50 CP,100 CP,500 CP,1000
uM OLE uM OLE uM OLE uM OLE

Tablo 4: 24h, 48h ve 72h KELLY WST-1 sonuglari
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WST-1 deneyleri sonucu LD50 dozu CDDP igin 50uM ve OLE igin de yine en
etkin dozun 500uM oldugu saptanmistir. Bu dozlar ve bunlarin kombinasyonlari ile

hdcre kultartd ¢caligmalari yapilmig, ardindan Akim sitometri ile apoptotik hiicre élumi

degerlendirilmigtir.

Saglikli fibroblast hiicre hattimiz olan PSi2 12S6 hiicrelerinin 24h, 48h ve 72h’
lerde Akim sitometrik apoptoz degerlendirmelerine baktigimizda belirlenen % canlilik
ve % apoptoz degerleri asagida ifade edilmigtir;

PSi2 1256 24h % canlilik

120

100
84.62

80

60

40

20

0

Kontrol CDDP  OLE+CDDP

%canhlik

PSi2 1256 48h % canlilik

120
100
100 2
82.68
80
~ 69
S 60
Q
X
40
20
0
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP

%apoptoz

%apoptoz

PSi2 1256 24h % apoptoz

120

100
80
60
40
22 2
20
0
Kontrol CDDP  OLE+CDDP

PSi2 12S6 48h % apoptoz

120

100

80 67.8
60 55.4
40

26.8 26.9

i I I

0

Kontrol OLE CDDP OLE+CDDP
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PSi2 12S6 72h % canlilik PSi2 1256 72h % apoptoz

120 120

100 100

80 ~ 80
= g 60.3
= 52.3
£ 60 g 60
2 g
= 40 X 40

20 20 I

0 0

Kontrol ~ OLE  CDDP OLE+CDDP Kontrol CDDP  OLE+CDDP

Tablo 5: PSi2 12S6 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglari

Canlilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; bu galismada PSi2
12S6 fibroblast hiuicrelerinde OLE’nin huicre canhligini zaman bagimh olarak hemen
hemen degistirmedigi saptanmistir. Apoptoz degerlendirmesinde ise OLE tek basina
Ozellikle 72.saatte daha belirgin olmak tzere apoptozu artirmistir. OLE-CDDP
uygulamasi ise PSi2 12S6 hiicrelerinde OLE ile karsilastirildiginda canhlig
azaltirken, apoptozu indiikledigi saptanmistir. Ote yandan CDDP ile OLE-CDDP
kombinasyonu karsilastirildiginda; canliligi 48.saatte azaltirken, diger saatlerde

canlihdi pek degistirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye gdre apoptozu artirdigi
saptanmigtir.

PSi2 1286 hiicre hatlarinin 24. saat hiicre kiltiiri gérintileri sekil 1’de asagida

gOsterilmigtir.

a) 24h PSi2 12S6 Kontrol b) 24h PSi2 1256 CDDP
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c) 24hPSi212S6 OLE d) 24h PSi2 1286 Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 1: PSi2 12S6 hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

PSi2 12S6 hiicrelerinin genel durumunu da gérmek igin gesitli biyiitmelerde
fotograflar alinmig ve bu fotograflarda Akim sitometri sonuglarini desteklemistir.

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

Sekil 2: 48h PSi2 1286 Kontrol Hiicreleri

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

Sekil 3: 48h PSi2 1256 CDDP
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a) 4x b) 10x c) 40x

Sekil 4: 48h PSi2 12S6 OLE

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

Sekil 5: 48h PSi2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP)

PSi2 12S6 hiicrelerinin 72.saat hiicre kiltir(i géruntileri asagidadir. OLE’nin
PSIi2 12S6 hiicreleri canliligi Gizerine, burada az da olsa katkisi oldugu gorilmektedir.

a) 72h PSi2 12S6 Kontrol b) 72h PSi2 1286 CDDP
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c) 72hPSi212S6 OLE d) 72h PSi2 12S6 Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 6: PSi2 12S6 hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

Canlilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; SH-SY5Y, N-MYC (-)
iyi prognostik néroblastom hiicrelerinde OLE tek basina 6zellikle 72. saatte canhligi
azalttigi saptanmistir. Yine OLE tek basina zamanla artis géstermeyen apoptoz
artisina yol agmistir. OLE ile OLE-CDDP kombinasyonu degerlendirildiginde, canlilik
zamanla azalirken apoptoz duzeyleri artis géstermistir. CDDP ile OLE-CDDP
kombinasyonu deg@erlendirildiginde apoptotik hiicre 6limUnin sadece 72. saatte artis
gosterdigi saptanmistir.

SH-SY5Y 24h % canlilik SH-SY5Y 24h % apoptoz
120 120
- 100 100 100
88
83 80
80 2
e o
= . § 60 49.3
C o .
3 S 40 37.6 32.2
X
% . N
> < Q Q
© N Q Q
0 %o& © (JQ %x(“o
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP o
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SH-SY5Y 48h % canlihk SH-SY5Y 48h % apoptoz

120 120
100 100
80 . 80
~ o
= =3
§ 60 9 60
XY S
40 40
213
20 20
0 0
Kontrol OLE CDDP OLE+CDDP Kontrol OLE CDDP OLE+CDDP
SH-SY5Y 72h % canlilik SH-SY5Y 72h % apoptoz
120 120
100 100
80 80
~ o
- -
T 60 26.72 S 60
o
Q ©
SN X
40 40
20 20 |II
0 0
Kontrol CDDP OLE+CDDP Kontrol CDDP OLE+CDDP

Tablo 6: SH-SY5Y hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglar

SH-SY5Y noéroblastom hicre hattinin 24. saatte alinan fotograflari asagidaki
gosterilmigtir.  Fotograflardan  da  goérildigu  gibi  6zellikle  OLE+CDDP

kombinasyonunda hucrelerin ¢eper butunliginun bozuldugu ve apoptoza girdigi
fotograflanmistir.
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a) 24h SH-SY5Y Kontrol b) 24h SH-SY5Y CDDP

c) 24h SH-SY5Y OLE d) 24h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 7: SH-SY5Y hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

a) 48h SH-SY5Y Kontrol b) 48h SH-SY5Y CDDP
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b) 48h SH-SY5Y OLE d) 48h SH-SY5Y Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 8: SHSYS5Y hiicre hattinin 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

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

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

Sekil 9: SH-SY5Y hicre hattinin 48h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d) 10x biliylitmede gdsterimi
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Hucrelerin genel durumu sekil 9'da 10x biyltmede daha net gérulmektedir. SH-
SY5Y hicreleri 48. saatte hem OLE’nin hem de CDDP’nin etkisi ile apoptoza
girmektedir. SH-SY5Y hicrelerinin 72. saatte alinan sekil 10’daki, asagidaki
goruntileri hem OLE’nin hem de OLE+CDDP kombinasyonun SHSY5Y hucreleri
canlihg@i Gzerine olumsuz etkileri oldugunu ortaya koymaktadir.

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

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

Sekil 10: SH-SY5Y hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

Hucre kultira ¢alismasinda; KELLY hicre hattinin, kontrol (a), sisplatin (b),
oleuropein (c), 50uM CDDP ve 500uM OLE kombinasyonu (d) 24. saatte sekil 11’ de
asagida gosterilmistir. CDDP’nin ndroblastom htcre hatlarini éldturdiga ¢ok net bir
sekilde gorulmektedir.
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c) 24h KELLY OLE d) 24h KELLY OLE+CDDP

Sekil 11: KELLY hiicre hattinin 24h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)

KELLY hdcrelerinin  24h, 48h ve 72h’lerde OLE, CDDP ve bunlarin
kombinasyonlarinin Akim sitometri sonuglarina asagida gosteriimektedir;
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KELLY 24h % canlilik KELLY 24h % apoptoz

120 120
100 100
86.73
~ 80
80 o
67.36 =
= S 60
T 60 3
© IS
NS 40 29.2
40 15.8
2 - I -
20 0 O =
> < Q Q
© v Q Q
0 & © & S
Kontrol CDDP  OLE+CDDP o
KELLY 48h % canlilik KELLY 48h % apoptoz
120 120
100
100 86.56
5 80
80 2
= S 60
—= o
c
g 0 8 0 -
R 3946 356
40 20 106 76 13-9
0 I o M
> < Q Q
© ™ Q Q
0 %0& © (’Q ((/x(’Q
Kontrol OLE CDDP  OLE+CDDP o
(o)
KELLY 72h % canhlik KELLY 72h % apoptoz
120 120
100 100
N 80
80 2
~ o
= 59.77 g 60
§ °0 S 40
S 24
40
12.9
20 91 7 '
20 0 | [ -
> < Q Q
© W Q Q
Kontrol CDDP  OLE+CDDP o

Tablo 7: KELLY hicrelerinin 24, 48 ve 72 saat Akim sitometri sonuglari
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Canlilik ve apoptoz sonuglari birlikte degerlendirildiginde; KELLY hicrelerinde
OLE’nin canlihdi 6zellikle 72. saatte tek basina azalttigi saptanmistir. OLE uygulamasi
OLE-CDDP kombinasyonu ile karsilastirildiginda yine daha fazla canhlik azalmasina
yol agmistir. Tek basina CDDP ile OLE-CDDP uygulamasi karsilastirildiginda ise
canlihgi pek fazla degistirmemistir. OLE’'nin tek basina ya da CDDP ile kombine
uygulamasi belirgin apoptotik etki olusturmamistir. Sadece tek basina OLE ile
karsilastirildiginda 72. saatte apoptoz artisi yapmistir. CDDP uygulamasina goére daha
fazla apoptoz artis1 gdéstermemisgtir.

KELLY hicre hatlarinin kontrol grubunun degisik buyutmelerdeki fotograflari

asagidaki gibidir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 12: 48h KELLY Kontrol

Sekil 12°de KELLY hdcre hatlarinin 48. saatte kontrol grubu 4x (a), 10x (b) ve
40x (c) buyutmede fotograflanmistir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 13: 48h KELLY CDDP

Sekil 13'de KELLY hicre hatlarinin 48. saatte CDDP uygulanan grubu 4x (a),
10x (b) ve 40x (c) buyltmede fotograflanmistir. Burada CDDP’nin KELLY hcreleri
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Uzerine olan olduricu etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda net bir sekilde
farkedilmektedir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 14: 48h KELLY OLE

Sekil 14’de KELLY hicre hatlarinin 48. saatte OLE uygulanan grubu 4x (a), 10x
(b) ve 40x (c) buyltmede fotograflanmistir.

a) 4x b) 10x c) 40x
Sekil 15: 48h KELLY Kombinasyon (OLE+CDDP)

Sekil 15'de KELLY hucre hatlarinin 48. saatte OLE+CDDP kombinasyonunun
uygulandigi grup 4x (a), 10x (b) ve 40x (c) blyutmede fotograflanmigtir. Burada elde
edilen sonuglar da yine Akim sitometri ile gergeklestirilen deneylerin sonuglarini
destekler niteliktedir.
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a) 72h KELLY Kontrol b) 72h KELLY CDDP

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

Sekil 16: KELLY hiicre hattinin 72h lik kontrol (a), sisplatin (b), oleuropein (c),
50uM sisplatin ve 500uM oleuropein kombinasyonu (d)
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5. Tartisma:

Noroblastom c¢ocukluk ¢aginda en sik gorulen ikinci solid tumor olmasi ve
tedavisinde kullanilan ana tedavi ajani olan CDDP’nin doz sinirlayici 6nemli yan etkileri
nedeniyle klinikte yeni anti-timoral ajanlara ihtiya¢ vardir. CDDP sadece
noroblastomda degil, eriskinde basta akciger kanseri tedavisinde olmak Uzere, sik
kullanilan klasik kemoterapotik ajanlardan biridir. Ayni sekilde bu yan etkiler erigkin

kanser tedavilerinde de onemli olmaktadir.

Oleuropein zeytin yapragi ekstresinde bulunan ana etken maddedir. OLE’nin
yapilan sinirli sayida caligmalarda; hem antioksidan (29), anti-mikrobik (30), anti-
inflamatuar (31), anti-hipertansif etkileri hem de nérodejeneratif etkileri 6zellikle in vitro
olarak ortaya konmustur. Buna karsin OLE ve kanser ile ilgili yapilan hicre kualttrG
calismalarinda; osteosarkom (32), melanom (33), mezotelyoma (34), glioblastoma
(35), prostat (36), tiroid (37) ve meme (38) kanserinde hucre ¢ogalmasini azaltici ve
¢ogunlukla apoptozu arttirici etkiler saptanmistir. Noroblastom ve OLE ile ilgili yapilan
calismalara bakildiginda sadece bir galismada SH-SY5Y hcrelerinde antikanser etki
gosterdigi saptanmistir (6). Yine OLE ve CDDP ile ilgili yapilan ¢alismalarda sisplatin
toksisitelerine karsi OLE’nin koruyucu etkileri in vivo olarak gosterilmistir (39).
Gergeklestirdigimiz bu calismada ise buglne dek yapilan literatir taramasinda
incelenmemis olan saglikli PSi2 12S6 fibroblast hiicreleri, néroblastomda iyi prognozu
temsil eden SH-SY5Y ve kétl prognozu temsil eden KELLY néroblastom hlicrelerinde
OLE’nin tek bagina ve CDDP ile kombine kullaniminda olasi anti-proliferatif ve

apoptotik etkileri incelenmistir.

Bu calismada PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde OLE’nin hiicre canlihigini zaman
bagimli  olarak hemen hemen degistirmedigi  saptanmigtir.  Apoptoz
degerlendirmesinde OLE tek basina Ozellikle 72.saatte daha belirgin olmak Uzere
apoptozu arttirmistir. OLE-CDDP uygulamasi ise PSi2 12S6 hiicrelerinde OLE ile
kargilastirildiginda canlihg azaltirken, apoptozu indiikledigi saptanmistir. Ote yandan
CDDP ile OLE-CDDP Kkarsilastirildiginda canliigi 48.saatte azaltip, diger saatlerde
canhligi pek degistirmezken, 24 ve 48. saatlerde CDDP’ye gbre apoptozu arttirdigi

saptanmigtir.

OLE’nin PSi2 12S6 fibroblast hiicrelerinde canhligi azaltici ve apoptotik etkileri

saptanmigtir. Saglikh hicrelerde OLE’nin bu etkiyi gostermesi az da olsa yan etki
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olusumuna neden olabilecektir. Bugune dek yapilan galismalar degerlendirildiginde
Ozellikle Alzhemier modeline karsi ¢ok daha dusuk dozlarda uygulanan OLE’nin (OLE
10uM gibi) amiloid birikimini 6nledigi ve endoteliyal progenitér hicrelerde koruyucu
etkileri degerlendirilmistir (7, 40). Bununla birlikte OLE’nin saglikli néronal hucrelerdeki
etkilerinin doz bagimli olarak degerlendiriimesi bu agidan daha etkili olabilecektir. OLE

doz badimli olarak farkli etkiler ortaya g¢ikartiyor olabilir.

N-MYC (-) iyi prognostik SHSY5Y, ndéroblastom hucrelerinde OLE tek basina
Ozellikle 72. saatte canlligi azaltmis ve apoptotik etki gostermistir. Calismamizin
sonuglari daha énce yine SH-SYS5Y hucrelerinde OLE’nin 48 saatte LD50 doz 350uM
ile bulduklari ¢alisma ile benzer sonuglar ortaya koymustur (6). Yine bu ¢alismada
OLE’nin etki mekanizmasinin Bcl2 inhibisyonu ve Bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9
ekspresyon artigi araciligi ile ortaya ¢iktigi ayni zamanda hucre siklusunu inhibe
ederek etki gosterdigi saptanmistir. Yapilan bir diger calismada da OLE’nin SH-SY5Y
hicrelerinde AMPK/mTOR sinyal yolagdi araciligi ile otofajik hiicre 6limine neden
oldugu saptanmistir (7). Ancak yapilan bu ¢alismalarda CDDP ile OLE kombinasyonu
degerlendiriimemigtir. Calismamizda OLE-CDDP kombinasyonu, OLE’nin tek basina
uygulanmasina gére apoptozun daha belirgin olmasina yol agmistir. CDDP ile OLE-
CDDP kombinasyonu degerlendirildiginde apoptotik hicre 6liuminin sadece 72.

saatte daha fazla induklendigi saptanmistir.

Ayrica bizim c¢alismamizda KELLY kotu prognozu temsil eden noroblastom
hicrelerinde OLE’nin etkisi degerlendiriimistir. Tek basina ve CDDP ile OLE’nin
kombine uygulamasi sadece 72. saatte apoptotik etki ortaya ¢ikarmistir. Yine tek
basina CDDP’nin hicre canlihgini azaltici ve apoptotik etkisi ile kombine uygulama
etkisi degerlendirildiginde apoptoz artisina neden olmamistir. Bu agidan CDDP halen

noroblastom tedavisinde en etkin ajan olma 6zelligini korumaktadir.

Bugine dek OLE’nin, CDDP’nin ve kombine uygulamasi ile ilgili iyi ve koti
prognozu temsil eden néroblastom hicreleri Gzerindeki hicre 6lUmind, apoptotik
hlcre 6lum mekanizmasi Uzerinden gergeklestigi ilk defa bu ¢alisma ile gdosterilmistir.
Buna karsin saglikh hiicrelerde OLE apoptoza yol agiyor gériinmektedir. Ote yandan
noroblastom tedavisinde kullanilan ana ajan olan CDDP uygulamasina goére
karsilastinldiginda OLE’nin ézellikle kéta prognozlu hiicreler tizerinde belirgin apoptoz
ortaya gikarmamasi agisindan dikkatli yaklagsmak gerektigini ortaya koymaktadir.
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Bu calismada ki hipotezimiz; “Oleuropein sinerjetik etkisi ile sisplatinin etkisini
arttirir ve oleuropeinin noroblastomda tek bagina ve sisplatin ile antitUmoral etkisi
vardir ve bu etki apoptoz hicre 6lim tipini uyararak meydana gelir’ seklindeydi.
Calisma sonucunda; hipotezimizin SH-SYSY noéroblastom hicreleri igin dogrulanirken

KELLY hucreleri igcin kismen dogrulandigi saptanmistir.

Bu galigmada elde edilen verilerin daha iyi ortaya konabilmesi i¢cin OLE’nin etki
mekanizma bilgilerinin daha ayrintili olarak degerlendirilebilecegi in vitro ve in vivo

calismalarla degerlendiriimesine ihtiyag bulunmaktadir.
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6. Sonug ve Oneriler:

Bu calismada OLE’nin tek basina ve CDDP kombine uygulamasi ile hem saglikh
hem de iyi ve kotu prognozlu néroblastom hicrelerinde kismen de olsa apoptotik hicre
olumu yaptigl saptanmistir. Ancak diger hucre olum tipleri Uzerine etkisi ve apoptotik
hicre 6lim mekanizmasinin nasil gergeklestigi bu calismada incelenememistir. Bu
acidan OLE’nin tek basina ve CDDP ile kombine etki mekanizmalarinin hem in vivo ve

hem de in vitro néroblastom deney hayvanlari modellerinde ortaya konmasi uygun
olacaktir.

42



7. Kaynaklar:

1.

Olgun N, Kansoy S, Aksoylar S, Cetingul N, Vergin C, Oniz H, Sarialioglu F,
Kantar M, Uysal K, Tuncyurek M, Kargi A, Aktas S, Bayol U, Karaca I, Arikan A,
Balik E, Aktug T, EImas N, Kovanlikaya A, Kinay M, Anacak Y, Degirmenci B,
Burak Z. Experience of the Izmir Pediatric Oncology Group on Neuroblastoma:
IPOG-NBL-92 Protocol. Pediatr Hematol Oncol. 2003;20(3):211-8.

Castleberry RP. Biology and treatment of neuroblastoma. Pediatr Clin North Am.
1997;44(4):919-37.

Park JR, Eggert A, Caron H. Neuroblastoma: biology, prognosis, and treatment.
Hematol Oncol Clin North Am. 2010;24(1):65-86.

Bradeur GM, Maris JM. Neuroblastoma In: Pizzo PA, Poplack DG eds. Principles
and Practice of Pediatric Oncology 5" ed. Philedelphia: Lippincott-Roven. 2006.

Luccarini |, Pantano D, Nardiello P, Cavone L, Lapucci A, Miceli C, Nediani C,
Berti A, Stefani M, Casamenti F. The Polyphenol Oleuropein Aglycone
Modulates the PARP1-SIRT1 Interplay: AnIn Vitro and In Vivo Study. J
Alzheimers Dis. 2016; 6;54(2):737-50.

Se¢me M, Eroglu C, Dodurga Y, Bagci G. Investigation of anticancer mechanism
of oleuropein via cell cycle and apoptotic pathways in SH-SY5Y neuroblastoma
cells. Gene. 2016; 1;585(1):93-9.

Rigacci S, Miceli C, Nediani C, Berti A, Cascella R, Pantano D, Nardiello P,
Luccarini |, Casamenti F, Stefani M. Oleuropein aglycone induces autophagy via
the AMPK/mTOR signalling pathway: a mechanistic insight. Oncotarget. 2015;
3;6(34):35344-57.

Kostomoiri M, Fragkouli A, Sagnou M, Skaltsounis LA, Pelecanou M, Tsilibary
EC, Tzinia AK. Oleuropein, an anti-oxidant polyphenol constituent of olive
promotes a-secretase cleavage of the amyloid precursor protein (ABPP). Cell
Mol Neurobiol. 2013;33(1):147-54.

Rybak LP, Mukherijea D, Jajoo S, Ramkumar V. Cisplatin ototoxicity and
protection: clinical and experimental studies. Tohoku J Exp Med. 2009;
219(3):177-86.

10.Rybak LP, Mukherjea D, Jajoo S, Ramkumar V. Cisplatin ototoxicity and

protection: clinical and experimental studies. Tohoku J Exp Med. 2009;
219(3):177-86.

43



11.Majumder P, Duchen MR, Gale JE. Cellular glutathione content in the organ of
Corti and its role during ototoxicity. Front Cell Neurosci. 2015; 28;9:143.

12.Wong AC, Ryan AF. Mechanisms of sensorineural cell damage, death and
survival in the cochlea. Front Aging Neurosci. 2015 21,7:58.

13.Gunes D, Kirkim G, Kolatan E, Guneri EA, Ozogul C, Altun Z, Serbetcioglu B,
Yilmaz O, Aktas S, Mutafoglu K, Tufekci O, Erbayraktar Z, Olgun N. Evaluation
of the effect of acetyl L-carnitine on experimental cisplatin ototoxicity and
neurotoxicity. Chemotherapy. 2011;57(3):186-94.

14. Annamalai P, Thayman M, Rajan S, Raman LS, Ramasubbu S, Perumal P. Ethyl
acetate extract from marine sponge Hyattella cribriformis exhibit potent
anticancer activity by promoting tubulin polymerization as evidenced mitotic
arrest and induction of apoptosis. Pharmacogn Mag. 2015;11(42):345-55.

15. Papadopoulos El, Yousef GM, Scorilas A. Gemcitabine impacts differentially on
bladder and kidney cancer cells: distinct modulations in the expression patterns
of apoptosis-related microRNAs and BCL2 family genes. Tumour Biol.
2015;36:3197-207.

16.Li JP, Yang YX, Liu QL, Pan ST, He ZX, Zhang X, Yang T, Chen XW, Wang D,
Qiu JX, Zhou SF. The investigational Aurora kinase A inhibitor alisertib
(MLN8237) induces cell cycle G2/M arrest, apoptosis, and autophagy via p38
MAPK and Akt/mTOR signaling pathways in human breast cancer cells. Drug
Des Devel Ther. 2015; 16;9:1627-52.

17.Kartlasmis K, Kokbas U, Kayrin L, Biochemistry of apoptosis, Archives Medical
Journal, 2016; 25(1):52-69.

18.Xie Z, Klionsky DJ. Autophagosome formation: core machinery and adaptations.
Nat Cell Biol. 2007; 9(10):1102-9.

19.Ravikumar B, Sarkar S, Davies JE, Futter M, Garcia-Arencibia M, Green-
Thompson ZW, Jimenez-Sanchez M, Korolchuk VI, Lichtenberg M, Luo S,
Massey DC, Menzies FM, Moreau K, Narayanan U, Renna M, Siddiqi FH,
Underwood BR, Winslow AR, Rubinsztein DC. Regulation of mammalian
autophagy in physiology and pathophysiology. Physiol. 2010 ;90(4):1383-435.

20.Yang Z, Klionsky DJ. Eaten alive: a history of macroautophagy. Nat Cell Biol.
2010; 12(9):814-22.

44



21.Marshall KD, Baines CP. Necroptosis: is there a role for mitochondria? Front
Physiol. 2014; 26;5:323.

22.Cecen E, Altun Z, Ercetin P, Aktas S, Olgun N. Promoting effects of sanguinarine
on apoptotic gene expression in human neuroblastoma cells. Asian Pac J
Cancer Prev. 2014;15(21):9445-51.

23.Potoc¢njak |, Skoda M, Pernjak-Pugel E, Per$i¢ MP, Domitrovi¢ R. Oral
administration of oleuropein attenuates cisplatin-induced acute renal injury in
mice through inhibition of ERK signaling. Mol Nutr Food Res. 2016; 60(3):530-
41.

24.Pietkiewicz S, Schmidt JH, Lavrik IN. Quantification of apoptosis and necroptosis
at the single cell level by a combination of Imaging Akim Cytometry with classical
Annexin V/propidium iodide staining. J Immunol Methods. 2015;423:99-103.

25.Miao B, Degterev A. Methods to analyze cellular necroptosis. Methods Mol Biol.
2009;559:79-93.

26.Degterev A, Zhou W, Maki JL, Yuan J. Assays for necroptosis and activity of RIP
kinases. Methods Enzymol. 2014;545:1-33.

27.Altun ZS, Gunes D, Aktas S, Erbayraktar Z, Olgun N. Protective effects of acetyl-
L-carnitine on cisplatin cytotoxicity and oxidative stress in neuroblastoma.
Neurochem Res. 2010;35(3):437-43.

28.Aktas S, Altun Z, Erbayraktar Z, Aygun N, Olgun N. Effect of cytotoxic agents
and retinoic acid on Myc-N protein expression in neuroblastoma. Appl
Immunohistochem Mol Morphol. 2010;18(1):86-9.

29.De la Puerta R, Martinez Dominguez ME, Ruiz-Gutierrez V, Flavill JA, Hoult JR.
Effects of virgin olive oil phenolics on scavenging of reactive nitrogen species
and upon nitrergic neurotransmission. Life Sci. 2001;27;69(10):1213-22.

30.Bisignano G, Tomaino A, Lo Cascio R, Crisafi G, Uccella N, Saija A. On the in-
vitro antimicrobial activity of oleuropein and hydroxytyrosol. J Pharm Pharmacol.
1999;51(8):971-4.

31.Visioli F, Bellosta S, Galli C. Oleuropein, the bitter principle of olives, enhances
nitric oxide production by mouse macrophages. Life Sci.1998;62(6):541-6.

32.Morana JM, Leal-Hernande O, Canal-Macias ML, Roncero-Martin R, Guerrero-
Bonmatty R, Aliaga |, Zamorano JD. Antiproliferative Properties of Oleuropein in
Human Osteosarcoma Cells. Nat Prod Commun. 2016;11(4):491-2.

45



33.Samara P, Christoforidou N, Lemus C, Argyropoulou A, loannou K,
Vougogiannopoulou K, Aligiannis N, Paronis E, Gaboriaud-Kolar N, Tsitsilonis
O, Skaltsounis AL. New semi-synthetic analogs of oleuropein show improved
anticancer activity in vitro and in vivo. Eur J Med Chem. 2017;8;137:11-29.

34.Marchetti C, Clericuzio M, Borghesi B, Cornara L, Ribulla S, Gosetti F, Marengo
E, Burlando B. Oleuropein-Enriched Olive Leaf Extract Affects Calcium
Dynamics and Impairs Viability of Malignant Mesothelioma Cells. Evid Based
Complement Alternat Med. 2015;908493.

35.Tunca B, Tezcan G, Cecener G, Egeli U, Ak S, Malyer H, Tumen G, Bilir A. Olea
europaea leaf extract alters microRNA expression in human glioblastoma cells.
J Cancer Res Clin Oncol. 2012;138(11):1831-44.

36.Acquaviva R, Di Giacomo C, Sorrenti V, Galvano F, Santangelo R, Cardile V,
Gangia S, D'Orazio N, Abraham NG, Vanella L. Antiproliferative effect of
oleuropein in prostate cell lines. Int J Oncol. 2012;41(1):31-8.

37.Bulotta S, Corradino R, Celano M, Maiuolo J, D'Agostino M, Oliverio M, Procopio
A, Filetti S, Russo D. Antioxidant and antigrowth action of peracetylated
oleuropein in thyroid cancer cells. J Mol Endocrinol. 2013;29;51(1):181-9.

38.Han J, Talorete TP, Yamada P, Isoda H. Anti-proliferative and apoptotic effects
of oleuropein and hydroxytyrosol on human breast cancer MCF-7 cells.
Cytotechnology. 2009;59(1):45-53.

39.Geyikoglu F, Emir M, Colak S, Koc K, Turkez H, Bakir M, Hosseinigouzdagani
M, Cerig S, Keles ON, Ozek NS. Effect of oleuropein against chemotherapy
drug-induced histological changes, oxidative stress, and DNA damages in rat
kidney injury. J Food Drug Anal. 2017;25(2):447-459.

40.Parzonko A, Czerwinska ME, Kiss AK, Naruszewicz M. Oleuropein and oleacein
may restore biological functions of endothelial progenitor cells impaired by
angiotensin Il via activation of Nrf2/heme oxygenase-1 pathway. Phytomedicine.
2013 15;20(12):1088-94.

46



8. Ekler:

.

| farlll 11.05.2017

S I

Karar No:2017/11-17

Prof. Dr.Nur OLGUN"un sor umlusu oldugu “Olcuropem ve Sisplatin' in Noroblastom Hucreleri
Uzerine Ftkisi® isimli klinik aragtirmaya ait bagvuru dosyas: ve ilgili belgeler arasurmamn gerekge,
amag, yaklagim ve yontemleri dikkate ahnarak incelenmis, etik agidan ¢alismanin gergeklestivilmesinin
uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistit. "

ETiK KURUL BILGILERI
' { Dokuz Fyll Universitesi Girigimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu fs sloviy Yonergesi

| KARAR BILGILERI

CALISMA ESASI

| Tyi Kiinik Uygulamalan Kilavuzu

ETIK KURUL CYEL ERI

Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Linsi | e 'f\§h'r'ma';| le
= o loyet o TiSKENmiT
Prof.Dr.Banu DEU T'p Fakiiltesi Tibbi :
ONVURAL Tibbi Biyokimya Biyokimya Anabilim Dalh | Kadm | E
{Ragkan) . ) I R
Prof.Dr.§.Reyhan 5 . g
UCKU Halk Saglig DEU Tip Fakliesi Halk o4y
b Saghgr AD.
| (Bagkan Yarduncist) . . o
o DEU Tip Fakiiltesi Kalp
Prof.Ur.Nejat Kalp Damar 4 o e w7 |
SARTOSMANOGLU | Cerrahisi giﬁml Cerrahisi Anabilim | krkek
- L o R
Prof.Dr.Seving . o DEU Tip Fakiltesi ¢ 5 . !
ERASLAN Endokrinolej) Hastahiklars Anabilim Dah | Radip: | ! )
4, — T T e e e S IEE RS S | 2 —
g;’;ﬂfrgy[f Aydan | i Mikrobiyoloji Eﬁiru{:x?:iil]\um{mT\ﬁ? o ! 0 | 45 |l - ! \ |
& e Dﬂl! o "I a il ’_ _l'__IAl_" Qk "‘« C‘—'{J\Jf |
_ e - = | .
Prof.Dr.Miige S DEU Tip Fakiiltesi b | - ‘t
KIRAY Fizygolon Fizyoloji Anabilim [ fay | EE G E Ll ]
foe R g s o e D e
Prof.Dr.Sevda g 7 . |
O/KM%_)F SLER Anestezivoloji Am:temolou v i Kadin | X
Pr of Dr.Sitlen - DEU Tip Fakitltesi
SARIOGLU Batoloji Tibbi Paoloj A | Radm
Prof.Dr.Bilge KARA blzlle ) esavive Rehdbllms\on YleSLk Kadin
= Rehablhtaavon !
e o e S et P i e s s S S e o (')kUIu o e e a2 e e e o ——
| Prof.Dr.Sefa Tibbi Blyulop ve DEU Tip Fakiiltesi Tibbi 1
KIZILDAG Genetik Biyoloji ve Genetik A.D i el ‘ g i ni

Dog:DF.M.Aylm Tibbi Farmakoloji

DEU Tip Fakultesi Tibbi | | :
LEER

ARICH Farmakoloji Anabilim Dah | i
: Pediaik e e T
| DEU Tip Fakilliesi Coeuk | 1
Prof.Dr. Ayian Brdokriclofive | Do PRI SR | e B
ABACI Metabolizina [ i S
¢ Anabitim Dah |
AR ([T N i SR
I Cocuk Saghg ve DFEU Hemgirelik Fakiiltesi | !
Dog.Dr.Murat Hastaliklan Cocuk Saghg ve LBk (EO0 [HRX
BEKTAS M 5 o g |
o Hemsireligi _| Hastaliklan Hemgireligi | :
Uzm.Dr.Ahmet Can o DEU Tp Tarihi ve Etik ‘ e i
| BILGIN - Hukuk CAD | Frkek F - |
e - - D~ = 2 ;
Mehietian | Saghk mensubu D.L,U Tip Fakiiltesi
| OZKUL | i | Frkek ‘ E |
I i olmayan iye idari Mali isler L !

Dokuz Fylal Oniversitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Clk Kurule Karar Ferme

47




OZGECMIS

ADI SOYADI Duygu DURSUN
TC Kimlik No / Pasaport No: 11815677714
Dogum Yil: 18.10.1986

Yazisma Adresi :

Balgcova iZMIiR

Egitim Mah/ Ekrem Giier sok. No:42/5 Murat Oz Apartmani

Telefon : +90505 808 92 86
e-posta : duygu-dursun @hotmail.com
EGITIM BILGILERI
Ulke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alam Derece Mei{ullllllyet
. .. |Dokuz Eyliil Saglik Bilimleri Temel Onkoloji
Tirkiye Universitesi Enstitiisii Doktora 345 2017
.. .. |Dokuz Eyliil Saglik Bilimleri Temel Onkoloji
Tiirkiye Universitesi Enstitiisii Yiiksek Lisans 3.67 2013
Tiirkiye | Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya 2.66 2010
UZMANLIK ALANLARI
Uzmanlhk Alanlan
Onkoloji, Temel Onkoloji, Biyokimya, Biyoteknoloji
ODULLER
Odiiliin Adx Alindig1 Kurulus Yih

— |Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin Gen Ekspresyon
Profili- Ikincilik Odiilii

Savas Kurumu

Tirk Kanser Arastirma ve

2013

48



mailto:duygu-dursun@hotmail.com

YAYINLARI

Bilateral Breast Cancer with Neurofibromatosis Type 1 Patient: Case Report.
Duygu Dursun, Safiye Aktas, Zekiye Altun, Nur Olgun

European Journal of Breast Health, 2017 Oct; 13(4): 213-215

Gene Expression Characteristics of Breast Cancer Stem Cells.
Murat Dogan, Pinar Ergetin, Zekiye Altun, Duygu Dursun, Safiye Aktas, Nur Olgun

Journal of the Balkan Union of Oncology, 2015 Sep-Oct;20(5):1304-13.

Acetyl L Carnitine Interferes with Antitumor Effect of Cisplatin

Safiye Aktas, Zekiye Altun, Ayca Pamukoglu, Efsun Kolatan, Pinar Ercetin, Duygu Dursun, Efe
Serinan, Banu Demir, Osman Yilmaz, Nur Olgun

Pediatric Blood&Cancer, 2014 Dec, Volume:61 Page:S327-S328

Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis Type 1 Cases

Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ercetin, Zekiye Altun, Dilek Ince, Kamer Mutafoglu, Nur
Olgun

Pediatric Blood&Cancer, 2013 Sep, Volume:60 Page:19-19.

Evaluation of Gene Expression Profiles for The Differential Diagnosis of Lung
Adenocarcinoma and Malignant Pleural Mesothelioma

Gokgen Simsek, Ismail Agababaoglu, Duygu Dursun, Selver Ozekinci, Pinar Ergetin, Safiye
Aktas, Hiilya Ellidokuz, Duygu Giirel, ilhan Oztop, Atila Akkoglu

Journal Of Thoracic Oncology, 2013 Nov, Volume: 8 Pages: S451-S452

Nérofibromatozis Tip 1 Olgularinda DNA Tamir Genlerinin Ekspresyonunun Klinik Onemi

Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ercetin, Zekiye Altun, Kamer Mutafoglu, Nur Olgun

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt: 27, Say: 1, Nisan 2013

49



Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yaymlar

Norofibromatozis Tip 1’e Eglik Eden Bilateral Meme Kanseri: Olgu Sunumu

Duygu Dursun, Pinar Ercetin, Zekiye Altun, Dilek Ince, Kamer Mutafoglu, Safiye Aktas, Nur Olgun
izmir Onkoloji Giinleri, Nadir Timérler Sempozyumu, 28 Subat- 02 Mart 2014, Kaya Termal, Izmir (Poster

Sunumu)

The Effect of Rapamycin on Apoptosis and Apoptotic Gene Expressions in Breast Cancer Cells
Ayse Pinar Ercetin, Duygu Dursun, Ayca Pamukoglu, Safiye Aktas

EACR Special Conference, Cell Death in Cancer, 30 January-01 February 2014, Amsterdam,
Netherlands (Sozlii Bildiri)

Apoptosis Related Gene Expression Profile in Breast Cancer Stem Cells
Ayse Pinar Ercetin, Sait Murat Dogan, Duygu Dursun, Safiye Aktas

EACR Special Conference, Cell Death in Cancer, 30 January-01 February 2014, Amsterdam,
Netherlands (Poster Sunumu)

Evaluation of Gene Expression Profiles for the Differential Diagnosis of Lung
Adenocarcinoma and Malignant Pleural Mesothelioma

Gokcen Omeroglu Simsek, Ismail Agababaoglu, Duygu Dursun, Selver Ozekinci, Pinar
Ergetin, Safiye Aktas, Hiilya Ellidokuz, Duygu Gurel, Ilhan Oztop, Atila Akkoclu

15th World Conference on Lung Cancer (IASLC), October 27- October 31, 2013, Sydney,
Australia (Sozlii Bildiri)

Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis Type 1 Cases
(n=46)

D. Dursun, S. Aktas, P. Ercetin, Z. Altun, D. Ince, K. Mutafoglu, N. Olgun

45th Congress of The International Society of Paediatric Oncology (SIOP) 2013 Hong Kong,
China, 25th—28th September, (Sozlii Bildiri)

Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin Gen Ekspresyon Profili
Sait Murat Dogan, Pinar Ergetin, Zekiye Altun, Duygu Dursun, Safiye Aktas

XX. Ulusal Kanser Kongresi, 19-23 Nisan 2013, Antalya (Sozlii Bildiri)

50



Nérofibromatozis Tip 1 Kanser iliskisine Molekiiler Yaklasim
Molecular Approach to Neurofibromatosis Type 1 and Cancer Relation

Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ergetin, Zekiye Altun, Nur Olgun

IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi, 13-16 Aralik, 2012, Bursa (Sozlii Bildiri)

Galectin-1 Noroblastom Kok Hiicre iliskisi
The Relationship of Galectin-1 and Neuroblastoma Stem Cells

Pinar Ergetin, Duygu Dursun, Safiye Aktas, Nur Olgun

IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi, 13-16 Aralik, 2012, Bursa (Poster Sunumu)

Rapamisinin Meme Kanseri Hiicrelerinde Gen Ekspresyon Profiline Etkisi
Pinar Ergetin, Duygu Dursun, Zekiye Altun, Safiye Aktas

IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi, 13-16 Aralik, 2012, Bursa (Sozlii Bildiri)

Kore Kirmiz1 Ginsenginin (Krg) Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Etkisi
The Effect Of Korean Red Ginseng (Krg) On Breast Cancer Cells

Pinar Ercgetin, Zekiye Sultan Altun, Duygu Dursun, Safiye Aktas

IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi, 13-16 Aralik, 2012, Bursa (Poster Sunumu)

Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis Typel Cases
(n=24)

Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ercetin, Zekiye Altun, Dilek Ince, Kamer Mutafoglu, Nur
Olgun

15th European NF Meeting, 6-9 September 2012, Istanbul (Poster Sunumu)

51




