
Kafkas J Med Sci 2021; 11(1):57–62
doi: 10.5505/kjms.2021.56688

ARAŞTIRMA MAKALESİ / RESEARCH ARTICLE

Olivetol’ün SHSY-5Y Nöroblastoma Hücrelerinin 
Proliferasyonu ve İnvazyonu Üzerindeki İnhibe Edici Etkileri
The Inhibitory Effects of Olivetol on Cell Proliferation and Invasion of SHSY-5Y Neuroblastoma Cells

Harun Ün1, Rüstem Anıl Ugan2

1Ağrı İbrahim Çeçen Üniversitesi Eczacılık Fakültesi, Biyokimya Ana Bilim Dalı, Ağrı; 2Atatürk Üniversitesi Eczacılık Fakültesi, 
Famakoloji Ana Bilim Dalı, Erzurum, Türkiye

ABSTRACT
Aim: Olivetol, is a phenolic compound found in certain species 
of lichen, is known with it’s anti-oxidant and anti-cholinergic 
effects. However, the functions of olivetol in cancer cell have 
not been investigated yet. We evaluated the effects of olivetol 
on the cell proliferation and invasion of human neuroblastoma 
cells.

Material and Method: Human neuroblastoma SHSY-5Y cell line 
was used in this study. Olivetol was administered to groups at the 
doses of 50 and 100µM. Cell proliferation was analyzed by real 
time cell analyzer xCelligence. The expressions of matrix metallo-
proteinase (MMP2 and MMP9) were assessed by RT-PCR. Effects 
of olivetol on invasion were determined by transwell matrigel 
assays.

Results: It was investigated that olivetol inhibited human neuro-
blastoma SHSY-5Y cell proliferation. High dose of olivetol (100µM) 
almost killed the total cells at the end of the 72 hours. It was also 
seen that olivetol decreased MMP2 and MMP9 gene expressions 
of neuroblastoma cells in dose dependent manner. Looking at the 
invasion results, it was determined that olivetol treatment inhibited 
the invasion of SHSY-5Y cells.

Conclusion: This results showed that olivetol inhibits of neuro-
blastoma cell proliferations. Olivetol can be used to prevent inva-
sion of SHSY-5Y cells, due to its inhibitory effect on MMP2 and 
MMP9. Olivetol can be considered as an alternative candidate in 
the treatment of neuroblastoma, as it suppresses matrix metallo-
proteinase levels.

Key words: olivetol; cell proliferation; neuroblastoma and matrix 
metalloproteinase

ÖZET
Amaç: Likenlerde bulunan ve fenolik yapılı doğal bir bileşik olan 
olivetol, antioksidan ve antikolinerjik etkisi ile bilinmektedir. Ancak 
olivetol’ün kanser hücreleri üzerindeki etkinliği henüz bilinmemek-
tedir. Biz bu çalışmada olivetol’ün nöroblastoma hücrelerinin proli-
ferasyonu ve invazyonu üzerindeki etkilerini inceledik.

Giriş
Nöroblastoma, sıklıkla bebeklik döneminde başlayan 
ve çocuklar arasında en sık görülen kanser türlerinden 
birisidir1,2. Klinikte tedavisi, kemoterapi, radyoterapi, 
immünoterapi ve cerrahi yöntemlerle denenmekte-
dir3. Çok sayıda anti-kanser ilacın denenmesine ve 
tedavide kullanılan tüm yöntemlere rağmen nörob-
lastoma, proliferasyonu ve migrasyonu önlenme-
si zor bir kanser türüdür4,5. Mevcut kemoterapötik 
ilaçların hücre ölümünü sağladığı ancak invazyonun 
durdurulmasında yetersiz kaldığı için invazyonun 

Materyal ve Metot: Bu çalışmada insan nöroblastoma SHSY-5Y 
hücre hattı kullanıldı. Olivetol deney gruplarına 50 ve 100µM dozla-
rında uygulandı. Hücre proliferasyon analizi eş zamanlı hücre sayım 
sistemi xCelligence ile yapıldı. Matriks metaloproteinaz (MMP2 ve 
MMP9) ekspresyonları RT-PCR ile analiz edildi. Olivetol’ün invazyon 
üzerindeki etkisi transwell matrijel deneyi ile yapıldı.

Bulgular: Olivetol’ün insan nöroblastoma SHSY-5Y hücre proli-
ferasyonunu inhibe ettiği tespit edildi. Olivetol’ün 100 µM’ı hüc-
releri 72 saat sonunda neredeyse tamamen öldürdüğü belirlendi. 
Olivetol’ün MMP2 ve MMP9 ekspresyonlarını doza bağlı olarak 
azalttığı görüldü. İnvazyon sonuçlarına bakıldığında, olivetol’ün 
SHSY-5Y invazyonunu inhibe ettiği tespit edildi.

Sonuç: Bu sonuçlar, olivetol’ün nöroblastoma hücrelerinin prolife-
rasyonunu baskıladığını göstermektedir. Olivetol, MMP2 ve MMP9 
üzerindeki inhibe edici etkisinden dolayı, SHSY-5Y hücrelerinin 
invazyonunu önlemek için kullanılabilir. Olivetol‘ün matriks meta-
loproteinaz seviyelerini baskılaması sebebiyle, nöroblastoma teda-
visinde alternatif bir aday olabileceği düşünülebilir.
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engellenmesi için yenilikçi yaklaşımlara ihtiyaç duyul-
maktadır. Kanser hücrelerinin göçünü inhibe etmeyi 
hedefleyen yenilikçi terapötik yaklaşımların, özellik-
le ilaç ilişkili toksisitenin azaltılması ve hasta yaşam 
süresini iyileştirmesi beklenmektedir. Literatürde 
organik fenolik bileşiklerin kanser çalışmalarında et-
kili sonuçlar verdiği ve bu yenilikçi yaklaşımlar için 
önemli bir hedef oluşturabileceğini gösteren çalışma-
lar bulunmaktadır6,7.

Olivetol, çoğunlukla likenlerde bulunan fenolik bir 
bileşiktir8. Bazı böceklerin olivetolü antiseptik ve 
koruyucu bir salgı olarak ürettikleri tespit edilmiş-
tir9. Sentetik tetrahidrokannabinol sentezinde kul-
lanılan Olivetol, kenevir bitkisinde olivetolik asit 
formunda bulunmakta ve kenevirin etkin maddesi 
olan kannabinoidlerin biyosentezinde rol almakta-
dır10. Kannabinoidlerin etkin maddesini oluşturduğu 
birçok ilacın piyasada özellikle nörolojik hastalıkla-
rın tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir11,12. Son 
yıllarda kannabinoidlerin kanser tedavisinde kulla-
nılabileceğine dair çalışmalar yapılmıştır13,14. Ancak 
uyuşturucu ve diğer yan etkilerinden dolayı kanna-
binoidlerin kanser tedavisinde kullanılabilmeleri için 
daha fazla ön çalışmaya ihtiyaç olduğu düşünülmek-
tedir. Olivetol kannabinoidlerin öncül maddesidir 
fakat herhangi bir uyuşturucu etkisinin olmaması ve 
fenolik yapıda bir organik madde olması sebebiyle, 
kanser tedavisinde kullanımının insan sağlığı açısın-
dan herhangi bir olumsuz etkisinin olmayacağını dü-
şünmekteyiz. Literatürde olivetol’ün tümör hücreleri 
üzerindeki etkileri henüz araştırılmamıştır. Bu çalış-
mada olivetol’ün SHSY-5Y hücrelerinin proliferasyo-
nu ve invazyonu üzerindeki etkileri araştırılacaktır.

Materyal ve Metot

SHSY-5Y Kültür Ortamının Hazırlanması
İnsan SHSY-5Y nöroblastoma hücre hattı ATCC’den 
temin edildi. Hücreler; %10 sığır serum (FBS; Fetal 
Bovine Serum, Gibco, Thermo Fisher Scientific) 
ve %1 antibiyotik (PSA; Penicillin, Streptomycin 
Amphotericin, Gibco, Thermo Fisher Scientific) içe-
ren uygun medyum (DMEM; Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium, Hyclone, Thermo Fisher Scientific) 
içerisinde ve 37°C sıcaklık, %95 nem ve %5 CO2 orta-
mında kültüre edildi. Hücreler gerekli çoğunluğa ula-
şana kadar her 24 saatte bir kültür ortamı değiştirildi. 
Hücre sayımı Roche cihazı ile yapıldı. Bir ml medyum 
içerisinde süspanse edilen hücrelerden 10 μl hücre ve 
10 μl %0,2’lik Trypan blue boyası karıştırıldı ve 10 

μl karışım cihaz aparatı üzerine tatbik edilerek sayım 
yapıldı. Olivetol (CAS Number: 500–66–3 Sigma, 
Germany) hücrelere 50 ve 100µM konsantrasyonların-
da uygulandı.

Hücre Canlılık Testi

Hücre canlılık takibi xCelligence anlık hücre takip 
sistemi ile yapıldı. xCelligence hücre kuyucuklarına 
(Eplate), her grup dört tekrar olacak şekilde, 5x103 
hücre ekildi. Yirmi dört saat sonra Olivetol, tedavi 
gruplarına uygun dozlarda verildi ve canlılık takibine 
devam edildi. Yetmiş iki saat boyunca hücre takibi de-
vam ettirildi. Yetmiş ikinci saatin sonunda xCelligence 
hücre empedans verisi alınarak 24, 48 ve 72. saatlerde 
ki hücre sayıları değerlendirmeye alındı. İlaç verildiği 
anda kuyucuklardaki hücre sayıları normalize edildi ve 
eşit kabul edildi. Daha sonra 72 saat boyunca hücre sa-
yıları otomatik olarak kaydedildi.

İnvazyon Testi

SHSY-5Y hücrelerinin invazyon testi Tranwell 
(Corning Inc., NY, ABD) ile yapıldı.8,0µm lik por ge-
nişliğine sahip membran içeren Transwell kuyucukları, 
24 kuyucuklu hücre plağına yerleştirildi. Membranlara 
matrijel (BD, Bioscience) eklenerek 16 saat etüvde 
bekletildi. Deneye alınacak olan SHSY-5Y hücreleri 
serumsuz medyum içerisinde 12 saat boyunca bekle-
tildi. Daha sonra sayım işlemi yapılarak 200µl hücre, 
serumsuz medyum içerisinde 2,5x105 hücre/ml olacak 
şekilde Transwell kuyucuklara ekildi. Hücre kuyucuk-
larına 750µl serumlu (%10 FBS) medyum konuldu. 
Daha sonra ilaç gruplarına uygun dozlarda Olivetol 
(50 ve 100µM) uygulanarak, plak 16 saat 37°C’de in-
kübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda Transwell 
kuyucuklardaki medyum uzaklaştırıldı ve 2 kez PBS 
(Phosphate Buffer Saline) ile yıkama işlemi yapıldı. 
Daha sonra kuyucuklara %3,7 lik formaldehit ekle-
nerek 2 saat boyunca 37°C’de hücreler fikse edildi. 
Formaldehit uzaklaştırıldı ve %100 lük methanol ek-
lenerek 20 dk oda sıcaklığında hücre permabilizasyonu 
sağlandı. Metanol uzaklaştırıldıktan sonra Transwell 
kuyucukları 2 kez PBS ile yıkandı ve 200µl %0,1’lik 
Crystal Violet (Sigma Aldrich, Almanya) boyası uy-
gulandı. Karanlıkta 15 dakika bekletildikten sonra 
Traswell kuyucukları PBS ile yıkandı ve steril pamuk 
çubuk ile temizlendi. Daha sonra ışık mikroskobu 
(Leica) ile invaze olan hücreler sayıldı. Her grup 3 tek-
rar olacak şekilde deney prosedürüne alındı ve ortala-
ma hücre sayılarına göre grafik çizildi.
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RT-PCR Gen Ekspresyon Analizi
SHSY-5Y hücreleri (1x105 hücre/2 ml medyum) 
altı kuyucuklu hücre plağına ekildi. Hücreler 24 saat 
37˚C sıcaklık, %95 nem and %5 CO2 ortamında in-
kübe edildi. Hücrelere uygun dozlarda Olivetol (50 
ve 100µM) kuyucuklara uygulandı ve altı saat boyun-
ca tekrar inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 
kuyucuklardaki hücreler kazınarak Qiacube (Qiagen, 
Hilden, Almanya) ile mRNA izolasyonu (Qiagen, 
RNaeasy mini kit-74104) yapıldı. RNA örnekle-
ri (High-capacity cDNA reverse transcription kit, 
Applied Biosystem) kit prosedürüne göre cDNA’ya 
dönüştürüldü. cDNA miktarları Take3 Plate (Epoch 
Spectrophotometer System, Biotek) ile belirlen-
di. Her gruptan 200ng cDNA’dan PCR cihazı ile 
(StepOne Plus Real Time PCR System technology, 
Applied Biosystem) MMP-2 (Hs01548727_m1) ve 
MMP-9 (Hs00957562_m1) ekspresyon analizi ya-
pıldı. Kantitatif PCR analizi, TaqMan prob karışımlı 
solüsyon (Taqman Probe-based technology, Applied 
Biosystem) ile yapıldı. Βeta actin geni endojen kont-
rol olarak kullanıldı. RT-PCR analizi için optik 
PCR plakları kullanıldı ve her grup 3 tekrar çalışıl-
dı. Sonuçlar 2-ΔΔCt metodu ile hesaplandı15 ve kontrol 
grubuna göre kat değişimi olarak verildi.

İstatistiksel Analiz
İstatistiksel analizler SPSS 20.0 software (IBM, ABD) 
programı ile yapıldı ve grafiklerde standart hata çu-
bukları ile birlikte verildi. Analiz sonuçları one-way 
ANOVA ve Tukey çoklu karşılaştırmalı test ile yapıldı. 

Anlamlı farklılıklar tüm grupların kendi aralarında kıyas-
lanmasıyla belirlendi. Kontrol grubu ile diğer gruplar kı-
yaslandığında * sembolü (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001), 
Oli50 ve Oli100 grupları kendi aralarında kıyaslandı-
ğında ise # sembolü (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) 
kullanıldı.

Sonuçlar

Hücre Canlılığı

Olivetol’ün SHSY5Y nöroblastoma hücrelerinin pro-
liferasyonu üzerindeki etkileri xCelligence hücre can-
lılığı takip sistemi ile tespit edildi. Kontrol grubu hüc-
relerinin 72 saat boyunca artış gösterdiği tespit edildi. 
Olivetol’ün ilk uygulandığı andan itibaren SHSY-5Y 
hücre sayılarını önemli derecede azaltmaya başladı-
ğı görüldü. Olivetol uygulanan gruplarda (Oli50 ve 
Oli100) hücre sayılarının azaldığı ve bu azalmanın 
doza bağlı olduğu görüldü (Şekil 1).

İnvazyon Sonuçları

Transwell kuyucukları kullanılarak yapılan invazyon testi 
sonuçları Şekil 2’de gösterildi. Kontrol grubu SHSY-5Y 
hücrelerinin membran tabanına diğer gruplara kıyasla 
daha fazla invaze olduğu tespit edildi. Şekilde görüldüğü 
gibi 50 ve 100 µM olivetol uygulamalarının invaze olan 
hücre sayısını kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 
anlamlı şekilde azalttığı belirlendi (p<0,001). Olivetol 
grupları kendi aralarında kıyaslandığında Oli100 gru-
bundaki hücre sayılarının Oli50 grubuna göre anlamlı 
derecede daha az olduğu görüldü (p<0,001).

Şekil 1. Hücre proliferasyon sonuçları.



Kafkas J Med Sci 2021; 11(1):57–62

60

Tartışma

Bu çalışmada olivetol’ün nöroblastoma SHSY-5Y hüc-
relerinin invazyon ve proliferasyonunu önlediğini ve 
bu etkisinin matriks metaloproteinaz enzimlerini bas-
kılayarak yaptığını gösterdik. Bu sonuçlar ile doğal bir 
fenolik bileşik olan olivetol’ün nöroblastoma gibi yük-
sek metastatik kanser türlerinde koruyucu rollerinin 
olduğunu tespit ettik.

Nöroblastoma sempatik sinir sistemini etkileyen 
kompleks bir hastalıktır16. Nöroblastoma ile ilişkili 

RT-PCR Gen Ekspresyon Sonuçları
Olivetol’ün MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonları üze-
rindeki etkileri Şekil 3’te gösterildi. Olivetol uygulama-
sı ile MMP9 ekspresyonlarının kontrol grubuna kıyas-
la istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı (p<0,001) 
ve bu azalmanın doza bağlı olarak Oli100 grubunda 
istatistiksel olarak daha fazla anlamlı olduğu belir-
lendi (p<0,05). Benzer sonuçların görüldüğü MMP2 
ekspresyonlarının 100 µM olivetol uygulanan grupta, 
kontrol (p<0,001) ve Oli50 (p<0,01) grubuna kıyasla 
istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı tespit edildi.

Şekil 2. İnvazyon sonuçları.

Şekil 3. MMP2 ve MMP9 ekspresyon sonuçları.
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riskini de azaltmaktadır30. Yapılan bir in vitro çalış-
mada Olivetol’ün antioksidan etkinliği tespit edilmiş-
tir31. Bu bileşiklerin primer olarak gösterdikleri anti-
oksidan etkilerinin yanında karsinogenez üzerinde 
geniş spektrumlu bir biyolojik etkilerinin varlığı da 
tespit edildi27. Bu konuda yapılan çalışmalar fenolik 
bileşiklerin özellikle polifenollerin kanser oluşumunu 
engellediğini göstermektedir27,32. Tümör hücre büyü-
mesi ve proliferasyonu üzerinde etkili olduğu yapılan 
çalışmalarla gösterilmiştir33. Fenolik yapılı doğal bile-
şiklerin insan tümör hücre hatlarında anti-proliferatif 
etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir34. Fenolik bile-
şiklerin anti-proliferatif etkinliklerinin ve dolayısıyla 
potansiyel anti-kanser etkilerinin aromatik halkaları 
ve hidroksilik gruplarından kaynaklandığı belirtil-
miştir35. Bizim çalışmamızda da Olivetol nöroblas-
toma hücre hattı üzerinde anti-proliferatif bir etki 
gösterdiği tespit edilmiştir. Olivetol’ün kanser çalış-
malarında kullanıldığını gösteren bir kaynak bulun-
mamaktadır. Bu çalışma da biz olivetol’ün daha önce 
yapılan fenolik bileşiklerin etkilerine benzer şekilde 
SHSY-5Y hücrelerinin proliferasyonunu azalttığını 
tespit ettik.

Bitkisel fenolik bileşiklerin tümör büyümesi ve hüc-
re proliferasyonu üzerinde etkili olduğu gösteril-
mesine rağmen, kanser hastalığının mortalitesi ve 
tedavide görülen eksiklikler nedeniyle bu konuda 
daha fazla deneysel çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 
Olivetol bu konuda daha az çalışılmış ve etkinliği 
henüz tam olarak bilinmeyen bir doğal bileşiktir. Bu 
çalışmada olivetol’ün insan nöroblastoma SHSY-5Y 
hücre hattında anti-proliferatif ve anti-invazif etkili 
olduğunu gösterdik. Olivetol’ün matriks metallop-
roteinaz seviyelerini baskıladığını gösterdik, ancak 
hangi hücre içi mekanizmalar üzerinden bu etkiyi 
gösterdiği konusunda daha fazla çalışmaya ihtiyaç 
duyulmaktadır.
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mortalitelerin çoğu, lenf düğümlerine ve kemiklere 
metastazı nedeniyle ortaya çıkar17,18. Bu nedenle kan-
ser hücre invazyonu ve migrasyonunun engellenmesi 
metastazın önüne geçmek için önemli bir adımdır19. 
Nöroblastoma hücre invazivliği ve metastazı, tümör 
hücrelerinin, primer tümörden ayrılması ve kan do-
laşımına veya lenfatik sisteme girmesi için ekstraselü-
ler matriksi (ECM) parçalama yeteneğine, ardından 
uzak bölgelere giderek yeniden bağlanma yeteneği-
ne bağlıdır20. Matriks Metalloproteinazlar (MMP), 
metastatik, agresif veya invaziv tümör fenotipleri ile 
ilişkili olduğu bilinen MMP2 ve MMP9 jelatinazla-
rı ile önemli bir ECM bozundurucu enzimler sınıfı-
dır21. Bu nedenle, MMP2 ve MMP9’un inhibisyonu, 
erken tümör evrelerinde metastaz oluşumu ve kanser 
ilerlemesini inhibe etmek için yararlı bir strateji olabi-
lir. Bizim çalışmamızın sonuçları, olivetolün MMP2 
ve MMP9’un mRNA’sını ve protein ekspresyonunu 
inhibe ettiğini gösterdi, bu da olivetolün MMP2 ve 
MMP9’u azaltarak SHSY-5Y hücrelerinin göçünü ve 
ilerlemesini belirgin bir şekilde engelleyebileceğini 
desteklemektedir.
Fenolik bileşiklerin vasküler endotelyal hücrelerde 
MMP2 ve MMP9 seviyelerini baskıladığı ve böylece 
dejeneratif hastalıklar için koruyucu etki gösterdiği 
belirtilmiştir22. MMP2 ve MMP9 enzimlerinin azal-
ması ile tümör hücrelerinin büyümesi ve invazyonu 
azaltılmıştır23. Sentetik MMP inhibitörleri tümör 
metastazı ve büyümesine karşın denenmiş ancak 
ciddi yan etkileri olduğu tespit edilmiştir24. Ancak 
MMP inhibitörlerinin özellikle invazyon üzerindeki 
etkinliği birçok çalışma ile desteklenmiştir25,26. Bu ne-
denle doğal bileşiklerin tümör baskılayıcı etkilerinin 
araştırılması çalışmalarında MMP enzimleri hedef 
haline gelmiştir27. Doğal bir fenolik asit olan proto-
kateşuik asidin MMP enzim seviyesini baskılayarak 
akciğer kanserinin baskılanmasını sağlamıştır28. Bir 
başka fenolik bileşik olan ferulik asidin melonama ve 
HUVEC hücrelerinde MMP protein seviyelerini bas-
kıladığı tespit edilmiştir29. Bizde bu çalışmada feno-
lik bir bileşik olan olivetol’ün MMP2 ve MMP9 gen 
ekspresyonlarını baskıladığını tespit ettik. Bu sonuç 
ile birlikte olivetol’ün, tümör mikroçevresinde aşırı 
miktarda eksprese olarak tümör hücrelerinin vasküler 
yapılara invaze olmasını sağlayan MMP enzimlerini 
baskılayarak nöroblastoma SHSY-5Y hücrelerinin in-
vazyonunu azaltabileceğini gösterdik.
Doğal fenolik bileşiklerin anti-oksidan etkileri ya-
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