ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Olivetol’un SHSY-5Y Noroblastoma Hucrelerinin
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The Inhibitory Effects of Olivetol on Cell Proliferation and Invasion of SHSY-5Y Neuroblastoma Cells
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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 100uM. 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 (100uM)
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
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Amac: Likenlerde bulunan ve fenolik yapili dogal bir bilesik olan
olivetol, antioksidan ve antikolinerjik etkisi ile bilinmektedir. Ancak
olivetol’iin kanser hticreleri lizerindeki etkinligi henliz bilinmemek-
tedir. Biz bu ¢calismada olivetol’iin néroblastoma hiicrelerinin proli-
ferasyonu ve invazyonu (zerindeki etkilerini inceledik.

Materyal ve Metot: Bu calismada insan néroblastoma SHSY-5Y
hiicre hatti kullanild. Olivetol deney gruplarina 50 ve 100uM dozla-
nnda uygulandi. Hdcre proliferasyon analizi es zamanli hiicre sayim
sistemi xCelligence ile yapildi. Matriks metaloproteinaz (MMP2 ve
MMP9) ekspresyonlart RT-PCR ile analiz edildi. Olivetol’lin invazyon
lizerindeki etkisi transwell matrijel deneyi ile yapildi.

Bulgular: Olivetol’lin insan néroblastoma SHSY-5Y hlicre proli-
ferasyonunu inhibe ettigi tespit edildi. Olivetol’in 100 uM’i hlic-
releri 72 saat sonunda neredeyse tamamen 6ldirdiigu belirlendi.
Olivetol’in MMP2 ve MMP9 ekspresyonlarini doza bagli olarak
azalttigi gériildii. Invazyon sonuglarina bakildiginda, olivetol’tin
SHSY-5Y invazyonunu inhibe ettigi tespit edildi.

Sonug: Bu sonuglar, olivetol’in néroblastoma hiicrelerinin prolife-
rasyonunu baskiladigini géstermektedir. Olivetol, MMP2 ve MMP9
lizerindeki inhibe edici etkisinden dolay, SHSY-5Y hicrelerinin
invazyonunu énlemek icin kullanilabilir. Olivetol‘in matriks meta-
loproteinaz seviyelerini baskilamasi sebebiyle, néroblastoma teda-
visinde alternatif bir aday olabilecegi dtisiinilebilir.

Anahtar kelimeler: olivetol; hiicre proliferasyonu; néroblastoma ve matriks
metaloproteinaz

Girig

Noroblastoma, siklikla bebeklik doneminde baglayan
ve cocuklar arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden
birisidir'* Klinikte tedavisi, kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi ve cerrahi yontemlerle denenmekte-
dir’. Cok sayida anti-kanser ilacin denenmesine ve
tedavide kullanilan tiim yéntemlere ragmen nérob-
lastoma, proliferasyonu ve migrasyonu o6nlenme-
si zor bir kanser tiiriidiir*>. Mevcut kemoterapotik
ilaglarin hiicre 6lumiini sagladig: ancak invazyonun
durdurulmasinda yetersiz kaldigi i¢in invazyonun

lletisim/Contact: Harun Un, Agrs [brahim Cecen Universitesi, Eczaciltk Fakiiltesi, Biyokimya Ana Bilim Dals, Agrs, Tiirkiye o Tel: 0530 401 83
88 o E-mail: bio.harun25@gmail.com e Gelis/Received: 31.03.2020 * Kabul/Accepted: 08.06.2020

ORCID: Harun Un, 0000-0003-1772-282X o Riistem Anil Ugan, 0000-0002-4837-2343

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



58

engellenmesi i¢in yenilik¢i yaklagimlara ihtiya¢ duyul-
maktadir. Kanser hiicrelerinin go¢iinii inhibe etmeyi
hedefleyen yenilik¢i terapotik yaklagimlarin, ozellik-
le ilag iligkili toksisitenin azaltilmasi ve hasta yagam
stresini iyilestirmesi beklenmektedir. Literatiirde
organik fenolik bilegiklerin kanser ¢aligmalarinda et-
kili sonuglar verdigi ve bu yenilik¢i yaklagimlar i¢in
onemli bir hedef olugturabilecegini gosteren ¢aligma-
lar bulunmakeadir®’.

Olivetol, cogunlukla likenlerde bulunan fenolik bir
bilegiktir®. Bazi boceklerin olivetolii antiseptik ve
koruyucu bir salg olarak trettikleri tespit edilmis-
tir’. Sentetik tetrahidrokannabinol sentezinde kul-
lanilan Olivetol, kenevir bitkisinde olivetolik asit
formunda bulunmakta ve kenevirin etkin maddesi
olan kannabinoidlerin biyosentezinde rol almakta-
dir'®. Kannabinoidlerin etkin maddesini olusturdugu
bir¢ok ilacin piyasada ozellikle norolojik hastalikla-
rin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir''%. Son
yillarda kannabinoidlerin kanser tedavisinde kulla-
nilabilecegine dair ¢aligmalar yapilmigtir’>'4. Ancak
uyusturucu ve diger yan etkilerinden dolay: kanna-
binoidlerin kanser tedavisinde kullanilabilmeleri i¢in
daha fazla 6n ¢aligmaya ihtiya¢ oldugu distinilmek-
tedir. Olivetol kannabinoidlerin 6nciill maddesidir
fakat herhangi bir uyusturucu etkisinin olmamasi ve
fenolik yapida bir organik madde olmas: sebebiyle,
kanser tedavisinde kullaniminin insan sagligi acisin-
dan herhangi bir olumsuz etkisinin olmayacagini di-
sunmekteyiz. Literatiirde olivetoltin tiimor hiicreleri
tizerindeki etkileri heniiz aragtirllmamigtir. Bu calis-
mada olivetolin SHSY-5Y hiicrelerinin proliferasyo-
nu ve invazyonu tizerindeki etkileri aragtirilacakeir.

Materyal ve Metot

SHSY-5Y Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Insan SHSY-5Y néroblastoma hiicre hattt ATCC’den
temin edildi. Hicreler; %10 sigir serum (FBS; Fetal
Bovine Serum, Gibco, Thermo Fisher Scientific)
ve %1 antibiyotik (PSA; Penicillin, Streptomycin
Amphotericin, Gibco, Thermo Fisher Scientific) ice-
ren uygun medyum (DMEM; Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Hyclone, Thermo Fisher Scientific)
igerisinde ve 37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO, orta-
minda kiiltiire edildi. Hiicreler gerekli cogunluga ula-
sana kadar her 24 saatte bir kiiltiir ortami degistirildi.
Hiicre sayimi Roche cihazi ile yapildi. Bir ml medyum
i¢erisinde stispanse edilen hiicrelerden 10 pl hiicre ve
10 pl %0,2°lik Trypan blue boyast karigtirild: ve 10
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ul karigim cihaz aparau tzerine tatbik edilerek sayim
yapildi. Olivetol (CAS Number: 500-66-3 Sigma,
Germany) hiicrelere 50 ve 100uM konsantrasyonlarin-
da uyguland:.

Hticre Canhlik Testi

Hiicre canlilik takibi xCelligence anlik hiicre takip
sistemi ile yapildi. xCelligence hiicre kuyucuklarina
(Eplate), her grup dort tekrar olacak sekilde, 5x10°
hiicre ekildi. Yirmi dort saat sonra Olivetol, tedavi
gruplarina uygun dozlarda verildi ve canlilik takibine
devam edildi. Yetmis iki saat boyunca hiicre takibi de-
vam ettirildi. Yetmis ikinci saatin sonunda xCelligence
hiicre empedans verisi alinarak 24, 48 ve 72. saatlerde
ki hiicre sayilar1 degerlendirmeye alindr. Ilag verildigi
anda kuyucuklardaki hiicre sayilari normalize edildi ve
esit kabul edildi. Daha sonra 72 saat boyunca hiicre sa-
yilar1 otomatik olarak kaydedildi.

Invazyon Testi

SHSY-5Y hiicrelerinin  invazyon testi Tranwell
(Corning Inc., NY, ABD) ile yapild1.8,0um lik por ge-
nigligine sahip membran igeren Transwell kuyucuklari,
24 kuyucuklu hiicre plagina yerlestirildi. Membranlara
matrijel (BD, Bioscience) cklenerek 16 saat etiivde
bekletildi. Deneye alinacak olan SHSY-5Y hiicreleri
serumsuz medyum icerisinde 12 saat boyunca bekle-
tildi. Daha sonra sayim iglemi yapilarak 200yl hiicre,
serumsuz medyum icerisinde 2,5x10° hiicre/ml olacak
sekilde Transwell kuyucuklara ekildi. Hiicre kuyucuk-
larina 750p! serumlu (%10 FBS) medyum konuldu.
Daha sonra ilag gruplarina uygun dozlarda Olivetol
(50 ve 100pM) uygulanarak, plak 16 saat 37°C'de in-
kiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda Transwell
kuyucuklardaki medyum uzaklagtirild: ve 2 kez PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile yikama iglemi yapildi.
Daha sonra kuyucuklara %3,7 lik formaldehit ekle-
nerek 2 saat boyunca 37°C’de hiicreler fikse edildi.
Formaldehit uzaklagtirildi ve %100 litk methanol ek-
lenerek 20 dk oda sicakliginda hiicre permabilizasyonu
saglandi. Metanol uzaklagtirildiktan sonra Transwell
kuyucuklar1 2 kez PBS ile yikand1 ve 200ul %0,1’lik
Crystal Violet (Sigma Aldrich, Almanya) boyast uy-
gulandi. Karanlikta 15 dakika bekletildikten sonra
Traswell kuyucuklar1 PBS ile yikand: ve steril pamuk
cubuk ile temizlendi. Daha sonra 15tk mikroskobu
(Leica) ile invaze olan hiicreler sayildi. Her grup 3 tek-
rar olacak sekilde deney prosediiriine alindi ve ortala-
ma hiicre sayilarina gore grafik ¢izildi.
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Sekil 1. Hiicre proliferasyon sonuglari.

RT-PCR Gen Ekspresyon Analizi

SHSY-5Y hiicreleri (1x10° hiicre/2 ml medyum)
alt1 kuyucuklu hiicre plagina ekildi. Hiicreler 24 saat
37°C sicaklik, %95 nem and %5 CO, ortaminda in-
kiibe edildi. Hiicrelere uygun dozlarda Olivetol (50
ve 100uM) kuyucuklara uygulandi ve alt1 saat boyun-
ca tekrar inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki hiicreler kazinarak Qiacube (Qiagen,
Hilden, Almanya) ile mRNA izolasyonu (Qiagen,
RNacasy mini kit-74104) yapildi. RNA ornekle-
ri (High-capacity cDNA reverse transcription kit,
Applied Biosystem) kit prosediiriine gére cDNA'ya
déniigtiiriildii. cDNA miktarlart Take3 Plate (Epoch
Spectrophotometer  System, Biotek) ile belirlen-
di. Her gruptan 200ng cDNA'dan PCR cihaz ile
(StepOne Plus Real Time PCR System technology,
Applied Biosystem) MMP-2 (Hs01548727_m]l) ve
MMP-9 (Hs00957562_m1) ckspresyon analizi ya-
pildi. Kantitatif PCR analizi, TagMan prob karigimli
soliisyon (Tagman Probe-based technology, Applied
Biosystem) ile yapildi. Beta actin geni endojen kont-
rol olarak kullanildi. RT-PCR analizi i¢in optik
PCR plaklari kullanildi ve her grup 3 tekrar caligil-
d1. Sonuglar 244 metodu ile hesaplandi® ve kontrol
grubuna gore kat degisimi olarak verildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 20.0 software (IBM, ABD)
programu ile yapildi ve grafiklerde standart hata cu-
buklar: ile birlikte verildi. Analiz sonuglar1 one-way

ANOVA ve Tukey ¢oklu kargilagtirmali test ile yapildi.

Anlamli farkliliklar tiim gruplarin kendi aralarinda kiyas-
lanmasuyla belirlendi. Kontrol grubu ile diger gruplar ki-
yaslandiginda * sembolii (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001),
Oli50 ve OIlil00 gruplart kendi aralarinda kiyaslandi-
ginda ise # sembolii (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001)
kullanild:.

Sonuclar

Hiicre Canliligi

Olivetol'in SHSYS5Y néroblastoma hiicrelerinin pro-
liferasyonu tizerindeki etkileri xCelligence hiicre can-
lilig1 takip sistemi ile tespit edildi. Kontrol grubu hiic-
relerinin 72 saat boyunca artig gosterdigi tespit edildi.
Olivetol’iin ilk uygulandig: andan itibaren SHSY-5Y
hiicre sayilarini 6nemli derecede azaltmaya bagladi-
g1 goriildii. Olivetol uygulanan gruplarda (Oli50 ve
Oli100) hiicre sayilarinin azaldigi ve bu azalmanin

doza bagli oldugu goriildii (Sekil 1).

Invazyon Sonuglari

Transwell kuyucuklari kullanilarak yapilan invazyon testi
sonuglar1 $ekil 2°de gosterildi. Kontrol grubu SHSY-5Y
hiicrelerinin membran tabanina diger gruplara kiyasla
daha fazla invaze oldugu tespit edildi. $ekilde goriildugi
gibi 50 ve 100 uM olivetol uygulamalarinin invaze olan
hiicre sayisini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli gekilde azaltug belirlendi (p<0,001). Olivetol
gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda Oli100 gru-
bundaki hiicre sayilarinin Oli50 grubuna gére anlaml
derecede daha az oldugu gériildii (p<0,001).

Kafkas J Med Sci 2021; 11(1):57-62
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Sekil 3. MMP2 ve MMP9 ekspresyon sonuglari.
RT-PCR Gen Ekspresyon Sonuglari Ta rt|§ma

Olivetol'in MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonlar tize-
rindeki etkileri Sekil 3’te gosterildi. Olivetol uygulama-
st ile MMP9 ekspresyonlarinin kontrol grubuna kiyas-
la istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 (p<0,001)
ve bu azalmanin doza bagli olarak Olil00 grubunda
istatistiksel olarak daha fazla anlamli oldugu belir-
lendi (p<0,05). Benzer sonuglarin gérilldigis MMP2
ckspresyonlarinin 100 uM olivetol uygulanan grupta,
kontrol (p<0,001) ve Oli50 (p<0,01) grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli gekilde azaldig: tespit edildi.

Kafkas J Med Sci 2021; 11(1):57-62

Bu ¢alismada olivetol’iin noroblastoma SHSY-5Y hiic-
relerinin invazyon ve proliferasyonunu 6nledigini ve
bu etkisinin matriks metaloproteinaz enzimlerini bas-
kilayarak yaptgini gosterdik. Bu sonuglar ile dogal bir
fenolik bilesik olan olivetol’iin néroblastoma gibi yiik-
sek metastatik kanser tiirlerinde koruyucu rollerinin
oldugunu tespit ettik.

Noroblastoma sempatik sinir sistemini etkileyen
kompleks bir hastaliktir’®. Noroblastoma ile iligkili



mortalitelerin ¢ogu, lenf dugiimlerine ve kemiklere
metastazi nedeniyle ortaya ¢ikar'”'®. Bu nedenle kan-
ser hiicre invazyonu ve migrasyonunun engellenmesi
metastazin 6niine gegmek i¢in 6nemli bir adimdir®.
Noroblastoma hiicre invazivligi ve metastazi, timor
hiicrelerinin, primer timérden ayrilmasi ve kan do-
lagimina veya lenfatik sisteme girmesi i¢in ekstraseli-
ler matriksi (ECM) pargalama yetenegine, ardindan
uzak bolgelere giderek yeniden baglanma yetenegi-
ne baglidir®. Matriks Metalloproteinazlar (MMP),
metastatik, agresif veya invaziv timor fenotipleri ile
iliskili oldugu bilinen MMP2 ve MMP?9 jelatinazla-
r1 ile 6nemli bir ECM bozundurucu enzimler sinifi-
dir?'. Bu nedenle, MMP2 ve MMP9’un inhibisyonu,
erken tiimor evrelerinde metastaz olusumu ve kanser
ilerlemesini inhibe etmek i¢in yararli bir strateji olabi-
lir. Bizim ¢aligmamizin sonuglari, olivetoliin MMP2
ve MMP9un mRNA’sin1 ve protein ekspresyonunu
inhibe ettigini gosterdi, bu da olivetolin MMP2 ve
MMP9’u azaltarak SHSY-5Y hiicrelerinin gogiinii ve
ilerlemesini belirgin bir sekilde engelleyebilecegini
desteklemektedir.

Fenolik bilesiklerin vaskiiler endotelyal hiicrelerde
MMP2 ve MMP?9 seviyelerini baskiladig: ve boylece
dejeneratif hastaliklar i¢in koruyucu etki gosterdigi
belirtilmigtir®>. MMP2 ve MMP9 enzimlerinin azal-
masi ile tiimor hiicrelerinin biiytimesi ve invazyonu
azalulmigtr®. Sentetik MMP inhibitorleri timor
metastazt ve biiylimesine karsin denenmis ancak
ciddi yan etkileri oldugu tespit edilmistir*®. Ancak
MMP inhibitorlerinin 6zellikle invazyon tzerindeki
etkinligi bircok ¢aligma ile desteklenmistir®?¢. Bu ne-
denle dogal bilesiklerin timér baskilayicr etkilerinin
aragtirilmast caligmalarinda MMP enzimleri hedef
haline gelmistir”. Dogal bir fenolik asit olan proto-
katesuik asidin MMP enzim seviyesini baskilayarak
akciger kanserinin baskilanmasini saglamigtir®®. Bir
bagka fenolik bilesik olan ferulik asidin melonama ve
HUVEC hiicrelerinde MMP protein seviyelerini bas-
kiladig: tespit edilmistir®. Bizde bu ¢aligmada feno-
lik bir bilesik olan olivetol'itn MMP2 ve MMP9 gen
ckspresyonlarini baskiladigini tespit ettik. Bu sonug
ile birlikte olivetol'in, tiimér mikrogevresinde agiri
miktarda eksprese olarak tiimér hiicrelerinin vaskiiler
yapilara invaze olmasini saglayan MMP enzimlerini
baskilayarak noroblastoma SHSY-5Y hiicrelerinin in-

vazyonunu azaltabilecegini gosterdik.

Dogal fenolik bilesiklerin anti-oksidan etkileri ya-
pilan bir¢ok caligma ile tespit edilmistir. Radikal sii-
puriicii etkileri ile fenolik bilesikler kanser olusum
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riskini de azaltmaktadir®. Yapilan bir in vitro ¢alis-
mada Olivetol’tin antioksidan etkinligi tespit edilmis-
tir’. Bu bilegiklerin primer olarak gosterdikleri anti-
oksidan etkilerinin yaninda karsinogenez tizerinde
genis spektrumlu bir biyolojik etkilerinin varligi da
tespit edildi*”. Bu konuda yapilan ¢aligmalar fenolik
bilesiklerin 6zellikle polifenollerin kanser olusumunu
engelledigini gostermektedir®” 2. Tumor hiicre buyi-
mesi ve proliferasyonu tizerinde etkili oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir®. Fenolik yapili dogal bile-
siklerin insan tiimér hiicre hatlarinda anti-proliferatif
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir®. Fenolik bile-
siklerin anti-proliferatif etkinliklerinin ve dolayisiyla
potansiyel anti-kanser etkilerinin aromatik halkalar1
ve hidroksilik gruplarindan kaynaklandig: belirtil-
mistir®. Bizim caligmamizda da Olivetol néroblas-
toma hiicre hatt1 tizerinde anti-proliferatif bir etki
gosterdigi tespit edilmigtir. Olivetoltin kanser ¢alis-
malarinda kullanildigini gésteren bir kaynak bulun-
mamaktadir. Bu ¢aligma da biz olivetol'iin daha 6nce
yapilan fenolik bilesiklerin etkilerine benzer gekilde
SHSY-5Y hiicrelerinin proliferasyonunu azaltugini
tespit ettik.

Bitkisel fenolik bilesiklerin tiimér biiytimesi ve hiic-
re proliferasyonu tzerinde etkili oldugu gosteril-
mesine ragmen, kanser hastaliginin mortalitesi ve
tedavide goriilen eksiklikler nedeniyle bu konuda
daha fazla deneysel ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Olivetol bu konuda daha az caligilmis ve etkinligi
heniiz tam olarak bilinmeyen bir dogal bilegiktir. Bu
calismada olivetol’iin insan noroblastoma SHSY-5Y
hiicre hattinda anti-proliferatif ve anti-invazif etkili
oldugunu gosterdik. Olivetolin matriks metallop-
roteinaz seviyelerini baskiladigini gosterdik, ancak
hangi hiicre i¢i mekanizmalar tizerinden bu etkiyi
gosterdigi konusunda daha fazla caligmaya ihtiyag
duyulmaktadir.
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