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Ozet

Bu ¢alismada zeytin yapragindaki en 6nemli fenolik bilesik olan oleuropein’in insan hepatoma (Hep3B), insan meme adenokarsinom
(MCF-7) ve insan prostat kanser modeli (PC-3) hiicrelerindeki anti-timor aktivitesi arastirllmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 saat siirelerinde, farkli
konsantrasyonlarda oleuropein ile muamele edilmistir. Oleuropein’nin antitiimor etkisi, her zaman aralig1 i¢in belirlenen dozlarda uygulama yapilan
hiicrelerde MTT testi ile belirlenmistir. Sonuglar istatistiksel analiz (One-way anova) ile yorumlanmistir. Oleuropeinin doza spesifik antitimor
etkisi oldugu MCF-7 ve PC-3 hiicre hattinda belirlendi. Ayrica, oleuropein’nin hiicre tipine spesifik olarak farkli etki gosterdikleri belirlenmistir.
Oleuropein insan hepatoma hiicresinde (Hep3B) hiicre proliferasyonunu arttirict etkisi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Oleuropein, anti-tiimor etki, Hep3B, PC3, MCF-7, MTT
Determination of the Antitumor Effects of Oleurupein in Prostate (PC-3), Breast (MCF-7)
and Hepatoma (Hep3B) Cells
Abstract

In the present study, the antitumor effects of oleuropein which the most important phenolic compounds in olive leave extract were investigated
in Human hepatoma cells (Hep3B), Human breast adenocarcinoma (MCF-7) and human prostate cancer models (PC-3). Different concentration
oleuropein were incubated in corresponding cells for 24h, 48h and 72h incubations. Antitumor effect of oleuropein was determined by MTT test was
performed in each time points. The results were analyzed statistically by one way ANOVA test. The dose-dependent antitumor activity of oleuropein
was determined in MCF-7 and PC-3 cells. In addition, the differential effect was observed due to the cell type specific activity of oleuropein since
oleuropein led to the increase of cell proliferation in human hepatoma cells (Hep3B)
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GIRIS

Gilinlimiizde yapilan ¢aligsmalar 1s1g1nda genel bir kani
vardir ki Akdeniz diyeti beslenme tarzi kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi ciddi hastaliklar1 6nlemede
basarili olmaktadir. Akdeniz diyetinin koruyucu etkisi
meyve ve sebze acisindan zengin olmasi ve zeytin
iiriinlerinden ileri gelmektedir. Beslenme iizerine yapilan
birgok klinik ¢alismada sadece meyve ve sebze agisindan
zengin beslenen kisilerle, buna ilave zeytin tikketen kisiler
arasinda bahsi gegen hastaliklar agisindan 6lim oraninin
esit olmadigi. Sebze ve meyveye ilave olarak zeytin
iiriinleri tiiketen kisilerin bu hastaliklardan dolayr 6liim
oranlarimin daha az oldugu gosterilmistir. 2003 yilinda
Filik ve Ozyilkan’in ¢alismalarinda zeytinin kansere karsi
koruyucu etkisi gosterilmistir. Ozellikle kansere olan
etkisinin arastirtlmaya baglandig1 son yillarda zeytinin
en onemli bilesenlerinden olan oleuropein biiyiik ilgi
gormektedir [7-6].

Oleuropein zeytin yapraginda bulunan en onemli
fenolik bilesiktir. Ayrica zeytin yagi ve meyvesinde
de bulunmaktadir. Zeytin ve bilesenlerinin birgok
kanser tiirlinde anti-tiimor aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir.  Fenolik bilesikler, gidalarda bulunan
ve insan sagligi iizerine olumlu etkileri kanitlanmis
bilesiklerdir. Bu bilesikler, yag elde etme islemi
sirasinda yaga gegerek yagi oksidasyona karst korur ve
zeytinyaginin lezzet 6zelligini saglarlar. Bu bilesikler
insan saglig1 i¢in zararli olan oksidasyon {irlinlerinin
olugmasint Onlerler. Oleuropein reaktif oksijeni ve
nitrojen tiirlerini uzaklastirmaktadir /7-11].

Birgok hastalik agisindan 6nemli etkiye sahip oldugu
bilinen oleuropeinin farkli hiicre hatlarinda olan etkisi
bu ¢alismanin konusunu olusturmaktadir. Bu ¢aligmada
karaciger kanser modeli olan Hep3B, prostat kanser
modeli PC-3 ve meme kanseri modeli MCF-7 hiicre
hatlarinda oleuropeinin anti tiimor etkisi aragtirilmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Insan hepatoma hiicre hatti (Hep3B), ECACC’den
(European Collection of Animal Cell Cultures), insan
meme adenokarsinoma hiicre hatti (MCF-7) ve insan
prostat kanser hiicre hatt: (PC3) hiicreleri Prof. Dr. Ismet
Deliloglu GURHAN’dan temin edilmistir. Kullanilan
biitiin hiicre kiiltiirii materyalleri Greiner ya da Gibco’dan
satin alind1.

Hiicre Kiiltiirii

Insan hepatoma hiicre hatti (Hep3B), insan meme
adenokarsinoma hiicre hatti (MCF-7) ve insan prostat
kanser hiicre hatti (PC-3) hiicreleri, 15ml medyumda
75cm? flasklarda, igerisinde 0,2 mM L-Glutamin ve
% 10 1s1 ile inaktive edilmis FCS (Fertal Calf Serum)
iceren DMEM medyumu igerisinde, 37°C’de %5 CO,
atmosferinde biiytitiildii.

Canh Hiicrelerin Belirlenmesi
Exclusion) ve Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre
sayis1 hesaplamak igin, lizeri 25 kiigiik kareye ayrilmas,
Imm? alan, 0.lmm derinligi olan ve bdylelikle toplam
hacmin hesaplanabildigi hemositometre lam1 kullanilir.
Canli ve Olii hiicreleri ayirt etmek i¢inlO pl hiicre
stispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1 dilusyon
oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Hiicreler oleuropein uygulamasindan 6nce 96
kuyulu kiltiir kaplarina her kuyu i¢in 5000 hiicre olacak
sekilde trypan blue uygulamasi ile sayilarak konulmus ve
hiicrelerin bulunduklar: ylizeye tutunmalari i¢in 24 saat
beklenmisgtir.

(Trypan Blue

Oleuropein Uygulamasi

Steril distile su icerisinde ¢oziilen oleuropein 0,22
mikronluk filtreden gegirilerek steril edildi. 3mg/mL,
2mg/mL, 1mg/mL, 500pg/mL, 250pg/mL, 100pg/
mL, 50pg/mL, 30pg/mL, 10pg/mL, Spg/mL son
konsantrasyonlarda olacak sekilde 96 kuyulu kiiltiir
kaplarindaki hiicreler lizerine uygulandi.

MTT Testi:

20ul MTT solusyonu herbir kuyuya uygulanmis ve
hiicrelerin MTT’yi metabolize etmeleri i¢in 37°C’de
2 saat Dbeklenmigti. Medyum uzaklagtirilmistir.
0,004M HCI igeren isopropanol uygulanarak olusan
Formazan kristalleri ¢oziilmesi i¢in 150 rpm de 10
dakika calkalanmistir. Hiicrelerin 550nm dalga boyunda
absorbans degerleri alinmistir.

Istatistiksel Analiz:

Istatistiksel analiz icin Minitab 15. programi kullanild
(ANOVA). Istatistiksel olarak p<0.05 ise anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Oleuropein maddesinin farkli hiicre hatlarinda anti-
timor aktivitesinin belirlenmesi amaciyla MTT testi
kullanildi. Hep3B, MCF-7 ve PC-3 hiicreleri farkl
konsantrasyonlarda oleuropein ile (3mg/mL, 2mg/mL,
Img/mL, 500png/mL, 250pug/mL, 100png/mL, 50pg/mL,
30pug/mL,10pg/mL, Spug/mL) farkli zaman araliklarinda
(24saat, 48saat, 72saat) inkiibe edildi. Daha sonra
hiicrelerin canlilik oranlarint belirlemek igin MTT
yapildi. Deneyler her defasinda 6 11 ve en az iki bagimsiz
deney olacak sekilde dizayn edilmistir. Alinan absorbans
sonuglaria gore istatistiksel analiz yapildi. Sekil 1°de
Hep 3B hiicrelerine ait sonuglar gdsterilmistir. Hep3B
hiicrelerinde, oleuropein 24, 48 ve 72 saatte, kontrol
grubuna gore, proliferasyonda artis goriilmiistiir. PC-3
Prostat kanser ve MCF-7, meme kanseri modelinde,
24 saatlik biz zaman diliminde herhangi bir etki
goziikmezken, 48 ve 72 saatte 3mg\ml, 2mg\ml, 1mg\
ml konsantrasyonlarda, hiicre canliliginda, istatistiki
olarak anlamli bir azalig goriilmektedir (p<0.05).
Sitotoksik etkide azalis diger konsantrasyonlarda
diismekte ve istatistiki anlamli azalig goriilmemektedir.
PC-3 hiicrelerinde, ise 72 saate 250ug\ml ve 100ug\ml
konsantrasyonlarda istatistiki olarak anlamli artig dikkat
¢cekmektedir. Prostat hiicrelerinde 3mg\ml, 2mg\ml ve
Img\ml azaliga karsilik daha diisiik konsantrasyonlarda
250ug\ml, 100ug\ml konsantrasyonlarda anlamli artig
dikkat c¢ekicidir. Sekil 3’de MCF-7 hiicrelerine ait
sonuglar gosterilmistir.
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Sekil 1 24, 48 ve 72 saatte, 10 farkli konsantrasyonda oleuropein uygulanmis Insan hepatoma modeli Hep3B
hiicrelerinin sitotoksik degerleri. O, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis
kontrol hiicrelerini temsil etmektedir. * Istatistiki analizler sonucu anlamli goriilen yani p<0.05’in altinda olan
degerleri temsil etmektedir.
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Sekil 2 24, 48 ve 72 saatte, 10 farkli konsantrasyonda oleuropein uygulanmis prostat kanser modeli PC-3 hiicrelerinin
sitotoksik degerleri. O, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis kontrol
hiicrelerini temsil etmektedir. * Istatistiki analizler sonucu anlamli goriilen yani p<0.05’in altinda olan degerleri
temsil etmektedir.
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Sekil 3 24, 48 ve 72 saatte, 10 farkl1 konsantrasyonda oleuropein uygulanmis insan meme kanseri modeli MCF~7
hiicrelerinin sitotoksik degerleri. O, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis
kontrol hiicrelerini temsil etmektedir. * Istatistiki analizler sonucu anlamli gdriilen yani p<0.05’in altinda olan

degerleri temsil etmektedir.

TARTISMA VE SONUC

1800 yillarda zeytinin aci bilesenleri malarya ile
meydana gelen atesin giderilmesinde kullanilmistir.
Sonraki g¢alismalar zeytinin anti-mikrobiyal, anti-viral
ve anti- fungal aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir
[12, 13]. 1960 yilinda, Panizzi and Oriente oleuropein
maddesini izole etmislerdir [14]. 1970 yilinda kimyasal
yapisi Inouye ve arkadaslari tarafindan aydinlatilmistir
[15]. Saflastirilan oleuropein ve metaboliti olan
elenolic asidin anti-mikrobiyal, anti-viral ve anti-
fungal 6zellikleri arastirilmigtir [16]. Sonraki ¢alismalar
oleuropein maddesinin ¢ok giiglii bir anti-oksidant [17,
18] ve hipoglisemik [19] bir ajan oldugunu gdstermistir.

Ayricakalp hastaliklarina karsi koruyucu ve bagisiklik
sistemini giliglendirici etkisinin oldugu gdsterilmistir [20,
21]. Ayrica, toksikolojik olarak, bircok hayvan tiiriinde
oleuropein ve metabolitlerinin tam olarak toksik etkisinin
olmadig1 gosterilmistir [22, 23].

Cok sayida yararli etkiye sahip olan, toksik etisi
bulunmayan oleuropeinin kanser hiicreleri iizerinde
herhangi bir etkiye sahip olup olmadigi son yillarda
arastirma konusu olmustur. Hamdi ve arkadaslari
2005 yilinda yaptiklart ¢alismada [6, 24] oleuropeinin
hiicre biiylimesi, hareketi ve yayilimimi inhibe ettigini
tespit etmislerdir. Ayrica hayvan deneyleri sonucunda

oleuropeinin tiimdr biiylimesini ¢ok kisa siirede
gerilettigini tespit etmislerdir. Fabiani ve arkadaslari,
2008 yilinda, zeytin yag etken maddelerinin PBMC
(Preiferal blood mononuclear cells ve HL-60
(promyelocytic leukemia) hiicrelerinde DNA hasarina
karst hiicreleri korudugu o6nerilmistir [25]. Ayrica Han
ve arkadaglari tarafindan, oleuropeanin meme kanseri
modeli olan MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 azaldig
hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu ve apoptozisin
indiiklendigini gostermislerdir [26]. Ayrica, Kimura ve
arkadaglar1 2009 yilinda, UV 15181 ile irite olmus deri
kanseri modelinde, oleuropein uygulamasinin MMP-2,
MMP-9, MMP13, VEGF ve COX2 genlerinin ifadesini
azalttigini bulmuslardir [27]. Goulos ve arkadaglar1 2009
yilinda, MCF-7, T 24 (insan iiriner bladder karsinoma)
ve BBCE (Bovine Brain kapiller endotel) hiicrelerinde
zeytin yaprak ektresinin, giiclii antioksidant o6zelligi
gosterdigi ve hem kanser hem de endotel hiicrelerinde
hiicre proliferasyonun 6nledigi bulunmustur [28].
Sadece sinirli sayida kanser hiicre hatlarinda gii¢lii
antiproliferatif etkileri belirlenmis Oleuropein‘nin farkli
kanser modellerinde etkilerinin belirlenmesi 6nemlidir.
Bu amagla calismamizda Oleuropein‘nin antitimor
etkileri prostat modelinde (PC-3), Karaciger modelinde
(Hep3B) ve meme kanseri (MCF-7) modelinde in
vitro olarak calisilmigtir. MCF-7 ve PC-3 hiicrelerinde
48 ve 72 saat doz uygulamalarinda antiproliferatif
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etkisi belirlenmistir. Disiik dozlarda PC-3 ve MCF-
7 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu arttirdigr da
gozlenmigitir. Oleropein’in antitiimor etkisi yaninda 2009
da Huang ve arkadaslari tarafindan anti-aging 6zelligine
sahip oldugu da hiicre kiiltiiriinde fibroblast hiicrelerinin
yaslanmasini geriletmesi nedeniyle anti aging ajan
olabilecegi de gosterilmektedir [29]. Oleuropein’nin
farkli dozlarda farkli etkileri oldugu dikkat ¢ekici
olup iki farkli hiicre hattinda benzer etki goriilmiistiir.
Calisgmamizda, detoksifite organi olan karaciger model
hiicreleri olan HEP3B’lerde Oleuropein’nin hiicre
proliferasyonun yaptigi goézlenmektedir. Antitimor
etkiye rastlanmamistir. Hiicre proliferasyonunu arttirdigi
bulgusu, tim zaman araliklarinda ve pek ¢ok dozda
bulunmustur. Bu da Oleuropein’nin dozlara bagh
olarak etkisinin de yani sira farkli hiicre tiplerinde farkli
oldugunu gostermektedir.

Tesekkiirler

Bu calisma Balikesir Universitesi Temel Bilimler
Arastirma Merkezi Biyoloji biriminde gergeklestirilmistir.
Caligmalarda kullanilan oleuropein maddesi i¢in, Faruk
Durukan’a (Kale Kimya)’a tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

[1] M. de Lorgeril, P. Salen, J.L. Martin, I. Monjaud,
P. Boucher,N. Mamelle, Mediterrancan dictary
pattern in a randomized trial:prolonged survival and
possible reduced cancer rate,Arch. Intern.Med. 158
(1998) 1181-1187.

[2] A. Menotti, A. Keys, C. Aravanis, H. Blackburn, A.
Dontas, F.Fidanza, M.J. Karvonen, D. Kromhout,
S. Nedeljkovic, A.Nissinen,et al., Seven Countries
Study. First 20-year mortalitydata in 12 cohorts of
six countries, Ann. Med. 21 (1989) 175-179

[3] A. Keys, A. Menotti, M.J. Karvonen, C.Aravanis, H.
Blackburn,R. Buzina, B.S. Djordjevic, A.S. Dontas,
F. Fidanza, M.H. Keys,et al., The diet and 15-
year death rate in the seven countriesstudy, Am. J.
Epidemiol. 124 (1986) 903-915.

[4] A. Keys, C. Aravanis, H. Blackburn, R. Buzina, A.S.
Dontas, F.Fidanza, M.J.Karvonen, A. Menotti, S.
Nedeljkovic, S. Punsar,et al., Serum cholesterol and
cancermortality in the SevenCountries Study, Am.
J. Epidemiol. 121 (1985) 870-883.

[5] S. Renaud, M. de Lorgeril, J. Delaye, J. Guidollet,
F. Jacquard,N. Mamelle, J.L. Martin, I.Monjaud,
P. Salen, P. Toubol,Cretan Mediterranean diet for
prevention of coronary heartdisease, Am. J. Clin.
Nutr. 61 (1995) 1360S—-1367S.

[6] Hamdi K. Hamdi, Raquel Castellon,Oleuropein,
a non-toxic olive iridoid, is an anti-tumor agent
and cytoskeleton disruptor, Biochemical and
Biophysical Research Communications 334 (2005)
769-778

[7] Benavente-Garc’ia, O., Castillo, J., Lorente, J.,
Ortu™no, A., Del R10, J.A., 2000. Antioxidant
activity of phenolics extracted from Olea europaea
L. leaves. Food Chem. 68, 457—462.]

[8] R. de la Puerta, M.E. Martinez Dominguez, V. Ruiz-
Gutierrez, J.A. Flavill, J.R. Hoult, Effects of virgin
olive oil phenolics on scavenging of reactive nitrogen
species and upon nitrergic neurotransmission, Life
Sci. 69 (2001) 1213-1222.]

[9] C. Manna, S. D_Angelo, V. Migliardi, E. Loffredi,
0. Mazzoni, P. Morrica, P. Galletti, V. Zappia,
Protective effect of the phenolic fraction from
virgin olive oils against oxidative stress in human
cells, J. Agric. Food Chem. 50 (2002) 6521-6526.]

[10] H.K. Hamdi, J.H. Tavis, R. Castellon, in: USPTO,
Antigen Biologicals Corporation, USA, 2003.]

[11] M. Bonoli, A. Bendini, L. Cerretani, G. Lercker, T.G.
Toschi, Qualitative and semiquantitative analysis
of phenolic compounds in extra virgin olive oils
as a function of the ripening degree of olive fruits
by different analytical techniques, J. Agric. Food
Chem. 52 (2004) 7026-7032. ]

[12] H.P. Fleming, W.M. Walter Jr., J.L. Etchells,

Antimicrobial properties of Oleuropein and

products of its hydrolysis from gren olives, Appl.

Microbiol. 26 (1973) 777-782.

W.M. Walter Jr., H.P. Fleming, J.L. Etchells,

Preparation of antimicrobial compounds by

hydrolysis of Oleuropein from gren olives, Appl.

Microbiol. 26 (1973) 773-776.

[14] S. Panizzi, M.L. Oriente, Structure of the bitter
glucoside Oleuropein, Gazz. Chim. Ital. 90 (1960)
1449-14385.

[15] T.Y.H. Inouye, S. Tobita, K. Tanaka, T. Nishioka,
Absolute struktur des oleuropeins und einiger
verwandter glucoside, Tetrahedron Lett. 28 (1970)
2459-2464.]

[16] K.L. Tuck, P.J. Hayball, Major phenolic compounds
in olive oil: metabolism and health effects, J. Nutr.
Biochem. 13 (2002) 636—644.]

[17]1 K.L. Tuck, M.P. Freeman, P.J. Hayball, G.L. Stretch,
I. Stupans, The in vivo fate of hydroxytyrosol and
tyrosol, antioxidant phenolic constituents of olive
oil, after intravenous and oral dosing of labeled
compounds to rats, J. Nutr. 131 (2001) 1993-1996.]
tansiyon diistiriicii

[18] A. Zarzuelo, J. Duarte, J. Jimenez, M. Gonzalez,
M.P. Utrilla, Vasodilator effect of olive leaf, Planta
Med. 57 (1991) 417-419].

ve hipoglisemik

[19]1 M. Gonzalez, A. Zarzuelo, M.J. Gamez, M.P. Utrilla,
J. Jimenez, 1. Osuna, Hypoglycemic activity of
olive leaf, Planta Med. 58 (1992) 513-515.] bir ajan
oldugunu gdstermistir.

[20] F. Visioli, S. Bellosta, C. Galli, Oleuropein, the bitter
principle of olives, enhances nitric oxide production



190 F. Kogkar ve ark. / Bibad, 3 (2): 185-190, 2010

by mouse macrophages, Life Sci. 62 (1998) 541—
546. ] [F. Visioli, C. Galli, Phenolics from olive oil
and its waste products. Biological activities in in
vitro and in vivo studies, World Rev. Nutr. Diet. 88
(2001) 233-237.

[21] P. Gonzalez, F. Florido, B. Saenz de San Pedro, F. de

la Torre, P. Rico, S. Martin, Immunotherapy with an

extract of Olea europaea quantified in mass units.

Evaluation of the safety and efficacy after one year

of treatment, J. Investig. Allergol. Clin. Immunol.

12 (2002) 263-271.]

G.A. Elliott, D.A. Buthala, E.N. DeYoung,
Preliminary safety studies with calcium elenolate,
an antiviral agent, Antimicrob. Agents Chemother.
9 (1969) 173-176.]

[23] S. D_Angelo, C. Manna, V. Migliardi, O. Mazzoni,
P. Morrica, G. Capasso, G. Pontoni, P. Galletti,
V. Zappia, Pharmacokinetics and metabolism of
hydroxytyrosol, a natural antioxidant from olive oil,
Drug Metab. Dispos. 29 (2001) 1492—1498]

[24] S.S. Martin, P. Leder, Human MCF10A mammary
epithelial cells undergo apoptosis following actin
depolymerization that is independent of attachment
and rescued by Bcl-2, Mol. Cell. Biol. 21 (2001)
6529-6536

[25] Fabiani, R., Rosignoli, P., Bartolomeo, A., Fuccelli,
R., Servili, M., Montedoro, G.F., Morozzi, G.,
Oxidative DNA damage is prevented by extracts of
olive oil, hydroxytyrosoll, and other olive phenolic
compounds in human blood mononuclear cells and
HL60 cells, Journal of Nutrition, (2008) 138, (8):
1411-1416

[26] Han, J., Talorete, T.P.N., Yamada, P., Isoda, H., Anti-
proliferative and apoptotic effects of oluropein and
hydroxyryrosol on human breast cancer MCF-7
cells, Cytotechnology, (2009) 59 (1):45-53

[27] Kimura, Y., Sumiyoshi, M., Olive Leaf Extract and
Its Main Competent Oluropein prevent Chronic
Ultraviolet B Radiation-Induced Skin Damage
and Carcinogenesis in Hairless Mice, Journal of
Nutrition, (2009) 139 (11): 2079-2086

[28] Goulas, V., Exarchou, V., Troganis, AN., Psomiadou,

E., Fotsis, T., Briasoulis, E., Gerothanassis, IP,

Phytochemicals in olive-leaf extracts and their

antiproliferative activity against cancer and

endothelial cells, Mol. Nut. And Food Research,

(2009), 53 (5): 600-608

Huang, L.; Chen, CH., Proteasome Regulators:

Activators and Inhibitors, Current Medicinal

Chemistry, (2009), 16 (8): 931-939

[29]



