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Nöroblastomda Retinoik Asit ve 
Sitotoksik Ajanların Kombinasyonlarının
Hücre Siklus Proteinlerinden Siklin D1 ve

P21 Ekspresyonu Üzerine Etkileri

ÖZET Amaç: Siklin D1 çeşitli tümörlerde onkojenik aktivitesi gösterilmiş anahtar hücre siklus re-
gülatör proteinidir. p21 siklin bağımlı kinaz inhibitörü olup hücre siklusunun ilerlemesini önleyen
tümör supresörlerdendir. Nöroblastom tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanlar ile siklin D1 ve
p21 arasındaki ilişkiyi açıklayan araştırma sayısı yeterli değildir. Bu çalışmanın amacı, nöroblas-
tom hücre hattında kemoterapötik ajanların siklin D1 ve p21 ekspresyonu üzerine etkisini araştır-
maktır. Gereç ve Yöntemler: Kelly (N-myc pozitif ) nöroblastoma hücre hattında sisplatin 0.5
mol/L, vinkristin 0.01 mol/L, etoposid 0.1 mol/L, siklofosfamid 2.5 mol/L, doksorubisin 25
nmol/L ve retinoik asit  0.0001 mol/L ile kombine şekilde 24 saat inkübe edildi. Siklin D1 ve p21
ekspresyonları immunositokimyasal olarak belirlendi. Ekspresyonlar negatif, hafif, orta ve yüksek
ekspresyon olarak değerlendirildi. Bulgular: Tek tek ya da retinoik asit ile kombine ilaç uygulama-
larında değişik düzeylerde siklin D1 ve p21 ekspresyon değişimleri gözlenmiştir. Ancak retinoik
asit ile vinkristin kombinasyonu kontrolde negatif olan p21 ekspresyonunu yüksek pozitif değişime
uğratırken, siklin D1 pozitif kontrol ekspresyonu azalmıştır. Sonuç: Bulgular hücre siklus protein-
leri üzerine proliferasyonu engellemeye yönelik en etkili ilaç kombinasyonunun retinoik asit ve
vinkristin olduğunu desteklemektedir. İkinci sırada etkin olan iki grup retinoik asidin etoposid ve
siklofosfamid ile olan ikili kombinasyonlarıdır. Yan etkiler göz önüne alınarak bu kombinasyonla-
rın, kronik bir hastalık gibi davrandığı kabul edilen nöroblastomun idame tedavisinde kullanımı in
vitro olarak bir kez daha desteklenmiştir.

Anah tar Ke li me ler: Nöroblastoma; siklin bağımlı kinaz inhibitörü p21; 
CCND1 proteini, insan; sitotoksinler

ABS TRACT Objective: Cyclin D1 is a key regulatory protein of cell cycle and this oncogenic ac-
tivity had been observed in a variety of tumors. P21 is a cyclin dependent kinase inhibitor respon-
sible for cell cycle arrest as a tumor suppressor gene. The studies in the literature about effects of
retinoic acid and cytotoxic agents on p21 and cyclin D1 are not satisfactory. The aim of this study
is to investigate effects of chemotherapotic agents on expression of cell cycle proteins cylin D1 and
P21. Material and Methods: Cisplatin, 0.5 mol/L;  vincristine, 0.01 mol/L; etoposide, 0.1 mol/L;
cyclophospamide, 2.5 mol/L; doxorubicine, 25 nmol/L; and retinoic acid, 0.0001 mol/L; and their
combinations were applied to Kelly human neuroblastoma cell line (N-myc positive) for 24 hours.
Cyclin D1 and P21 expressions were analysed with immunocytochemistry method. Expressions
were recorded as negative, mild, moderate or high. Results: Cyclin D1 and P21 expression changes
were observed in application cytotoxic agents alone or combined with retinoic acid in different de-
grees. However retinoic acid combined with vincristine is the most noticable group to take into
consideration by changing the negativity of p21 to high positivity; and degreesing the expression
of cyclin D1 compared to non-treated control neuroblastoma cells. Conclusion: Our results indicate
that retinoic acid and vincristine combination is most effective in decraasing proliferation. Second
effectivity is shared by combination of retinoic acid with etoposide and combination of retinoic
acid with cycophospamide. These in vitro results support the idea of indications of these combina-
tions in neuroblastoma accepted as a chronic disease when side effects are taken into consideration.
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ö rob las tom (NB) nö ral krest ten kö ken alan,
sem pa tik si nir sis te min den ori jin li em bri-
yo nik si nir hüc re le rin den olu şan ço cuk luk

ça ğı nın sık gö rü len eks trakra ni al so lid ma lign tü-
mör dür.1-3 Tüm ço cuk luk ça ğı kan ser le ri nin %8-
10’unu oluş tu rur. Mul ti mo del te da vi ler de ge liş me -
le re kar şın iler le miş has ta lık lar da sağ ka lım kö tü-
dür.4-7 NB spon tan reg res yon dan, ag re sif mul ti mo -
del te da vi ye kar şın prog res yo na dek kli nik
he te ro je ni te gös ter mek te dir. N-myc amp li fi kas yo nu
NB’da ag re sif ve pro li fe ra tif tü mör ler de gö rü lür ve
yük sek risk kri te ri dir.8 Bir çok he def ge ni dü zen le-
ye rek hüc re pro li fe ras yo nu nu uya ran trans krip si yon
fak tö rü dür. Bu ne den le üze rin de çok ça lış ma var dır.
NB hüc re hat la rın da hi pok si ye ya nı tı,9 di fe ran si yas -
yon ile il gi si,10 ye ni ilaç la ra ya nı tı11 ça lı şıl mak ta dır. 

Tü mö rün bi yo lo jik dav ra nı şın da ki de ğiş ken lik
ne de niy le, NB spon tan reg res yon lar, be nign trans-
for mas yon ya da ag re sif se yir gös te re bil mek te, bu
du rum has ta lı ğın prog no zu nu be lir le me de ve te da-
vi sin de so run la ra yol aç mak ta dır.12-15 An ti an gi o ge -
nik te da vi he def le ri16 ya nı sı ra di fe ran si as yon,
spon tan reg res yo nun mo le kü ler me ka niz ma la rı17

da araş tı rıl mak ta dır. 

Sisp la tin, re ti no ik asid (RA), sod yum fe nil ase-
tat, po lip re no ik asid gi bi kim ya sal bi le şik ler NB
hüc re hat tın da di fe ran si yas yo nu uya rır. NB hüc re
hat la rın da RA uy gu la ma sı ile N-myc eks pres yo nu
dra ma tik ola rak azal mak ta dır. Sik lin D1 çe şit li tü-
mör ler de on ko je nik ak ti vi te si gös te ril miş anah tar
hüc re sik lus re gü la tör pro te i ni dir.18 Bir çok tü mör -
de art mış eks pres yo nu göz len miş tir. Sik lin ba ğım lı
ki naz (CDK) eş le ri CDK4 ve CDK6’yı ak ti ve ede-
rek hüc re sik lus prog res yo nun da rol oy nar.19 NB’da
sik lin D1, CDK4 ve CDK6’da ki ge no mik abe ras-
yon la rın sap tan ma sı bu pe di at rik tü mör de hüc re
sik lu su G1 aşa ma sı na gi riş kon trol nok ta sın da bir
bo zuk luk ol du ğu nu gös ter mek te dir.20 Sik lin D1 nö-
rob last lar da eks pres yon gös te rir ken gang li o nö rom -
da bu eks pres yon dü şük bu lun muş tur. G1
dü zen le yi ci gen ler de art mış eks pres yon ol ma sı An-
di fe ran si ye fe no tip le iliş ki li sap tan mış tır.21,22

p21 sik lin ba ğım lı ki naz in hi bi tö rü olup hüc re
sik lu su nun iler le me si ni ön le yen tü mör sup re sör ler-
den dir.21 Nö rob las tom te da vi sin de kul la nı lan TPOG
te da vi pro to ko lün de ki ke mo te ra pö tik ajan lar ile sik-

lin D1 ve p21 ara sın da ki iliş ki yi açık la yan araş tır ma
sa yı sı ye ter li de ğil dir. NB hüc re hat tın da sik lin D1’in
sisp la tin di ren ci ile iliş ki si sap tan ma mış tır.22

Bu ça lış ma nın ama cı, nö rob las tom hüc re hat-
tın da ke mo te ra pö tik ajan la rın sik lin D1 ve p21 eks-
pres yo nu üze ri ne et ki si ni araş tır mak tır.

GE REç vE YöN TEm LER
Kelly (N-myc po zi tif ) NBa hüc re hat tın da sisp la tin
0.5 mmol/L, vin kris tin 0.01 mmol/L, eto po sid 0.1
mmol/L, sik lo fos fa mid 2.5 mmol/L, dok so ru bi sin 25
nmol/L ve 13-cis-RA 0.0001 mol/L ile kom bi ne şe-
kil de 24 sa at in kü be edil di. Sik lin D1 ve p21 eks-
pres yon la rı im mu no si to kim ya sal ola rak be lir len di. 

Hüc�re�Kül�tü�rü

Kelly in san NB hüc re hat tı (DSMZ, ACC 355) üze-
ri ne RA, si to tok sik ajan lar (sisp la tin, vin kris tin, sik-
lo fos fa mid, eto po sid, dok so ru bi sin) ve bun la rın
kom bi nas yon la rı LD50 op ti mi ze edil miş doz lar da
96 ku yu cuk lu hüc re kül tü rü pla ğın da ki uy gu lan dı.
Yüzde elli le tal doz op ti mi zas yo nun da MTT test
kul la nıl dı. Hüc re di zi si %10 fö tal bo vin se ru mu içe-
ren RPMI 1640 or ta mı ile 37oC, %5 CO2 in kü ba-
tör de kül tü re edil di. Hüc re bü yü me ve ço ğal ma sı
%99 ol du ğun da hüc re ler 96 ku yu cuk lu hüc re kül-
tü rü pla ğı na 5000 hüc re/ku yu cuk ol mak üze re her
bir ku yu cu ğa 100 µL ekil di. RA ve si to tok sik ajan-
lar ve bun la rın kom bi nas yon la r; 72 sa at lik in kü bas-
yon son ra sı hüc re içe ren ku yu cuk la ra uy gu la nıp 24
sa at in kü be edil di. 

Ke�mo�te�ra�pö�tiK�ajan�lar

13-cis-RA (Sig ma, R3255, Ger many) ışık tan ko ru-
na cak şekil de 0.01 g tar tı la rak 10 mL %96’lık etil
al kol ile çö zül dü. Sisp la tin (Sig ma, P4394, Ger-
many), ışık tan ko ru na cak şekil de 0.003 g tar tı la rak
10 mL or tam ile çö zül dü. Vin kris tin (Vin kris tin
sül fat, May ne, 1 mg/mL), fla kon dan or tam ile su-
lan dı rı lıp 0,01 mg/mL kon san tras yo nun da ilaç ha-
zır lan dı. Sik lo fos fa mid (En dok san, Bax ter, 261.085
g/mol), 0.001 g tar tı la rak 10 mL se rum fiz yo lo jik ile
çö zül dü. Eto po sid (Fyto sid, Da bur, 100 mg/5 mL),
fla kon dan or tam ile su lan dı rı lıp 100 µmol/mL kon-
san tras yo nun da ilaç ha zır lan dı. Dok so ru bi sin (Ad-
rib las ti na, De va, 10 mg/fla kon) 0.0001 g tar tı la rak
10 mL se rum fiz yo lo jik ile çö zül dü.
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İlaç la rın ha zır la nan stok kon san tras yon la rın -
dan fark lı kon san tras yon de ne me le ri ya pı la rak her
ilaç için Kelly hüc re le ri üze rin de ki LD50 doz la rı
he sap lan dı. 

immü�no�si�to�Kim�ya

İmmüno si to kim ya uy gu la ma sı di rek 96 kül tür pla-
ğı na ku yu cuk la ra uy gu lan mış tır. Bu aşa ma lar nons-
te ril or tam da oda ısı sın da ger çek leş ti ril miş tir.
Kül tür pla ğı PBS (Phosp hat Buf fer Sa li ne) (pH: 7.4)
ile 10ar da ki ka 2 kez yı kan mış tır. Fik sas yon için
%99 eta nol ile 15 da ki ka in kü be edil di. Plak, aza lan
al kol kon san tras yon la rın da (%99, %95, %80, %70;
her bi rin de 5 da ki ka), rehy dra te edil di, da ha son ra
%3 H2O2 (dis ti le su da di lü e) ile oda sı cak lı ğın da 10
da ki ka bek le ti le rek en do jen pe rok si daz ak ti vi te si
blo ke edil di. Her aşa ma da ki yı ka ma lar PBS (pH 7.4)
ile ger çek leş ti ril di. Blo ke edi ci an ti ko run 5 da ki ka
uy gu lan ma sı ile non-spe si fik bağ lan ma lar blo ke
edil dik ten son ra, 1:100 di lüs yon da 2 sa at pri mer
an ti kor lar (Cyclin D1, DBS, Mob 178; P21WAF1,
DBS, Mob 280) uy gu lan dı. Strep ta vi din-bi o tin tek-
ni ği ile ça lı şan iki aşa ma lı uni ver sal kit (DBS, KP-
50L) kul la nıl dı. Kro mo jen ola rak di a mi no ben zi di ne
so lüs yo nu (Sig ma Che mi cal Co., St. Lo u is, MO,
USA), zıt bo ya ma için Ma yer’s he ma tok si len bo ya sı
uy gu lan dı. İki ku yu cuk ne ga tif kon trol ola rak sa-
de ce PBS ile in kü be edil di. Eks pres yon lar ne ga tif,
ha fif, or ta ve yük sek eks pres yon ola rak in ver ted
mik ros kop ta de ğer len di ril di. Nük le er eks pres yon
dik ka te alın dı. Can lı hüc re ler de nük le er lo ka li zas-

yon da po zi tif bo yan ma %10’un al tı ne ga tif, %11-
30 ha fif (+), %31-50 or ta (++), %50’nin üze ri yük-
sek (+++) eks pres yon ola rak de ğer len di ril di.
Eks pres yon şid de ti dik ka te alın ma dı. 

BUL GU LAR

Sik lin D1 ve P21’in uy gu la nan ajan lar ve kom bi-
nas yon la rı ile eks pres yon de ği şim le ri Tab lo 1’de
gö rül mek te dir. 

RA ile vin kris tin, sik lo fos fa mid ve eto po sid
kom bi nas yon la rın da yük sek dü zey de p21 eks pres-
yo nu göz len di. Kon trol de p21 ne ga tif iken (Re sim
1), RA ve vin kris tin kom bi nas yo nun da en çok po-

Grup Siklin D1 P21

Kontrol + -

Retinoik Asit(RA) ++ +

Sisplatin ++ -

vinkristin ++ +

Doksorubisin + -

Siklofosfamid + +

Etoposid + -

RA+Sisplatin + -

RA+vinkristin + +++

RA+Doksorubisin + -

RA+Siklofosfamid ++ ++

RA+Etoposid + ++

TABLO 1: Nöroblastom hücre hattında sitotoksik
ajanların retinoik asitin ve kombinasyonlarının siklin D1

ve P21 üzerine etkileri

RESİM 1: İlaç uygulanmamış kontrol nöroblastom (KELLY) hücrelerinde P21
negatifliği (DAB x 100).

RESİM 2: Retinoik Asit+vinkristin uygulanmış diferansiye nöroblastom
(KELLY) hücrelerinde P21 pozitifliği (DAB x 400).
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zi tif eks pres yon göz len di (Re sim 2). RA, sisp la tin
ve RA ile sik lo fos fa mid kom bi nas yo nun da or ta dü-
zey de Sik lin D1 eks pres yo nu göz len di (Şekil 1) (Re -
sim 3).

TAR TıŞ mA

D ti pi sik lin ve CDK’lar nö ro nal di fe ran si yas yon ve
apop toz da esas teş kil eder. Hüc re bö lün me sik lu su-
nun G1 aşa ma sın da dur ma ya an ti mi to je nik ajan lar,
an tip ro li fe ra tif sin yal ler yol açar ken di fe ran si yas -
yon da hüc re sik lus du rak la ma sı ile pa ra lel git mek-
te dir.23

Ça lış ma mız da tek tek ya da RA ile kom bi ne
ilaç uy gu la ma la rın da de ği şik dü zey ler de sik lin D1

ve p21 eks pres yon de ği şim le ri göz len miş tir. An cak
RA ile vin kris tin kom bi nas yo nu kon trol de ne ga tif
olan p21 eks pres yo nu nu yük sek po zi tif de ği şi me
uğ ra tır ken, sik lin D1 po zi tif kon trol eks pres yo nu
azal mış tır. Bul gu la rı mız hüc re sik lus pro te in le ri
sik lin D1 ve p21 üze ri ne en et ki li ilaç kom bi nas yo-
nu nun RA ve vin kris tin ol du ğu nu des tek le mek te-
dir. 

Vin kris ti nin me dul lab los to ma üze rin de ki et-
ki si nin araş tı rıl dı ğı bir ça lış ma da vin kris ti nin
p53’ten ba ğım sız ola rak p21 pro te in dü ze yi ni up-
re gü le et ti ği gös te ril miş tir.24 p21 pro te i ni DNA ha-
sa rı ve mik ro tu bul in hi bi tör le ri ni içe ren fark lı
hüc re sel stres le re ya nıt ola rak ak ti ve olur.18,22,23 Sik-
lin D1 pro te in ove reks pres yo nu çe şit li tu mör ler de
gös te ril miş tir.18,27 Pri mer nö ro bas tom hüc re le rin de
sik lin D1 eks pres yo nu ile sisp la tin sen si ti vi te si ara-
sın da ki iliş ki nin araş tı rıl dı ğı bir ça lış ma da sik linD1
eks pres yo nu nun sisp la tin di ren ci ile ko re le ol ma-
dı ğı sap tan mış tır.18

Sik lin D1 nük le er ol du ğu za man hüc re yi pro-
li fe ras yo na sok ma yı sür dü rür ken, si top laz mik ol-
ma sı da ha çok di fe ran si yas yon la iliş ki li sap tan-
mış tır.28 Sik lin-CDK et ki le şi mi nük le er ol du ğu za -
man olu şur. Si top laz mik lo ka li zas yon da ge nel de
hüc re S sen tez fa zın da dır.

Ajan uy gu lan ma sı so nu cu sağ ka lan hüc re ler de
pro li fe ras yon uya rı cı sik lin D1 eks pres yo nu sür-
mek te dir. An cak ça lış ma mız da ba zı kom bi nas yon-
lar da (RA + vin kris tin, RA+sik lo fos fa mid, RA +
eto po sid) p21 eks pres yo nun da ki art ma ajan la rın et -
ki me ka niz ma sın da sik lus uya ran sis tem de di rek
blo kaj al ma dan in hi bi tör me ka niz ma la rın dev re ye
gir di ği ni des tek le mek te dir. 

So nuç ola rak bul gu la rı mız dan yo la çı ka rak
NB’u kro nik bir has ta lık ka bul edip dü şük doz da
met ro no mik te da vi nin (RA + sik lo fos fa mid), kul la-
nı la bi le cek ajan la rın tok sik et ki le ri de dü şü nü le rek;
tar tı şıl ma sı ge rek ti ği dü şü nül müş tür.

Ek Bil gi: Bu ça lış ma Do kuz Ey lül Üni ver si te si
On ko lo ji Ens ti tü sü Te mel On ko lo ji La bo ra tu a rın da
ger çek leş ti ril miş tir. Do kuz Ey lül Üni ver si te si Araş-
tır ma Fon Say man lı ğın ca des tek len miş tir. 

ŞEKİL 1:  Nöroblastoma tedavisinde kullanılan çeşitli kemoterapötik ajanların
ve retinoik asit kombinasyonlarının siklinD1 ve p21 ekspresyonu üzerine etkisi.

RESİM 3: Sisplatin uygulanan grupta siklin D1 pozitifliği (DABx400).
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