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Effect of Ecklonia Cava Polyphenol Extract in House
Ear Institute-Organ of Corti 1 Cells Against Cisplatin
Ototoxicity: A Preliminary Study

Ecklonia Cava Polifenol Ekstresinin Sisplatin Ototoksisitesine
Karsit House Ear Institute-Organ of Corti 1 Hiicrelerindeki
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Objective: Cisplatin is a widely used agent for the
treatment of adult and childhood malignancies. Side
effects such as nephrotoxicity, neurotoxicity, and oto-
toxicity lead to dose limitations. Ecklonia cava pol-
yphenol extract (ECP) is a molecule obtained from
algae that live in seawater in the Far East. ECP has
recently been shown to have protective effects against
oxidative stress. The aim of this study was to evalua-
te the possible protective effects of ECP on cisplatin
ototoxicity.

Methods: In this study, we investigated the protective
effects of ECP against cisplatin-induced cell death in
mouse-derived House Ear Institute Organ of Corti
(HEI-OC1) cochlear cells. Cisplatin (100 pM) and
1,10, and 25 pM doses of ECP were administered to
the cells, and the protective effects of ECP at 24 and

Amag: Sisplatin ¢ocukluk ¢ag: ve erigkin dénem kan-
serleri tedavisinde sik¢a kullanilan bir ajandir. Nefro-
toksisite, norotoksisite ve ototoksisite gibi yan etkileri
doz kusitlayicidir. Ecklonia Cava Polifenol Ekstresi
(ECP) Uzak Dogu denizlerindeki alglerden elde
edilen bir madddedir. ECP nin oksidatif strese karg
koruyucu etkisi gosterilmistir. Bu ¢aligmanin amaci
ECP’nin sisplatin ototoksisitesine kars1 olast koruyu-
cu etkilerinin degerlendirilmesidir.

Yontemler: Bu calismada, fare kaynakli House Ear
Institute Organ of Corti (HEI-OC1) koklear hiic-

relerinde sisplatin nedenli hucre Oliimiine karsi
ECP'nin koruyucu etkisini aragtirdik. Hiicrelere 100
pM sisplatin ve 1, 10 ve 25 pM dozlarinda ECP veri-
lip 24 ve 72. saatte ECP’nin koruyucu etkisi arastril-

Giris

Sisplatin ¢ocukluk ¢ag1 ve erigkin dénem kanser-
lerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan anti-
neoplastik bir ajandir. Bu molekiil serbest oksijen

ve nitrojen radikallerinin olusumunu indiikleyerek

72 hours were investigated. Cell viability was evalu-

ated by the WST-1 (water soluble tetrazolium salt).

Results: Cisplatin (100 pM) reduced cell viability in
both the 24® and 72" hour evaluation. Although the
25 pM dose of ECP showed otoprotective effects in
the 24™ hour, in the 72" hour this effect disappeared.
Other doses of ECP showed no otoprotective effects
in the 24" and 72" hours.

Conclusion: Although ECP showed some protective
effects in the 24 hour against cisplatin ototoxicity,
these effects disappeared by the 72" hour. Further
studies using recurrent and higher doses of ECP are
required.

Keywords: Cisplatin, ototoxicity, ecklonia cava polyp-
henol extract (ECP), cochlear cell

dr. Hiicre canliligs WST-1 (water soluble tetrazolium
salt) yontemiyle degerlendirildi.

Bulgular: 100 pM sisplatin hem 24. hem de 72. saat
analizlerinde hiicre canliligini azaltti. Her ne kadar 24.
saatte ECP 25 pM dozunda otoprotektif etki gosterse
de, 72. saatte bu etki kayboldu. ECP diger dozlarda
hem 24 hem de 72. saatte koruyucu etki gostermedi.

Sonug: Her ne kadar 24. saatte ECP 25 pM dozunda
otoprotektif etki gosterse de, 72. saatte bu etki kay-
boldu. Gelecekte rekiiren ve yiiksek dozda ECP’nin
kullanildig: caligmalara gereksinim vardur.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, ototoksisite, Ecklonia
cava polifenol ekstresi (ECP), koklear hiicreler

apoptoz ve hiicre 6limi sirecini baglatmaktadir.
Oksidatif stres bagimli mekanizmalar sonucu or-
taya ¢ikan ototoksisite, nefrotoksisite ve nérotok-
sisite sisplatin tedavisinin en 6nemli yan etkileridir

(1, 2). Sisplatin ototoksisitesi 6zellikle yiiksek fre-
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kanslarin geri doniigiimstz olarak etkilendigi bilateral simetrik
bir isitme kayb: seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu geri dénii-
simstiz yan etkinin ortaya ¢tkmasini 6nlemek amaciyla sodyum
thiostilfat, N-asetil sistein, asetil-L-karnitin, Korean red ginseng
ve resveratrol gibi bircok antioksidan ajan in vitro ve in vivo ola-
rak denenmistir (3-6).

Ecklonia cava polifenol ekstresi (ECP), Uzak dogu denizle-
rinde yagayan kahverengi alglerden elde edilen bir polifenol
bilesigidir. Yapilan bir¢ok ¢aligmada bu bilesigin antioksidan
ozelliklerinin yani sira, antidiyabetik, antimikrobiyal ve anti-
inflamatuar etkileri oldugu da ortaya konmugtur. Antioksidan
etkilerini 6zellikle reaktif oksijen radikallerini azaltip; katalaz,

glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin diizeyini artirarak sagla-
diklar: belirtilmigtir (7-9).

Bu ¢aligmada ECP’nin sisplatin ototoksisitesine karst olast ko-
ruyucu etkilerinin House Ear Institue Organ of Corti (HEI-
OC1) hiicre kiltirinde aragtirilmas: planlanmgtur.

Yontemler

House Ear Institue Organ of Corti (House Ear Institue, Los
Angeles, ABD) immortal fare koklear hiicrelerinden elde edil-
mis bir hicre kiltiridir. Sisplatin (Cisplatin-Ebewe® 50
mg/100 mL, Liba, Unterach, Avusturya) doz belirlenerek hiicre
kultir ortamu ile dilue edildi. ECP (Seapolynol®; Botamedi Inc.,
Seul, Kore Cumbhuriyeti) 1,10 ve 25 pM dozlarinda taze olarak

hazirlands.

HEI-OC1 hicreleri 33°C, %10 CO, ve nem igeren ortam-
da Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), %10 fetal
bovin serum ve %1 L-glutamin igeren antibiyotiksiz ortamda
tretilerek kullanildi. HEI-OC1 hiicreleri 10%/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hicre canhlik testi igin
hicrelerin %60-70 karigim haline geldigi 24 saat sonra sisplatin

ve ECP ajanlar: hiicre kiltiirine uyguland:. Sisplatin dozu 100
pM olacak sekilde belirlendi.

Calisma gruplar su sekilde olugturuldu;

Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2: 1 pM ECP verilen grup

Grup 3: 10 pM ECP verilen grup

Grup 4: 25 pM ECP verilen grup

Grup 5: 100 uM Sisplatin verilen grup

Grup 6: 100 uM Sisplatin+ 1 pM ECP kombinasyonu verilen
grup

Grup 7: 100 uM Sisplatin+ 10 pM ECP kombinasyonu verilen
grup

Grup 8: 100 pM Sisplatin+ 25 pM ECP kombinasyonu verilen

grup

Ajanlar verildikten 24 ve 72 saat sonra her kuyucuga 10pl
WST-1 (water soluble tetrazolium salt) (Roche, Mannheim,
Almanya) solisyonu uygulands, 2 saatlik inkiibasyon i¢in %10
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CO2 ve 33°C olan inkiibatérde bekletildi. Daha sonra ¢ikari-
lan hiicrelerin absorbanslart ELISA plak okuyucuda (Thermo)
450 nm/630 nmde dalga boylarinda okutuldu ve hiicre canlili-
g1 tespit edildi. Kontrol hiicre canliliklari %100 kabul edilerek
ajanlarin olugturdugu hicre canlilik degisimleri yiizde ile ifade

edildi.

Elde edilen veriler Statistical Package for the Social Scien-
ces (SPSS Inc.; version 16.0, Chicago, ABD) kullanilarak
Mann-Whitney-U testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi ve
p<0.05 anlaml olarak kabul edildi.

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji Laboratuvarlarinda Helsinki deklerasyonuna uygun
olarak gergeklestirilmistir.

Bulgular

HEI-OC1 hiicre kiltiriine uygulanan ajanlarin 24. saat anali-
zinde 1 ve 10 pM ECP’nin hiicre canliligini bir miktar azalttig1
gozlenmis (%89.4 ve %84.2) olup, 25 pM ECP verilen grupta
ise hicre canliligt %100 olarak gortilmistir (Sekil 1). Sisplatin
uygulanan grup incelendiginde hiicre canlilifi kontrol grubuna
gore anlamh olarak (%68.4) azalmistir (p<0.05). Sisplatin ile
birlikte ECP uygulandiginda ise; ECP dozuna bagli olarak hiic-
re canliligs degismis olup hiicre canliliginin en iyi korundugu
doz 25 pM (%89.5) olarak saptanmis ve bu deger istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Sisplatin verilen hiicrelerde canlilik 72. saat sonunda yaklagik
%48.3 olarak saptanmistir. Ancak 25 uM ECP ve sisplatin ve-
rilen grupta hiicre canlilifi sadece sisplatin verilen gruba gére
daha yiiksek gozikse de (%52.7) bu farklilik istatistiksel anlam-
liliga yansimamustir (p>0.05) (Sekil 2).

%100

%100

Hiicre canlihig1 (%)
o
FR

I
N
(93}

= Kontrol
# 1pg/mL ECP

10 pg/mL ECP

25 pg/mL ECP
= 100 1M Sisplatin
B 1pg/mL ECP+100 ;M Sisplatin
m 10 pg/mL ECP+100 M Sisplatin
a1 25 pg/mL ECP+100 M Sisplatin

Sekil 1. HEI-OC1 hiicre kiiltiiriinde Sisplatin ve ECP uygulamalarinn
hiicre canlihgina etkisi (24. saat)
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Sekil 2. HEI-OC1 hiicre kiiltiriinde Sisplatin ve ECP uygulamalarinin
hiicre canlihgina etkisi (72. saat)

Tartigma

Sisplatin, birgok erigkin ve ¢ocukluk ¢agi malignitesinin tedavi
protokolinde yer alan nefrotoksik ve noérotoksik yan etkileri
yanisira ototoksisiteye neden oldugu bilinen bir antineoplas-
tik ajandir. Ototoksisite nedeni ile olusan isitme azlig1 6zel-
likle kugiik ¢ocuk hastalarda dil gelisimini de olumsuz yonde
etkileyerek hayat kalitesini bozmaktadir. Bu ajanin i¢ kulakta
serbest oksijen radikallerinin agir1 ekspresyonuna neden olmasi
ve koklear antioksidan enzimlerin bu radikalleri nétralize ede-
memesi sonucunda kaspaz bagiml ve bagimsiz apoptoz siireci
baglamaktadir. Bu siire¢ temelde i¢ tiiyld hiicreler, stria vas-
kiilaris ve spiral ganglion néronlarini etkilemektedir. Sispla-
tinin olusturdugu ototoksik etkiyi 6nlemek amaciyla N-asetil
sistein, asetil-L-karnitin, resveratrol, Korean red ginseng gibi
bir¢ok etken madde tizerinde durulsa da halen American Food
and Drug Association (FDA) tarafindan kabul géren bir ajan
yoktur (3-6, 10, 11).

Ecklonia cava polifenol ekstresinin antioksidan, antiinflamatuar,
antiallerjen 6zellikleri olan 8.8’-bieckol, 6.6’-bieckol, 7-phloroe-
ckol, phlorofurofucoeckol A, eckol, 2-phloroeckoli phlorotannin
A gibi bir¢ok farkli florotanin molekilii tagidigt belirtilmektedir
(12-14). Polifenoller elektrondan zengin bilesikler olup, elekt-
ron verici reaksiyonlara girerek oksidatif radikal olusumunu
engelleyebilmektedir (15). Bu florotanin bilegiklerinin in vitro
deneylerde myeloperoksidaz ve glutatyon seviyelerini artirdigt
gosterilmigtir (13).

Sisplatinin olusturdugu ototoksisite mekanizmalar1 gézéniinde
bulundurularak ECP’nin olast koruyucu etkisini ortaya koymak
amactyla yapilan bu ¢aligmada, farkli dozlarda ECP kullanil-
mugtir. Sisplatin ile birlikte uygulanan 1, 10 pM ECP dozu 24.
saatte hiicre canhiligini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artir-
mazken, 25 pM ECP dozunda istatistiksel olarak hiicre canlili-
gin1 artirdiFy izlenmigtir. Ancak 72. saatte sisplatin toksisitesine
karg1 hiicre canliligini koruyucu etki 25 pM ECP dozunda dahi

gortilmemigtir.
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Sisplatinin antikanser ve toksik etkileri géz oniinde bulundu-
rup ECP ile etkilesimini aragtiran, in vivo ve in witro olarak
gergeklestirilen bir ¢alisjmada ECP’nin sisplatine bagli ortaya
ctkan nefrotoksisiteyi duzelttigi ve sisplatinin timoért inhibe
edici etkisini kuvvetlendirdigi saptanmistir. Saghkl hiicrelerde
serbest radikal olusumunu azaltti31 gériilirken, kanserli hiicre-
lerde bunun tersi sekilde serbest oksijen radikallerinin arttiZ1 ve
apoptozun tetiklendigi gorilmistiir (16). Benzer gekilde meme
kanseri hiicre kiltirinde ECP bilegenlerinin antiproliferatif et-
kisi ortaya koyulmustur (17).

Chang ve ark. (18) bir ¢alismalarinda bir ECP bilegeni olan die-
ckoliin koklear hiicre kiiltiiriinde gentamisinin olugturdugu hiic-
re hasarina karg1 koruyucu rolii oldugu ve ayni zamanda anti-
mikrobiyal etkiyi devam ettirdigi ortaya koyulmusgtur. Dieckoliin
superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksi-
dan enzimleri indiiklerken nitrikoksit sentetaz, siklooksijenaz-2
gibi proinflamatuar enzimleri inhibe ederek oksijen radikali olu-
sumunu onledigi gosterilmigtir (19, 20). Chang ve ark. (21) bir
diger ¢alismalarinda intraperitoneal olarak uygulanan ECP’nin
akustik travmaya kars: i¢ kulagi korudugunu odyolojik ve his-
tolojik olarak gdstermigtir. Bu ¢aligmada yiiksek ses maruziyeti
oncesinde 5 giin arka arkaya ECP uygulamas: yapilmigtir. Akus-
tik travmanin indiikledigi PGF a iskemiye yol agmakla birlikte
i¢ tliyld hicrelerde glutamat salinimina ve sonucunda néronlar-
da fonksiyon kaybina sebep olmaktadir. Bu ¢aligmada polifenol
bilesiginin bu etkiyi engelleyip néronal kaybi ve sonucunda
isitme kaybini onledigi one stirilmistiir (21). Calisgmamizda di-
gerlerinden farkli olarak HEI-OC1 koklea hiicrelerinde in viz-
7o olarak ECP’nin 24. saatte 25 pM dozunda hiicre canhiligini
artirirken, 72. saatte bu olasi koruyucu etkiyi gosteremedigini
saptadik. Bu veriler bize tek doz yerine tekrarlayan yiksek doz
ECP uygulamalarinin sisplatinin hiicre canliligini bozucu etki-
lerine karg: faydali olabilecegini diisindirmusgtiir.

Murin hipokampiis hiicre kiiltiirtinde yapilan iz vizrobir alismada
ECP bilesiginin hidrojen peroksidin toksik etkisine karst néronal
yapilar: korudugu one stirtilmistir (22). Hidrojen peroksidaz et-
kisiyle olugan serbest oksijen radikalleri beyindeki hiicrelerde hizli
bir sekilde lipid peroksidasyonunu indikleyerek hiicre membrani-
nin yapisini bozmakta olup, florotanninler lipid peroksidayonunu
engelleyerek hiicre stabilizasyonuna fayda saglamaktadir. Bununla
birlikte yine bu bilesikler serbest oksijen radikalleri etkisiyle artan
hiicre i¢i Ca™ seviyelerinin normal diizeylerde olmasini saglayarak
proapoptotik siireclerin baslamasina engel olmaktadir (22). Iske-
mi veya oksidatif stres sonrasinda hiicre i¢i mitokondrial fonksiyon
azhg1 olugmast hiicre ici kalsiyum regtilasyonunu bozmakta, bu da
hiicre yrtkimin baglatan proteaz aktivitelerini artirmaktadir. Yapi-
lan in vivo ve in vitro bir ¢caligmada iskemi veya hidrojen peroksid
hasarina karst ECP’nin hiicre kalsiyum seviyelerini dengeledigi
ve hiicre hasarin1 bu gekilde 6nledigi belirtilmistir (23). Ozellik-
le néronlarda enerji ihtiyacinin fazla olmast bu hicreleri oksidatif
strese kargt daha duyarli kilmaktadir. ECP bilesigi ise antioksidan
sistemleri aktive ederek ve homeostaza katk: saglayarak noropro-
tektif etki saglamaktadir (22, 23). Bir ECP bileseni olan dieckolin
mikroglial supresyon saglayarak néroprotektif etki sagladigi 6ne
surtlmiistir (24).
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Ecklonia cava polifenol ekstresi bilesiklerinin antioksidan etkisi-
ni ortaya koyan caligmalarin bir ¢ogu radyoaktiviteye karg: ko-
ruyucu roliini ortaya koymak amacli yapilmistir (25-29). Rad-
yoterapi ile indiiklenen oksidatif stres nedeniyle olugan hiicre
hasarinin 6nlenmesinde polifenol bilegikleri antioksidan etkile-
rini direkt olarak oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya
indirekt yolla katalaz, siiperoksid dismutaz, myeloperoksidaz
gibi enzim sistemlerini aktive ederek gostermekte oldugu be-
lirtilmistir (15, 28-30). Bir ECP bileseni olan eckoliin proapop-
totik p53 ve Bax genlerini baskilayarak ve antiapoptotik Bcl-2
genini indiikleyerek radyasyon hasarina kargi hiicrede apoptozu
engelledigi one stirilmistir (30).

Bu ¢aligma ECP’nin sisplatin ototoksisitesine kargi olas1 koru-
yucu etkilerini aragtiran ilk in vitro ¢aligma 6zelligini tagimak-
tadir. Calismamizin kisith yonleri ECP nin daha yiiksek ve tek-
rarlayan dozlarda test edilmemesi, olast koruyucu mekanizmalar
agisindan  degerlendirilmemesidir. Ileride ~gerceklestirilecek
farkli tasarimli ¢aligmalar bu sorulara yanit verebilir.

Sonug

HEI-OC1 hicre kiltirinde yapilan bu ¢aligmada, sisplatin uy-
gulamasina bagli olarak hiicre canlilig1 azalmasina kargin ¢aligilan
dozlarda ECP uygulamas: ile otoprotektif bir etki ortaya ¢ikma-
mistir. ECP’nin sisplatin ototoksisitesine kargt olast otoprotektif
etkilerinin bagka in vivo ve in wvitro caligmalarla daha yuksek ve
tekrarlayan doz uygulamalariyla incelenmesi gerekmektedir.
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