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Abstract 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 µM) and 
1, 10, and 25 µM doses of ECP were administered to 
the cells, and the protective effects of ECP at 24 and 

72 hours were investigated. Cell viability was evalu-
ated by the WST-1 (water soluble tetrazolium salt).

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

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

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

Öz Amaç: Sisplatin çocukluk çağı ve erişkin dönem kan-
serleri tedavisinde sıkça kullanılan bir ajandır. Nefro-
toksisite, nörotoksisite ve ototoksisite gibi yan etkileri 
doz kısıtlayıcıdır. Ecklonia Cava Polifenol Ekstresi 
(ECP) Uzak Doğu denizlerindeki alglerden elde 
edilen bir madddedir. ECP´nin oksidatif strese karşı 
koruyucu etkisi gösterilmiştir. Bu çalışmanın amacı 
ECP’nin sisplatin ototoksisitesine karşı olası koruyu-
cu etkilerinin değerlendirilmesidir.

Yöntemler: Bu çalışmada, fare kaynaklı House Ear 
Institute Organ of Corti (HEI-OC1) koklear hüc-
relerinde sisplatin nedenli hücre ölümüne karşı 
ECP'nin koruyucu etkisini araştırdık. Hücrelere 100 
µM sisplatin ve 1, 10 ve 25 µM dozlarında ECP veri-
lip 24 ve 72. saatte ECP´nin koruyucu etkisi araştırıl-

dı. Hücre canlılığı WST-1 (water soluble tetrazolium 
salt) yöntemiyle değerlendirildi. 

Bulgular: 100 µM sisplatin hem 24. hem de 72. saat 
analizlerinde hücre canlılığını azalttı. Her ne kadar 24. 
saatte ECP 25 µM dozunda otoprotektif etki gösterse 
de, 72. saatte bu etki kayboldu. ECP diğer dozlarda 
hem 24 hem de 72. saatte koruyucu etki göstermedi.

Sonuç: Her ne kadar 24. saatte ECP 25 µM dozunda 
otoprotektif etki gösterse de, 72. saatte bu etki kay-
boldu. Gelecekte reküren ve yüksek dozda ECP’nin 
kullanıldığı çalışmalara gereksinim vardır.

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

Giriş
Sisplatin çocukluk çağı ve erişkin dönem kanser-
lerinin tedavisinde yaygın olarak kullanılan anti-
neoplastik bir ajandır. Bu molekül serbest oksijen 
ve nitrojen radikallerinin oluşumunu indükleyerek 

apoptoz ve hücre ölümü sürecini başlatmaktadır. 
Oksidatif stres bağımlı mekanizmalar sonucu or-
taya çıkan ototoksisite, nefrotoksisite ve nörotok-
sisite sisplatin tedavisinin en önemli yan etkileridir 
(1, 2). Sisplatin ototoksisitesi özellikle yüksek fre-



kansların geri dönüşümsüz olarak etkilendiği bilateral simetrik 
bir işitme kaybı şeklinde karşımıza çıkmaktadır. Bu geri dönü-
şümsüz yan etkinin ortaya çıkmasını önlemek amacıyla sodyum 
thiosülfat, N-asetil sistein, asetil-L-karnitin, Korean red ginseng 
ve resveratrol gibi birçok antioksidan ajan in vitro ve in vivo ola-
rak denenmiştir (3-6).

Ecklonia cava polifenol ekstresi (ECP), Uzak doğu denizle-
rinde yaşayan kahverengi alglerden elde edilen bir polifenol 
bileşiğidir. Yapılan birçok çalışmada bu bileşiğin antioksidan 
özelliklerinin yanı sıra, antidiyabetik, antimikrobiyal ve anti-
inflamatuar etkileri olduğu da ortaya konmuştur. Antioksidan 
etkilerini özellikle reaktif oksijen radikallerini azaltıp; katalaz, 
glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin düzeyini artırarak sağla-
dıkları belirtilmiştir (7-9).

Bu çalışmada ECP’nin sisplatin ototoksisitesine karşı olası ko-
ruyucu etkilerinin House Ear Institue Organ of Corti (HEI-
OC1) hücre kültüründe araştırılması planlanmıştır. 

Yöntemler
House Ear Institue Organ of Corti (House Ear Institue, Los 
Angeles, ABD) immortal fare koklear hücrelerinden elde edil-
miş bir hücre kültürüdür. Sisplatin (Cisplatin-Ebewe® 50 
mg/100 mL, Liba, Unterach, Avusturya) doz belirlenerek hücre 
kültür ortamı ile dilue edildi. ECP (Seapolynol®; Botamedi Inc., 
Seul, Kore Cumhuriyeti) 1, 10 ve 25 µM dozlarında taze olarak 
hazırlandı.

HEI-OC1 hücreleri 33°C, %10 CO2 ve nem içeren ortam-
da Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), %10 fetal 
bovin serum ve %1 L-glutamin içeren antibiyotiksiz ortamda 
üretilerek kullanıldı. HEI-OC1 hücreleri 104/kuyucuk olacak 
şekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hücre canlılık testi için 
hücrelerin %60-70 karışım haline geldiği 24 saat sonra sisplatin 
ve ECP ajanları hücre kültürüne uygulandı. Sisplatin dozu 100 
µM olacak şekilde belirlendi. 

Çalışma grupları şu şekilde oluşturuldu;

Grup 1: Kontrol grubu
Grup 2: 1 µM ECP verilen grup
Grup 3: 10 µM ECP verilen grup
Grup 4: 25 µM ECP verilen grup
Grup 5: 100 µM Sisplatin verilen grup
Grup 6: 100 µM Sisplatin+ 1 µM ECP kombinasyonu verilen 
grup
Grup 7: 100 µM Sisplatin+ 10 µM ECP kombinasyonu verilen 
grup
Grup 8: 100 µM Sisplatin+ 25 µM ECP kombinasyonu verilen 
grup

Ajanlar verildikten 24 ve 72 saat sonra her kuyucuğa 10µl 
WST-1 (water soluble tetrazolium salt) (Roche, Mannheim, 
Almanya) solüsyonu uygulandı, 2 saatlik inkübasyon için %10 

CO2 ve 33°C olan inkübatörde bekletildi. Daha sonra çıkarı-
lan hücrelerin absorbansları ELISA plak okuyucuda (Thermo) 
450 nm/630 nm’de dalga boylarında okutuldu ve hücre canlılı-
ğı tespit edildi. Kontrol hücre canlılıkları %100 kabul edilerek 
ajanların oluşturduğu hücre canlılık değişimleri yüzde ile ifade 
edildi.

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

Bu çalışma Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü Temel 
Onkoloji Laboratuvarlarında Helsinki deklerasyonuna uygun 
olarak gerçekleştirilmiştir.

Bulgular
HEI-OC1 hücre kültürüne uygulanan ajanların 24. saat anali-
zinde 1 ve 10 µM ECP’nin hücre canlılığını bir miktar azalttığı 
gözlenmiş (%89.4 ve %84.2) olup, 25 µM ECP verilen grupta 
ise hücre canlılığı %100 olarak görülmüştür (Şekil 1). Sisplatin 
uygulanan grup incelendiğinde hücre canlılığı kontrol grubuna 
göre anlamlı olarak (%68.4) azalmıştır (p<0.05). Sisplatin ile 
birlikte ECP uygulandığında ise; ECP dozuna bağlı olarak hüc-
re canlılığı değişmiş olup hücre canlılığının en iyi korunduğu 
doz 25 µM (%89.5) olarak saptanmış ve bu değer istatistiksel  
olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05).

Sisplatin verilen hücrelerde canlılık 72. saat sonunda yaklaşık 
%48.3 olarak saptanmıştır. Ancak 25 µM ECP ve sisplatin ve-
rilen grupta hücre canlılığı sadece sisplatin verilen gruba göre 
daha yüksek gözükse de (%52.7) bu farklılık istatistiksel anlam-
lılığa yansımamıştır (p>0.05) (Şekil 2).
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Şekil 1. HEI-OC1 hücre kültüründe Sisplatin ve ECP uygulamalarının 
hücre canlılığına etkisi (24. saat)

Kontrol
1 µg/mL ECP
10 µg/mL ECP
25 µg/mL ECP
100 µM Sisplatin
1 µg/mL ECP+100 µM Sisplatin
10 µg/mL ECP+100 µM Sisplatin
25 µg/mL ECP+100 µM Sisplatin
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Tartışma
Sisplatin, birçok erişkin ve çocukluk çağı malignitesinin tedavi 
protokolünde yer alan nefrotoksik ve nörotoksik yan etkileri 
yanısıra ototoksisiteye neden olduğu bilinen bir antineoplas-
tik ajandır. Ototoksisite nedeni ile oluşan işitme azlığı özel-
likle küçük çocuk hastalarda dil gelişimini de olumsuz yönde 
etkileyerek hayat kalitesini bozmaktadır. Bu ajanın iç kulakta 
serbest oksijen radikallerinin aşırı ekspresyonuna neden olması 
ve koklear antioksidan enzimlerin bu radikalleri nötralize ede-
memesi sonucunda kaspaz bağımlı ve bağımsız apoptoz süreci 
başlamaktadır. Bu süreç temelde iç tüylü hücreler, stria vas-
külaris ve spiral ganglion nöronlarını etkilemektedir. Sispla-
tinin oluşturduğu ototoksik etkiyi önlemek amacıyla N-asetil 
sistein, asetil-L-karnitin, resveratrol, Korean red ginseng gibi 
birçok etken madde üzerinde durulsa da halen American Food 
and Drug Association (FDA) tarafından kabul gören bir ajan 
yoktur (3-6, 10, 11).

Ecklonia cava polifenol ekstresinin antioksidan, antiinflamatuar, 
antiallerjen özellikleri olan 8.8’-bieckol, 6.6’-bieckol, 7-phloroe-
ckol, phlorofurofucoeckol A, eckol, 2-phloroeckoli phlorotannin 
A gibi birçok farklı florotanin molekülü taşıdığı belirtilmektedir 
(12-14). Polifenoller elektrondan zengin bileşikler olup, elekt-
ron verici reaksiyonlara girerek oksidatif radikal oluşumunu 
engelleyebilmektedir (15). Bu florotanin bileşiklerinin in vitro 
deneylerde myeloperoksidaz ve glutatyon seviyelerini artırdığı 
gösterilmiştir (13). 

Sisplatinin oluşturduğu ototoksisite mekanizmaları gözönünde 
bulundurularak ECP’nin olası koruyucu etkisini ortaya koymak 
amacıyla yapılan bu çalışmada, farklı dozlarda ECP kullanıl-
mıştır. Sisplatin ile birlikte uygulanan 1, 10 µM ECP dozu 24. 
saatte hücre canlılığını istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artır-
mazken, 25 µM ECP dozunda istatistiksel olarak hücre canlılı-
ğını artırdığı izlenmiştir. Ancak 72. saatte sisplatin toksisitesine 
karşı hücre canlılığını koruyucu etki 25 µM ECP dozunda dahi 
görülmemiştir. 

Sisplatinin antikanser ve toksik etkileri göz önünde bulundu-
rup ECP ile etkileşimini araştıran,  in vivo ve in vitro olarak 
gerçekleştirilen bir çalışmada ECP’nin sisplatine bağlı ortaya 
çıkan nefrotoksisiteyi düzelttiği ve sisplatinin tümörü inhibe 
edici etkisini kuvvetlendirdiği saptanmıştır. Sağlıklı hücrelerde 
serbest radikal oluşumunu azalttığı görülürken, kanserli hücre-
lerde bunun tersi şekilde serbest oksijen radikallerinin arttığı ve 
apoptozun tetiklendiği görülmüştür (16). Benzer şekilde meme 
kanseri hücre kültüründe ECP bileşenlerinin antiproliferatif et-
kisi ortaya koyulmuştur (17).

Chang ve ark. (18) bir çalışmalarında bir ECP bileşeni olan die-
ckolün koklear hücre kültüründe gentamisinin oluşturduğu hüc-
re hasarına karşı koruyucu rolü olduğu ve aynı zamanda anti-
mikrobiyal etkiyi devam ettirdiği ortaya koyulmuştur. Dieckolün 
süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksi-
dan enzimleri indüklerken nitrikoksit sentetaz, siklooksijenaz-2 
gibi proinflamatuar enzimleri inhibe ederek oksijen radikali olu-
şumunu önlediği gösterilmiştir (19, 20). Chang ve ark. (21) bir 
diğer çalışmalarında intraperitoneal olarak uygulanan ECP’nin 
akustik travmaya karşı iç kulağı koruduğunu odyolojik ve his-
tolojik olarak göstermiştir. Bu çalışmada yüksek ses maruziyeti 
öncesinde 5 gün arka arkaya ECP uygulaması yapılmıştır. Akus-
tik travmanın indüklediği PGF2a iskemiye yol açmakla birlikte 
iç tüylü hücrelerde glutamat salınımına ve sonucunda nöronlar-
da fonksiyon kaybına sebep olmaktadır. Bu çalışmada polifenol 
bileşiğinin bu etkiyi engelleyip nöronal kaybı ve sonucunda 
işitme kaybını önlediği öne sürülmüştür (21). Çalışmamızda di-
ğerlerinden farklı olarak HEI-OC1 koklea hücrelerinde in vit-
ro olarak ECP´nin 24. saatte 25 µM dozunda hücre canlılığını 
artırırken, 72. saatte bu olası koruyucu etkiyi gösteremediğini 
saptadık. Bu veriler bize tek doz yerine tekrarlayan yüksek doz 
ECP uygulamalarının sisplatinin hücre canlılığını bozucu etki-
lerine karşı faydalı olabileceğini düşündürmüştür.

Murin hipokampüs hücre kültüründe yapılan in vitro bir çalışmada 
ECP bileşiğinin hidrojen peroksidin toksik etkisine karşı nöronal 
yapıları koruduğu öne sürülmüştür (22). Hidrojen peroksidaz et-
kisiyle oluşan serbest oksijen radikalleri beyindeki hücrelerde hızlı 
bir şekilde lipid peroksidasyonunu indükleyerek hücre membranı-
nın yapısını bozmakta olup, florotanninler lipid peroksidayonunu 
engelleyerek hücre stabilizasyonuna fayda sağlamaktadır. Bununla 
birlikte yine bu bileşikler serbest oksijen radikalleri etkisiyle artan 
hücre içi Ca+2 seviyelerinin normal düzeylerde olmasını sağlayarak 
proapoptotik süreçlerin başlamasına engel olmaktadır (22). İske-
mi veya oksidatif stres sonrasında hücre içi mitokondrial fonksiyon 
azlığı oluşması hücre içi kalsiyum regülasyonunu bozmakta, bu da 
hücre yıkımını başlatan proteaz aktivitelerini artırmaktadır. Yapı-
lan in vivo ve in vitro bir çalışmada iskemi veya hidrojen peroksid 
hasarına karşı ECP’nin hücre kalsiyum seviyelerini dengelediği 
ve hücre hasarını bu şekilde önlediği belirtilmiştir (23). Özellik-
le nöronlarda enerji ihtiyacının fazla olması bu hücreleri oksidatif 
strese karşı daha duyarlı kılmaktadır. ECP bileşiği ise antioksidan 
sistemleri aktive ederek ve homeostaza katkı sağlayarak nöropro-
tektif etki sağlamaktadır (22, 23). Bir ECP bileşeni olan dieckolün 
mikroglial supresyon sağlayarak nöroprotektif etki sağladığı öne 
sürülmüştür (24).
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Şekil 2. HEI-OC1 hücre kültüründe Sisplatin ve ECP uygulamalarının 
hücre canlılığına etkisi (72. saat)

Kontrol
25 µg/mL ECP
100 µM Sisplatin
25 µg/mL ECP+100 µM Sisplatin
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Ecklonia cava polifenol ekstresi bileşiklerinin antioksidan etkisi-
ni ortaya koyan çalışmaların bir çoğu radyoaktiviteye karşı ko-
ruyucu rolünü ortaya koymak amaçlı yapılmıştır (25-29). Rad-
yoterapi ile indüklenen oksidatif stres nedeniyle oluşan hücre 
hasarının önlenmesinde polifenol bileşikleri antioksidan etkile-
rini direkt olarak oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya 
indirekt yolla katalaz, süperoksid dismutaz, myeloperoksidaz 
gibi enzim sistemlerini aktive ederek göstermekte olduğu be-
lirtilmiştir (15, 28-30). Bir ECP bileşeni olan eckolün proapop-
totik p53 ve Bax genlerini baskılayarak ve antiapoptotik Bcl-2 
genini indükleyerek radyasyon hasarına karşı hücrede apoptozu 
engellediği öne sürülmüştür (30).

Bu çalışma ECP’nin sisplatin ototoksisitesine karşı olası koru-
yucu etkilerini araştıran ilk in vitro çalışma özelliğini taşımak-
tadır. Çalışmamızın kısıtlı yönleri ECP´nin daha yüksek ve tek-
rarlayan dozlarda test edilmemesi, olası koruyucu mekanizmalar 
açısından değerlendirilmemesidir. İleride gerçekleştirilecek 
farklı tasarımlı çalışmalar bu sorulara yanıt verebilir. 

Sonuç
HEI-OC1 hücre kültüründe yapılan bu çalışmada, sisplatin uy-
gulamasına bağlı olarak hücre canlılığı azalmasına karşın çalışılan 
dozlarda ECP uygulaması ile otoprotektif bir etki ortaya çıkma-
mıştır. ECP’nin sisplatin ototoksisitesine karşı olası otoprotektif 
etkilerinin başka in vivo ve in vitro çalışmalarla daha yüksek ve 
tekrarlayan doz uygulamalarıyla incelenmesi gerekmektedir.
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