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Sinapik Asit HT-22 Hucrelerinde Sisplatin Kaynakl
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in HT-22 Cells
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Ozet

Amag: Bu calismada, HT-22 sican hippokampal hiicrelerinde
meydana gelen sisplatin kaynakli oksido-inflamatuvar hasara
karst SA’nin yararl etkilerini ve olast koruyucu mekanizmalarini
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle agtklamasi
amaglanmisgtir.

Gereg ve Yontem: Oncelikli olarak néroprotektif etkinlik
meydana getirmek amactyla in vitro kosullar altinda HT-22
hiicreleri tzerine sisplatin  uygulamasindan 6nce  farkl
konsantrasyonlarda Sinapik asit (SA) (100, 400 ve 800 pM)
uygulandi. SA uygulamasindan yarim saat sonra kontrol grubu
hari¢ tim kuyucuklara 5,5 pM sisplatin uyguland: ve 24 saat
boyunca uygun kosullar altinda inkiibe edildi. Hiicre canliligs,
rutin  olarak  kullanilan  3-(4,5-Dimetil ~ Tiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolyum Bromur (MTT) ile belirlendi ve sitotoksik
aktivite, laktat dehidrojenaz (LDH) deneyleri ile belirlendi.
Oksidatif stres, toplam antioksidan kapasitesi (TAK), Katalaz
(KAT), glutatyon rediktaz (GSH), malondialdehit (MDA) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) tahlilleriyle degerlendirildi. Ayrica
SA'nin  HT-22 hicrelerinde Kaspaz-3 gen regilasyonu
uzerindeki etkisi Real-Time PCR ile arastirildi.

Bulgular: Sisplatin, HT-22 hiicrelerinde hiicre canliligint
yaklastk %40 oraninda azalttt ve LDH seviyesini artirdi. SA
uygulanan gruplarda ise doz bagimsiz olarak hiicre canliligt artt1
ve LDH seviyesinde azalma meydana geldi. SA néroprotektif
etkinligini sisplatinin sitotoksik aktivitesini durdurmasi ve
hiicrelerde  antioksidan  etki ~ mekanizmasini  artirarak
gostermistir. Benzer sekilde, sisplatin ile up-regiile olan kaspaz-
3 SA uygulamasi ile kontrol degerine yaklasmistir. SA,
sisplatinin noérotoksisitesini ortadan kaldirmis, hicre Slimuint
ve Oksidatif stres diizeylerini 6nemli 6l¢tide azaltmistir.

Sonug: Bu bulgular SA'nin hem oksidatif stres olusum
mekanizmalarint hem de hiicrelerin apoptoz induksiyonunu
engelleyerek HT-22 htcrelerini  sisplatine karsi korudugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Katalaz; kaspaz-3; oxidative stress.

Girig

Sisplatin (cisplatin-CP)  platin ~ bazli  bir
kemoterapotik ajandir. Akciger, mide, yumurtalik,
testis, kolorektal ve mesane kanseri gibi bir¢ok
solid  timdrin  tedavisinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (1). Yaygin kullaniminin a ksine

Abstract

Introduction: This study aimed to explain the beneficial effects
and possible protective mechanisms of SA against cisplatin-
induced oxido-inflammatory damage in HT-22 rat hippocampal
cells by biochemical and molecular methods.

Materials and Methods: Primarily, different concentrations of
Sinapic acid (SA) (100, 400 and 800 pM) were applied to HT-22
cells under in vitro conditions before cisplatin application in
order to produce neuroprotective activity. Half an hour after
the SA application, 5.5 uM cisplatin was applied to all wells
except the control group and incubated for 24 hours under
appropriate conditions. Cell viability was determined with
routinely used 3-(4,5-Dimethyl Thiazol-2-y1)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) and cytotoxic activity was
determined by lactate dehydrogenase (LDH) assays. Oxidative
stress was evaluated by total antioxidant capacity (TAC),
Catalase (CAT), glutathione reductase (GSH), malondialdehyde
(MDA) and superoxide dismutase (SOD) assays. In addition,
the effect of SA on Caspase-3 gene regulation in HT-22 cells
was investigated by Real-Time PCR.

Results: Cisplatin decreased cell viability by approximately 40%
and increased LDH level in HT-22 cells. In SA administered
groups, cell viability increased and LDH level decreased
regardless of dose. SA showed its neuroprotective effect by
stopping the cytotoxic activity of cisplatin and increasing its
antioxidant action mechanism in cells. Similarly, caspase-3 up-
regulated by cisplatin approached the control value with SA
administration. SA abolished the neurotoxicity of cisplatin and
significantly reduced cell death and Oxidative stress levels.
Conclusion: These findings show that SA protects HT-22 cells
against cisplatin by preventing both oxidative stress formation
mechanisms and apoptosis induction of cells.

Keywords: Catalase; caspase-3; oxidative stress.

CP viicutta hedefe yonelik hareket etmemektedir.
Bu nedenle, kanserli hiicrelere etki ettigi gibi
sagliklt hicrelere de etki ederek klinik kullanimint
stnirlayan  periferik néropati, bozulmus tanima,
titteme ve ataksi seklinde oldukca Gnemli
nérotoksik yan etkilere sebep olur (2). Oksidatif
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stres, DNA hasari ve mitokondriyal disfonksiyon,
proinflamatuar  sitokinlerin  Uretiminde  artis
sisplatinin neden oldugu nérotoksisitede 6nemli
rol oynamaktadir (3). Yapilan bazi klinik ve -
*//=preklinik calismalarda sisplatinin  bilissel
islevlerde  yetersizlik, Ogrenme ve  hafiza
bozukluguna neden oldugu rapor edilmis olmasina
ragmen  (2,4) sisplatinin  hipokampal  yapu,
biyokimyasal degisiklikler ve biligsel davranislar
tzerindeki  etkileri hakkindaki bilgiler hala
sinirlidir. Bu nedenle, bu c¢aligmada, sisplatinin
hipokampal hiicrelerde ve sigcanlarda
proinflamatuar  sitokinler oksidatif  stres
belirtecleri  tzerindeki  etkisini  arastirmayt
amagladik. Sisplatinin sik kullanilmasiyla olusan
ndrotoksik hasarin minimize edilmesiyle ilgili
calismalar son zamanlarda 6nemli bir arastirma
halini  almistir  (5).  Antioksidan
ozelliklerinden dolay1 son zamanlarda polifenolik
bilesiklerin sisplatinin beyin dokusu tizerindeki
toksik  etkisini  azaltmada yararli  olacagini
distndirmektedir (6). SA, sinamik asidin fenil
grubunda 3,5-dimetoksil ve 4-hidroksil yapilari
olan hidroksisin amik asitten tiretilmis bir
polifenoldtr. Yapilan calismalarda, SA’nin anti
inflamatuar, antioksidan, antibakteriyel, antitimor
gibi farmakolojik  aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir (7). Aynt zamanda, Alzheimer ve
Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarda lipid
peroksidasyonunun  artisini  stabilize  ettigi,
oksidatif stresi baskilayarak, hiicre apoptozisini
Onleyerek noéroprotektif etki gdsterdigi  rapor
edilmistir (7, 8). Fakat SA’nin sisplatinin neden
oldugu hipokampal nérotoksisite lzerine etkisini
gbsteren herhangi bir ¢calisma mevcut degildir.
Sisplatin kaynakl1 noérotoksisiteye cesitli
mekanizmalar  aracilik  eder, bu calismada
sisplatinin HT-22 sican hipokampal hiicrelerinde
neden oldugu oksido-inflamatuvar hasara karst
SA’nin  yararli etkilerini ve olast koruyucu
mekanizmalarint  biyokimyasal ve molekiler
yontemlerle aciklamaya ¢alistik.

ve

konusu

Gereg ve Yontem

Kimyasallar ve Reaktifler: Sisplatin (CAS 15663-
27-1), Fosfat tampon solisyonu (PBS), Dulbecco
Modifiye Eagles Medium F12 (DMEM-F12), Fetal
Bovin Serumu (FBS), DMSO, MTT, Tripsin
(EDTA'ly) ve antibiyotik Sigma-Aldrich'ten (St.
Louis, MO, ABD) ve Elisa kitleri Elabscience'dan
(Houston, ABD) temin edildi. Real Time-PCR ile
gen ekspresyonu igin gerekli olan primerler ve
reaktifler, Roche'dan (Darmstadt, Almanya) temin

edildi.

Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

HT-22 hiicre kiiltiirii: Calismamiz icin HT-22
(CVCL_0321) ATCCden satin alindi ve
kullanilincaya kadar -196 ‘C’de saklandi. Deney icin
kademeli olarak c¢ozdurtlen hiucreler oncelikle 5
dakika boyunca santrifijlendi. Hiucreler, taze
ortam, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1
antibiyotik (penisilin,  amfoterisin B ve
streptomisin) ile stispanse edildi ve her analiz icin
farkli oyuklu plakalara ekim yapildi. MTT ve LDH
aktivite 6lcimi deneyleri icin 96 ve PCR deneyleri
icin 6 oyuklu plakalara (Corning, ABD) ekilen
hiicreler uygun ortam kosulunda inkiibatérde (%5
COg; 37 °C) sakland: (9).

In vitro ila¢ uygulamasi: Noéroprotektif
etkinligin olusmasini saglamak amaciyla 6ncelikle
farkli konsantrasyonlarda SA (100, 400 ve 800 uM)
uyguland: (10). Yarim saat sonra kontrol grubu
disinda tim gruplara 5,5 uM CP uyguland: (11).
Optimum kosullarda 24 saat inkibe edildi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra analizlerin yapilmasi
icin ¢alisma sonlandirildi (12).

MTT testi: 24 saatlik tedaviden sonra, 96 oyuklu
plakanin her bir oyuguna MTT (10 pL) ilave edildi
ve plaka, CO2 inkiibatériinde 4 saat inkibe edildi.
4 saat sonra DMSO (100 pL) solisyonu eklendi
(Formazan kristallerini sivilastirmak icin). Optik
yogunluk, Spektrofotometre okuyucu tarafindan
570 nm'de okundu.

Laktar dehidrojenaz (LDH): 1.LDH tespit kitinde
LDH dizeyi incelendi. 96 oyuklu plakaya 103-10¢
hiicre/kuyu yogunlugunda HT-22 hucreleri 200 uLL
ortam ic¢inde ekildi ve inkibasyona birakild.
Uygulama yapildiktan 24 saat sonra hiicrelerin
LDH seviyesi 6l¢ilmesi icin inkibatérden alindi.
Her konsantrasyon icin 6 kuyu hazirlandi. Triton
X-100 (%10) ve deney tamponu eklendi ve oyuklar
bir saat oda sicakliginda inkibe edildi.
Santrifiijden sonra hiicre slipernatanti yeni bir 96
oyuklu deney plakasina aktarildi. Her bir oyuga
LDH reaksiyon ¢6zeltisi ilave edildi ve plaka, bir
orbital calkalayict tizerinde hafifce ¢alkalanarak 37
°C'de 30 dakika stureyle inktube edildi. 490 nm'de
absorbans OD degerini 6l¢mek icin bir mikroplaka
okuyucu kullanild: (13).

Biyokimyasal Analizler

Toplam antioksidan kapasitesi (TAK): TAK
seviyeleri  spektrofotometrik  olarak  oSlguldi
(Multiskan™ GO Mikroplaka Spektrofotometre
okuyucusu). Rengin  yogunlugu, ticari kit
talimatlarina  g6re numunedeki oksidan ve
antioksidanlarin sayist ile ilgilidir.
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Tablo 1: Spesifik primerlerin gen dizilimi

Gene Forward Revetrse
B-actin 5'-CCAACCGCGAGAAGATGA-3' 5'-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3'
Caspaz 3 5CAGTGGAGGCCGACTTCTTG3 5ATCCAGTCGCTTTGTGCCAY®

MTT Sonuglari (a)
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Sekil 1. Uygulama Grubunun MTT Sonugclart (a). Uygulama Grubunun LDH aktivitesi Sonuglari (b). Veriler, ortalama = SD
olarak belirtilmistir. ** p <0.01 degerleri kontrol grubu icin ¢ok 6énemlidir #: p<0.05; ##: p<0.001 CP” i¢in

Katalaz (CAT), glutatyon (GSH),
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz
(SOD), TNF-x ve IL-18 testi analizi: CAT,
GSH, MDA ve SOD, TNF-a ve IL-1B analizleri
ELISA kitleri (Elabscience, ABD) ile tespit edildi.
ELISA analizleri treticinin talimatlarina gére
yapilmistir. Absotbans, 450 nm'de
spektrofotometre ile 6l¢ldi.

Real-Time PCR: Toplam RNA, Yiiksek Saf
RNA Izolasyon Kiti (Roche Mannheim Almanya)
ile ekstre edildi. Hucreler, mutlak metanol ile
cikarildi. Roche (Darmstadt, Almanya) tarafindan
uretilen RT-PCR (AMW) icin Yiksek Kapasiteli
tek iplik cDNA Sentez Kiti ve spesifik primerler
kullanarak gercek zamanli bir Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) gergeklestirdik. Kullanilan
genlerin dizileri Tablo 1'de listelenmistir (Roche;
Darmstadt, Almanya) Sonuglar SA (100, 400 ve
800 ng/mL), CP (pozitif kontrol) ve kontrol grubu
(saglikli  hicreler)  arasindaki  ba@gl  ifade
degisiklikleri kat degisiklikleri olarak ifade edildi.
AMCt  yontemini  kullanarak  hedef  genlerin
ekspresyonunu beta-aktin (referans kontrol geni)
olarak normallestirdik (14).

Etik Onam: Bu calismada etik onama gerek
yoktur

Istatistiksel Analiz: Deneylerden elde edilen
veriler SPSS (v26.0, Illinois, US) ile analiz edildi.
Tum veriler ortalama + SD olarak ifade edilir.
Deney gruplart arasindaki farkliliklar, One-Way
ANOVA, Tukey HSD ile kargilagtirildi. 0.05'ten
kiictiik P degerleri anlamli kabul edildi.

Sonug

MTT Test Sonuglari: 24 saatlik uygulama sonrast
tim gruplarin sitotoksisite sonuglart MTT testi ile
ortaya konuldu ve hiicre canliligs grafigi Sekil 1a'da
gosterildi. Kontrol grubunda (negatif kontrol)
hiicre canliligt 100 olarak kabul edildi. CP 5.5 uM
grubunda 24 saat sonunda bu oran %062.47 olarak
bulundu. Hicre canliligt CP 5.5 uM grubunda
6nemli 6l¢iide azaldt (p<0.001). Bu canliligin
yaklasitk %40 azalmasi, sisplatinin sitotoksik
etkisini kanitlar niteliktedir. SA 100 uM canlilik
orant %85.31 olarak bulundu (p<0.05). 24 saat
sonra en yiuksek hiicre canlilik orant SA 400 pM
grubunda 97.01 olarak bulundu (p<0.001).
Yaptigimiz incelemede SA tiim dozlarda etkili bir
tedavi secenegi sunmustur. Fakat en belirgin
néroprotektif etkinlik 400 uM konsantrasyonunda
tespit edilmistir. 400 uM SA tedavisi sisplatinin
sitotoksik etkisini elimine etmis neredeyse kontrol
grubuna yaklastirmistir.

LDH Sonuglari: LDH nekrotik  hicreler
tarafindan  salindigindan,  hiicre  canliliginin
mikemmel bir metabolik belirtecidir. SA ile
tedavinin HT-22 hicrelerinin  LDH  aktivitesi
uzerindeki etkisi, bir LDH kiti kullanilarak
belirlendi (Sekil 1b). Standardin %'si olarak ifade
edilen (%100 olarak gosterilen) tedavi edilen
hiicrelerin =~ LDH  aktivitesi  Sekil 1b'de
gosterilmektedir. CP 5.5 uM grubunda LDH
dizeyi %26.96 olarak gbzlendi ve kontrol grubuna
gbére anlamli bulundu (p <0.01). Néroprotektif
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aktivite icin, CP 5.5 uM uygulamasindan 6nce SA
uygulanan gruplarda LDH duzeyi doza bagli olarak
kademeli olarak azaldi. En anlamli sonu¢ 400 uM
SA  konsantrasyonunun  LDH  seviyesinde
olmustur. Bu grupta LDH seviyesi 10.29 olarak
bulunmus ve kontrol grubuna (8.73) yaklastig1, CP
sitotoksik etkisine kargi hiicreleri korudugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte diger iki konsantrasyon
grubunda da LDH seviyesi 6nemli &lgude
azalmistir (p<0.05 ve p<0.01). Bu veriler bize
SA’nin sisplatinin sitotoksik etkisini dnemli 6l¢tide
azalttigini géstermektedir.

SA ile Tedavi Edilen HT-22 Hiicrelerinde
Redoks Durumu

TAK sonuglari:  Spektrofotometrik  olarak
belirlenen HT-22 hicrelerinin kontrol grubunda
TAK degeri 12.66 mmol Trolox esdegeri/L, CP
5.5 uM grubundaki TAK degeri 2.99 mmol Trolox
esdegeri/L idi (Sekil 3.). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, sisplatin hiicresel antioksidan

aktiviteyl azalttt ve hucreleri sitotoksisiteye
yonlendirdi  (p <0.01). SA ile hucrelerin
antioksidan aktivitesi 6nemli 6lcide artmistir.

TAK degeri SA 100 pM grubunda 8.99 mmol
Trolox esdegeri/L, SA 400 pM grubunda 11.815
ve 800 pM grubunda ise 10.97mmol Trolox
esdegeri/L olarak bulundu. (Sekil 2). TAK degeri
400 uM grubunda kontrol grubuna en yiksek
diizeyde yaklagmustir.
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Sekil 2. Uygulama Grubunun TAK Sonuglari. Veriler,
ortalama  SD olarak belirtilmigtir. ** p<0.01 degerleri
kontrol grubu icin ¢ok o6nemlidir #: p<0.05; ##:
p<0.001 CP i¢in ¢cok 6nemlidir.

CAT, GSH, MDA ve SOD: Sckil 3'te goruldigu
gibi CP 5.5 uM grubunda CAT, GSH ve SOD
seviyeleri kontrol grubuna gbre anlamli olarak
azalirken, MDA seviyeleri anlamli olarak artt1
(p<0.001). CP 5.5 uM grubuna goére artan
konsantrasyon nedeniyle SA grubunda CAT, GSH
ve SOD aktiviteleri artarken, MDA seviyeleri
anlamli  olarak  azaldi  (p<0.001). Sisplatin

uygulamasi ile azalan antioksidan aktivitesi SA
gruplarinda normal seviyeye gelmistir. Bulgular
hem TAK hem de MTT ve LDH verilerini
desteklemektedir (Sekil 3).
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Sekil 3. Uygulama Grubunun CAT, GSH, MDA ve SOD
Sonuglart. Veriler, ortalama = SD olarak belirtilmistir. ** p
<0.01 degerleri kontrol grubu icin ¢cok 6nemlidir #: p<0.05;
##: p<0.001 CP i¢in ¢ok 6nemlidir.
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Sekil 4. Uygulama Grubunun TNF-a ve IL-18
Sonuglart. Veriler, ortalama + SD olarak belirtilmistir.
** p <0.01 degerleri kontrol grubu icin ¢ok 6nemlidir
#: p<0.05; ##: p<0.001 CP igin ¢ok 6nemlidir.

SA ile Tedavi Edilen HT-22 Hiicrelerinde
Inflamasyon Durumu: IL-18 ve TNF-«, c¢ok
saytda inflamatuar hastaliginin gelisimine aracilik
eder ve IL-1f3 tipik olarak TNF-a'nin iretildigi
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durumlarda aktive olur. Elde ettigimiz sonuclara
gbre sisplatin uygulamasi ile hiicrelerde ciddi bir
sckilde I1L-18 ve TNF-a seviyesinde artis meydana
gelmistir (24.49 pg/ml) (p<0.01). SA uygulamasi
hiicresel inflomasyonu azaltmistir. Bu azilis doz-
bagimsizdir ve en anlamli sonu¢ SA 400 puM
grubunda elde edilmistir. Elde edilen bulgular
diger sonuclarimizla benzerlik gostermektedir
(Sekil 4). Uygulama Grubunun TNF-a ve IL-1f
Sonuclart.  Veriler, ortalama + SD olarak
belirtilmistir. ** p <0.01 degerleri kontrol grubu
icin ¢ok Onemlidir #: p<0.05; ##: p<0.001 CP
icin ¢cok 6nemlidir.

Real-Time PCR Sonuglari: Kaspaz-3 geninin
gen ekspresyonu, 24 saatlik uygulama sonrasinda
Real-Time-PCR analizi ile 6lcilmistir. Bu
calismanin sonuclart CP 5.5 uM 'in Kaspaz-3
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide yukari diizenledigini
gbsterdi (p <0.01). Spesifik olarak, 1. 69 katlik bir
artts, sisplatinin HT-22 hiicrelerinde indiklenen
apoptotik faktdrlerin en Onemli gostergelerinden
biridir. SA, doz degisiminden bagimsiz olarak
hicrelerde meydana gelen apoptotik uyariyt geri
déndermistir ve Kaspaz-3 aktivitesini down-regiile
etmistir boylece hucreleri sisplatinin  apoptotik
etkisinden korumustur (Sekil 5).

Kaspaz-3
2
18 - .
1.6 #
14 #
E12
'%" 1
308
0.6
04
0.2
0
Kontrol CP 5.5 pM100 pM SA400 pM SA800 nM SA
Sekil 5. Uygulama Grubunun Kaspaz-3 Gen
Regtlasyonu  Sonuglar1, ortalama + SD  olarak

belirtilmistir. ** p<0.01 degerleri kontrol grubu i¢in
¢ok onemlidir #: p<0.05; ##: p<0.001 CP icin ¢ok
o6nemlidir.

Tartigma

Bu calismada SA’nin HT-22  hiicrelerinde
sisplatinle indiiklenen hipokampal néronal hasara
karst etkisi biyokimyasal ve molekiiler yéntemlerle
arastirlldr. Sisplatinin olusturdugu norotoksisiteyi
MTT rediksiyonu, LDH salinimi yontemlerini
kullanarak degerlendirdigimizde 24 saatin sonunda

5.5 uM sisplatinin kontrol hiicrelerine kiyasla
anlamli 6lcide toksisiteye neden oldugunu tespit
ettik. Elde ettigimiz sonuglar daha Onceki
calismalarda gosterilmis olan sisplatinin néronal
hiicre canliligt tGzerine toksik etkilerini destekler
niteliktedir (2). SA’nin sisplatinin neden oldugu
hipokampal toksisiteyi Onemli Ol¢ide azalttigini
tespit ettik. Literatiirlerde, SA’nin  hipokampal
hiicrelerde sisplatin iligkili nérotoksik hasara karst
koruyucu etkisine ait bilgilere rastlanmadi.
Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda sisplatinin
beyin dokusunda serbest radikal artisina neden
olarak oksidatif hasara ve lipid peroksidasyonuna
neden oldugu rapor edilmistir (3,15). MDA, lipit

peroksidasyonunun  son  Urinddidr. MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olarak, lipid
peroksidasyonunun olusturdugu hasari daha da
siddetlendirir (16, 17). Calismamizda sisplatin
uygulan  hiicrelerde yiksek MDA  dizeyleri
bulunmus olmasi bulgularimizin literatlr bilgileri
ile  uyumlu oldugu go6stermektedir.  Ayrica
bozulmus redoks dengesinin sisplatin iligkili
néronal toksisite ile yakindan iligkili oldugu

bilinmektedir (18, 19). Bu yizden calismamizda
antioksidan kapasitenin 6nemli gdostergeleri olan
SOD, GSH, CAT ve TAK dizeylerine sisplatinin
etkisi arastirildi. Bulgularimizdan gérildiga tzere
sisplatin uygulamasi sonucu hipokampal
hiicrelerde MDA artisina paralel olarak SOD,
GSH, CAT ve TAK dizeylerinde belirgin bir
azalis tespit edilmigtir. Yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda sisplatinin hipokampiis dokusunda
antioksidan enzim diizeylerini ve total antioksidan
kapasiteyi énemli oranda azalttig1 rapor edilmistir
(2, 20). SA’nin HT-22 hiicrelerinde sisplatin ilskili
MDA artist ve SOD, GSH, CAT ve TAK
dizeylerindeki azalisi anlamli olarak baskilamistir.
Verma ve ark. sicanlarda olusturduklart Alzheimer
hastaligt modelinde SA’nin antioksidan enzim
dizeylerini artirarak ve MDA artisini Onleyerek
hipokampiis dokusunu oksidatif stresten korudugu
gbstermistir (7). Mevcut ¢alismanin sonuclart da
Onceki yapilan calismalart destekleyerek, SA’nin

antioksidan  Gzelligi  sayesinde  hipokampiis
dokusunu oksidatif hasara karst korudugunu
disundirmektedir Literatirde hipokampiis
hasarinda serbest radikal Uretimindeki artisin
néronal htcrelerde TNF-a ve IL-13  gibi
proinflamatuar  sitokinlerin  asir1  Uretimine
tetikleyerek  néro  inflamasyonu  hizlandirdigt

bildirilmistir (2, 3). Calismamizda hipokampal
hiicrelerde TNF-a ve 1L-1f duzeylerinin sisplatin
ile artis gosterdigi bulundu. Cankara ve ark.
tarafindan  (2)  yapilan  ¢aligmada  HT-22
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hiicrelerinde sisplatin uygulamasi sonucu oksidatif
stresi takiben TNF-a ve IL-6 proinflamatuar
dizeylerinde 6nemli artis oldugu bildirilmistir. SA
uygulamasinin, TNF-« ve IL-6 diizeylerini sisplatin
grubuna gore anlamli Gl¢lide azaltmasi sisplatin
iliskili ~ hipokampal inflamasyonu antogonize
ettigini  isaret etmektedir. Literatirde SA’in
proinflamatuar  sitokin  salinimi  baskilayarak
ndrodejenerasyonu azalttigi  bildirilmistir  (21).
Shahmohamady ve ark. (22) SA’nin TNF-«
inflamatuvar sitokinlerin artisini inhibe ederek
hipokampal dokudaki inflamasyonu iyilestirdigini
gbstermistir. Sisplatinin neden oldugu hipokampal
toksisitede oksidatif stresin apoptozu indikledigi
gosterilmistir  (14). Aynt  zamanda sisplatinin
hipokampiiste neden oldugu yiksek TNF-a ve IL-
18  dizeylerinin apoptoz ile iliskili oldugu
bilinmektedir  (23). Calismamizda sisplatinin
hipokampal hiticrelerde mitokondriyal apoptotik
yol ile ilgili 6nemli bir bilesen olan kaspaz-3
ekspresyon duzeyinde 6nemli bir artisa neden
oldu. Yapilan in vivo ¢aligmalarda hipokampiis
dokusunda kaspaz-3 mRNA diizeyinin 6nemli
oranda arttig1 bildirilmistir (2). Ayrica Binnetoglu
ve ark. (24) tarafindan yapilan calismada primer
néron kiiltiriinde sisplatin toksisitesi nedeniyle
kaspaz-3, 9 ve TNF alfa ekspresyon seviyelerinde
artts oldugu tespit edilmigtir. Bununla birlikte
calismamizda SA uygulamasisisplatinin  neden
oldugu kaspaz-3 artisint anlamli baskilamistir. Bu

bulgularimiz literatiirde norodejeneratif
hastaliklarda artan kaspaz-3  seviyesinin, SA
tarafindan  azaluldigini  gbsteren  ¢aligmalari

desteklemektedir (25).

Sonug

Sonu¢ olarak bu calisma ile HT-22 hipokampal
hiicrelerde sisplatinin neden oldugu
norotoksistenin  6nlenmesinde SA  etkili bir

molekil oldugu distnilmektedir. SA’nin sisplatin
toksisitesine karst HT-22 hicrelerinde canliligini
korudugu ve oksido-inflamatuvar hasart azaltarak
mitokondriyal intrensek yolak tzerinden apoptozu
azaltmaktadir. Fakat SA’nin bu néroprotektif
ozelliklerine iliskin molekuiler temellerinin agikliga
kavusturulmast ve in vitro calismalarina ek olarak
daha ileri in vivo ve klinik c¢aligmalarina ihtiyag
oldugu distnilmektedir.

Etik Onam: Bu calismanin  yapilmas:
yurttilmesinde canli kullanilmadigt icin etik onaya
gerek duyulmamaktadir.

Cikar Catigmasi: Yazarlarin bu caligma ile ilgili
herhangi bir ¢ikar ¢atismast yoktur.

Finansal Destek: Bu calisma icin herhangi bir
finansal destek alinmamustir.

ve

Yazar Katkilari: Konsept (BC, SG), Tasarim (BC,
SG), Veri Toplama ve/veya Isleme (BC, SG),
Analiz ve/veya Yorumlama (BC, SG)
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