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Endoplasmic reticulum stress

Quercetin (QU) is a flavonoid found in different fruits and vegetables. Studies report that QU may have
positive effects on neurological diseases. However, the effect of QU on 4-aminopyridine (4-AP)-induced
neurodegeneration in neuronal cells is still not fully elucidated. In this study, the effects of QU on 4-AP-
induced hippocampal neuron damage in vitro and the possible role of oxidative stress and endoplasmic
reticulum stress in this effect were investigated. The study was carried out using the HT-22 hippocampal
neuronal cell line. The effect of pre-treatment with QU on cell viability after 4-AP-induced neuronal
damage was determined by the XTT test. Cells were evaluated histopathologically for apoptotic nuclear
change (ANC) using DAPI staining. The effects of QU on oxidative stress (total oxidant state (TOS)
and total antioxidant status (TAS)) occurring after neuronal damage were evaluated with colorimetric
commercial kits and endoplasmic reticulum stress markers (activating transcription factor 4 (ATF-4)
and C/EBP homologous protein). (CHOP) was measured with the ELISA kits. While the cell viability
rate decreased in the cells treated with 4-AP, it was determined that pre-treatment with QU reversed this
situation. In terms of histopathology, treatment with 4-AP increased the number of ANC, while QU pre-
treatment reduced it. In addition, in terms of biochemical evaluations, TOS, ATF-4, and CHOP increased
in neuronal cells after 4-AP, and QU was determined to suppress this increase. In addition, QU
normalized the decreased TAS levels following the 4-AP application. As a result, in the HT-22 cell line,
it was found that QU treatment had a neuroprotective effect by suppressing oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress in 4-AP-induced neuronal damage.
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4-aminopridin ile Olusturulan Noronal Hasarda Oksidatif Stres ve Endoplazmik
Stres Yolagi Uzerine Kuersetin’in Koruyucu Roliiniin Arastirilmasi
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Endoplazmik retikulum stresi

Kuersertin (KU) farkli meyve ve sebzede bulunan bir flavonoiddir. Yapilan ¢aligmalar KU’in
norolojik hastaliklar {izerine olumlu etkileri olabilecegini bildirmektedir. Ancak noronal hiicrelerde
KU’in 4-aminopridin (4-AP) kaynakli noérodejenerasyon {izerine etkisi hala tam olarak
aydinlatilamamigtir. Bu ¢alismada; KU’in 4-AP ile olusturulan in vitro hipokampal néron hasari
lizerine etkilerini ve bu etkide oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresinin olasi rolii
arastirilmistir. Calisma HT-22 hipokampal ndronal hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilmistir. KU
ile 6n tedavinin 4-AP ile olusturulan noronal hasar sonrasi hiicre canliligina etkisi XTT testi ile
belirlenmistir. Hiicreler DAPI boyas1 kullanilarak apoptotik ¢ekirdek degisikligi (ACD) agisindan
histopatolojik olarak degerlendirilmistir. KU’in noronal hasarlanma sonrasi olusan oksidatif stres
(total oksidan durum (TOS) ve total antioksidan durum (TAS)) iizerine etkileri kolorometrik ticari
kitler ile endoplazmik retikulum stres belirtecleri (aktifleyici transkripsiyon faktor 4 (ATF-4) ve
C/EBP homolog proteini (CHOP) ELISA kitleri yardimiyla 6l¢iilmiistiir. 4-AP uygulanan hiicrelerde
hiicre canlilik orani azalirken, KU ile 6n tedavinin bu durumu tersine c¢evirdigi belirlendi.
Histopatolojik acidan, 4-AP ile muamele ACD sayisini arttirirken KU 6n tedavisi bunu azaltti. Ayrica
biyokimyasal degerlendirmeler agisindan, 4-AP sonrasi noronal hiicrelerde TOS, ATF-4 ve CHOP
artis1 meydana geldi ve KU bu artis1 baskiladig belirlendi. Buna ek olarak KU, 4-AP uygulamasini
takiben azalan TAS seviyelerini normale ¢evirdi. Sonu¢ olarak, HT-22 hiicre hattinda 4-AP ile
indiiklenen noéronal hasarda, KU tedavisinin oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresi
baskilayarak ndroprotektif etki gosterdigi bulundu.
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Giris
Kortikal noéronlardan asir1 ve anormal elektrik
bosalmast olan nobetler, gecici beyin fonksiyon

bozukluklarina neden olmaktadir (Taskiran ve Ergul,
2021). Epilepsi, genetik yatkinhik veya patolojik
bozukluklara bagli tekrarlayan nobetlerle karakterize
anormal bir merkezi sinir sistemi durumudur (Taskiran ve
ark., 2020; Ahlatci ve ark.,, 2022). Diinya niifusunun
yaklasik %1°1 bu ndrolojik bozukluktan muzdarip
durumdadir (Taskiran ve ark., 2021). Nobetler genellikle
antiepileptik ilaclarla (AEI) tedavi edilir. Bununla birlikte,
AEI almalarina ragmen ilaca direngli epileptik hastalarin
%20-30’u hala direngli nobetler yasamaktadir (Das ve ark.,
2011). Bu nedenle AEI’larin terapétik etkilerinin yetersiz
olmasi1 nedeniyle hala daha giiglii ve giivenli yeni ilaglar
lizerine aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Taskiran ve
Tastemur, 2021; Yildizhan ve ark., 2023).

4-aminopridin (4-AP) beyin kesitlerinde in vitro olarak
ve deney hayvanlarinda in vivo olarak nobet olusturmak
icin kullanilan farmakolojik bir liganddir. Etkinligini se¢ici
olmayan  potasyum  kanallarini1  bloke  ederek
gostermektedir (Gean ve ark., 1990). Potasyum kanal
blokaji hiicre icerisinde fazla miktarda pozitif iyon
birikmesine neden olarak aksiyon potansiyel olusumunu
kolaylastirmaktadir (Pea ve Tapia, 2000). Bunun sonucu
olarak nobet aktiviteleri meydana gelmektedir. Bu
ozelliginden dolay1 4-AP deneysel ndbet arastirmalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Heuzeroth ve ark., 2019).

Oksidatif stres (OS) oksidan-antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusmaktadir.
OS’in ortaya c¢ikmast temel hiicresel yapi tasglart olan
protein, lipit ve DNA’min hasarlanmasina neden
olmaktadir (Pizzino ve ark., 2017). Bu hasarlanma hiicresel
tamir mekanizmalar1 tarafindan tamir edilemeyecek
diizeye geldiginde hiicresel 61iim meydana gelmektedir. Bu
durum birgok ndrolojik hastaliklarla da yakindan iligkilidir
(Emerit ve ark., 2004; Yildizhan ve Naziroglu, 2019).
Nobet sonrasi elektriksel uyarilmalardaki artis mitokondri
disfonksiyonu ile OS’in tetiklenmesine neden olarak
noronal hasarlanmay: tetiklemektedir (Aguiar ve ark.,
2012). Bununla birlikte OS’in artisi néronal eksitasyonu
arttirarak ndbetlerin  kolaylagmasini  saglamakta ve
epileptogenez olusum siirecini hizlandirmaktadir (Sun ve
ark., 2022; Madireddy ve Madireddy, 2023).

Hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER) proteinlerinin
sentezlenmesi, katlanmasi ve olgunlagsmasimin saglandigi
temel organeldir. Hiicresel kapasitenin asilarak protein
katlanma cevabinin bozulmasi durumuna ER stresi
denilmektedir. Yapilan g¢alismalar ER stresinin birgok
farkl1 hastalikta rol aldigini gostermistir (Almanza ve ark.,
2019). Bununla birlikte ER stresinin noérodejeneratif
hastaliklar ve epilepsi patofizyolojisi ile iliskili olabilecegi
rapor edilmistir (Lindholm ve ark., 2006).

Son zamanlarda, dogal olarak olusan substratlarin,
genis yelpazedeki biyolojik aktivitelerden dolayi, 6zellikle
de dogal fitokimyasallarin tanimlanmasina bilyiilk 6nem
verilmistir (Russo ve ark., 2012). Flavonoidler, bilim
camiasinin bilyiik 6l¢iide dikkatini ceken ve birgok hastalik
icin umut verici tedavi edici olabilecek dogal polifenolik
bilesiklerdir (Russo ve ark., 2012). Insan diyetindeki en
yaygin bitki flavonoidlerinden ve Onde gelen diyet
antioksidanlarindan biri olan kuersetin (3,3°,4°,5,7-

pentahidroksiflavon; KU), cesitli ¢aylarda, meyvelerde ve
sebzeler bulunmaktadir ve 6zellikle Cin tibbinda klinik
calismalarda kullanim1 onaylanmistir (Tang ve ark., 2020).
KU’in antifibrotik, antiviral, antikanser, antiinflamatuar ve
antioksidatif 6zelliklere sahip oldugu yapilan caligmalarda
gosterilmigtir (Wang ve ark., 2022; Manni ve ark., 2023;
Mansour ve ark., 2023). Buna ek olarak, KU’in sinir sitemi
iizerine olumlu etkileri ortaya konmustur (Islam ve ark.,
2021). Fakat 4-AP ile olusturulan in vitro noéronal
hasarlanma {izerine etkisi ve olast etki mekanizmalari
heniiz aydinlatilamamustir. Bu ¢alismada; KU’in 4-AP ile
olusturulan hipokampal ndronal hasarlanma {izerine
etkilerini ve bu etkide OS’in ve ER stresinin rollerini
ortaya koymak amaglanmistr.

Materyal ve Yontem

Calismamizda gerceklestirilen deneysel
basamaklar Sekil 1’de gosterilmistir.

asamalar

Hiicre Hatn

Calismada HT-22 (SCC129) fare orjinli immortalize
edilerek ¢ogalma yetenegi kazandirilmis hipokampal
noronal hiicre hattt kullanilmistir. Hiicre hatti Sigma
Aldrich (Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)’den temin
edilmistir.

Kimyasallar

Hiicre biiyiitme ve ¢ogaltmada kullanilan yiiksek glikoz
iceren dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), fetal
sigir serumu (FBS), L-glutamin, penisilin/streptomisin
(10,000U/mL), tripsin-EDTA ¢ozeltisi ve 4-AP Sigma
Aldrich  (Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)
firmasindan alinmistir. KU Orzax (Istanbul, Tiirkiye)’den
almmuigtir.

Hiicre Kiiltiirii Protokolii

HT-22 hipokampal néronal hiicreler steril kosullar
altinda 37 °C ve %5 CO’li ortamda, 25 cm?’lik flasklarda,
%10 FBS, %5 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin
iceren DMEM hiicre kiiltlir besi yerinde biiyiitiilmiis ve
cogaltilmistir (Yildizhan ve Ozturk, 2022).
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Sekil 1. Deney asamalari
(Biorender programu ile olusturulmustur)

Figure 1. Experimental Stages (Created by Biorender)
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Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasajlari
yapilmis ve {glincii pasajin  ardindan ¢alismalara
baslanmigtir. Hiicreler dort farkli gruba ayrilarak islemler
gergeklestirilmigtir. Bunlar: Kontrol grubu: Bu gruptaki
hiicrelere herhangi bir iglem uygulanmamistir. 4-AP grubu:
Bu gruptaki hiicrelere 3 saat boyunca %50 6ldiiriicii olarak
bulunmus olan 6 mM 4-AP ile muamele edilmistir. KU +
4-AP grubu: Bu gruptaki hiicrelere 1 saat 10 uM/mL KU
ile muamele edildikten sonra 3 saat 6 mM 4-AP igeren besi
yeri inkiibe edilmistir. KU grubu: Bu gruptaki hiicrelere 1
saat 10 uM/mL KU ile muamele edildikten sonra 3 saat 4-
AP’siz besi yeri ile inkiibe edilmistir

Hiicre Canlhilik Testi

4-AP’in meydana getirdigi noronal hasarlanma sonrasi
hiicre canliligii  degerlendirmek ig¢in mitokondriyal
enzimler araciligiyla renk veren ve suda ¢oziinen XTT
(Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) testi
kullanilmustir.  Sitotoksisite i¢in Oncelikle her kuyuda
15x10% hiicre olacak sekilde hiicre almip steril 96
kuyucuklu mikroplakaya ekilmis ve hiicrelerin yapismasi
icin bir gece bekletilmigtir. Tutunma sonrast yukarda
belirtildigi sekilde 4-AP’li ve 4-AP’siz islem uygulamast
yapilmis, 3 saat sonra ireticinin talimatlarina gére gerekli
on iglemler gergeklestirilmis ve hiicrelere XTT karigim
soliisyonu eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda
mikroplaka okuyucuda (Spectrostar Nano, Allmendgriin,
Almanya) 450 nm’de okunarak, kontrol grubunun hiicre
canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip % Hiicre canlilik =
(Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) x 100 formiiliinden
yararlanarak hesaplanmustir.

Histopatolojik Degerlendirme

Gruplara KU ve 4-AP uygulanmasindan 3saat sonra
hiicreler, oda sicakliginda 10 dakika boyunca
paraformaldehit (%4) ile fikse edilmistir. Hiicreler daha
sonra Ui¢ kez PBS ile yikanmis ve ardindan 5 dakika DAPI
(BioShop, Burlington, Kanada) ile boyanmistir. Hiicreler
floresan mikroskob yardimiyla (Carl Zeiss, Jena,
Almanya) goriintiilenmis mikroskobun kendi programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicresel ve niikleer
morfolojideki apoptozla iligkili degisiklikler incelenmis ve
niikleer boyutta azalma, kromatin yogunlagmasi, niikleer
par¢alanma ve yogun floresan goriiniimii apoptotik
¢ekirdek degisiklikleri (ACD) olarak kabul edilmis ve
toplam ¢ekirdek sayisina gore yiizdesi belirlenmistir.

Hiicre Lizatlarimin Elde Edilmesi

Biyokimyasal analizler icin 25 cm?’lik flasklarda
gruplandirilan  hiicreler ~ yukarda  belirtilen  ilag
uygulamalarin1  takiben tripsin ile kaldirilmig ve
¢oktiiriilmiistiir. Ardindan hiicrelerin patlatilip sitoplazmik
igeriklerin ve metobolitlerin ortaya ¢ikmasini saglamak
amactyla lic kez dondurma-¢ézme islemi yapilmistir.
Proteinlerin denatiire olmasini engellemek amact ile
dondurma-¢ézme iglemi ¢ tekrarla simirlandirilmastir.
Sonrasinda hiicre siispansiyonlar1 10.000 rpm’de 20 dakika
4°C’da santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatantlar
biyokimyasal islemler i¢in kullanilmistir.

Hiicresel Oksidatif Stres Belirteclerinin (Total
Oksidan Durum (TOS) ve Total Antioksidan Durum
(TAS) Olgiilmesi

Hiicre lizatlarinda 4-AP ile olusturulan noéronal
hasarlanma sonrasi oksidatif stres belirtegleri iizerine
etkilerini degerlendirmek icin kolorometrik TOS ve TAS
(Rel Assay Diagnostics, Antep, Tiirkiye) ticari kitleri
kullamlmustir. Uretici tarafindan belirlenen asamalar takip
edilerek TOS ve TAS 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

TOS olgiimii 6rneklerde bulunan oksidanlarin, demir
iyonunu okside etmesine dayanmaktadir. Bu oksidasyon
ortamda bulunan 6zel renkli bir molekiille kompleks yapar
ve turuncu renk degisimi spekrofotometrik olarak
Ol¢iilebilmektedir. Ornekte bulunan oksidan
molekiillerinin konsantrasyonu ile orantili olarak renk
koyu turuncuya kaymaktadir. Renk degisikligi 530 nm
dalga boyunda &lciilmektedir. Olgiim hidrojen peroksit ile
kalibre edilmekte ve sonuglar umol H2O, Equiv/mg protein
basina ifade edilmektedir. TAS olglimii antioksidan
varliginda yesil rengini kaybeden 6zel bir molekiil ile
degerlendirilmektedir. Orneklerde bulunan antioksidan
konsantrasyonlar1 ile orantili olarak renkteki acilma
hizlanmaktadir. Renk degisikligi, 660 nm dalga boyunda
Ol¢iilmektedir. Sonuglar pmol Trolox Equiv/mg protein
basina ifade edilmektedir.

ER Stres Belirteclerinin (ATF-4 ve CHOP)
Seviyelerinin Olgiimii
Ilag uygulamasindan sonra elde edilen hiicre

lizatlarindan ER stres belirtegleri (ATF-4 ve CHOP)
ELISA ticari kitleri (YL Biont, Shanghai, Cin) kullanilarak
dlciilmiistiir. Ureticinin talimatlarina gore standartlar ve
ornekler kuyucuklara eklenip gerekli tiim asamalarin
tamamlanmasim1  takiben = mikroplaka  okuyucuda
(Spectrostar Nano, Allmendgriin, Almanya) 450 nm dalga
boyunda okutulmustur. Standartlarin absorbanslarina gére
dogrusal bir grafik olusturulmustur. Bu dogrusal grafikle
elde edilen denklem yardimiyla orneklerin degerleri
hesaplanmustir. Orneklerdeki seviyelerin normalizasyonu
icin total protein tayini Bradford yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Kielkopf ve ark., 2020).

Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme igin SPSS 22.0 programi
kullanilmigtir. Tiim gruplarda dlgiilen XTT, ACD, TOS,
TAS, ATF-4 ve CHOP degerlerinin ortalama =+ standart
hatas1 (Ort. = SH) alinarak analiz edilmistir. Verilerin
normal dagilima uygunluk gostermesinden dolay1 tek
yonli varyans analizi (ANOVA), post-hoc olarak Tukey
testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0,05
olarak kabul edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

KU’in 4-AP ile Olusturulan Néoronal Hasar Sonrasi
Hiicre Canliligi ve ACD Uzerine Etkisi

Mevcut c¢aligmada, hipokampal ndronal hiicrelerde
KU’in 4-AP ile olusturulan hasar sonrasi hiicre canlilig
tizerine etkisi XTT testi kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 2. KU’in 4-AP ile olusturulan hipokampal néronal hasarlanma sonrasi hiicre canliligi ve ACD’ler iizerine etkisi.
Al, BI1, Cl1 ve D1 farkli gruplarda noronal hiicrelerin 20X’lik biiyiitmede 151k mikroskobisi altinda morfololojik goriinimii. A2, B2, C2 ve D2 farkl
gruplarda néronal hiicrelerin 40X’lik biiytitmede DAPI ¢ekirdek boyamasi sonrasi floresan mikroskobisi altinda morfololojik goriiniimii. Sar1 oklar
ACD lehine yorumlanan gekirdek degisikliklerini gostermektedir. Veriler Ort. + SH olarak sunulmustur. **P<0,001 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. ®®°P<0,001 tek basina 4-AP uygulanan grupla karsilastirildiginda.
Figure 2. Effect of QU on cell viability and apoptotic nuclear changes after 4-AP-induced hippocampal neuronal damage.
Morphological appearance of neuronal cells in different groups A1, B1, C1, and D1 under light microscopy at 20X maghnification. Morphological
appearance of the nucleus of neuronal cells in different groups A2, B2, C2, and D2 under fluorescence microscopy after DAPI nuclear staining at
40X magnification. Yellow arrows indicate apoptotic nuclear changes. Data are presented as mean + SEM. #*P<0.001 compared to the control
group. "P<0.001 compared to the 4-AP group.

Hipokampal néronlar dncelikle 3 saat boyunca (100
pM/mL) KU ile 6n tedavi isleminden gecirilmis ve
ardindan sonraki 3 saat boyunca 6 mM 4-AP ile veya 4-
AP’siz inkiibasyona birakilmistir. Noronal hiicrelerini 3
saat boyunca 4-AP ile inkiibasyonu, kontrol’e gore kiyasla
hiicre canliligini 6nemli Slglide azaltmistir (P < 0,001;
Sekil 1). Bununla birlikte, KU’in tek basma 4-AP ile
muamele edilen grupla karsilastirildiginda hiicre canliligini
normale ¢evirdigi bulunmustur (P < 0,001; Sekil 1). Bunun
yani sira tek basina KU’in, kontrole kiyasla ndronal hiicre
canlilig1 iizerine toksik bir etkisi gdzlemlenmemistir (P >
0,05; Sekil 2).

Isik mikroskobisinde elde edilen morfolojik goriintiiler
degerlendirildiginde tek basina 4-AP ile muamele edilen
hiicrelerin hasarlanmaya bagli hiicresel uzantilarini
kaybederek yuvarlak bir sekle girdigi belirlenmistir (Sekil
2; Al-DI). Fakat KU 6n tedavisi alan hiicrelerin
morfolojik yapilarini kontrole benzer sekilde siirdiirdiigi
tespit edilmistir (Sekil 2; A1-D1).

DAPI boyamas: a¢isindan degerlendirildiginde 4-AP
ile muamele kontrole kiyasla ACD’ni anlamli olarak
arttirdigi (P < 0,001; Sekil 2; A2-D2) bunun aksine KU ile
o6n tedavinin tek bagina 4-AP uygulanan grupla
kiyaslandiginda ACD sayisini azalttigr bulunmustur (P <
0,001; Sekil 2; A2-D2). Tek basina KU uygulamasi ise
ACD sayisimi etkilememistir (P > 0,05; Sekil 2; A2-D2).

Yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma KU’in
noroprotektif etkinligini gostermistir (Riche ve Lenard,
2022; Jiang ve ark., 2023; Jiao ve ark., 2023; AbdElrazek
ve ark., 2023). Bununla birlikte KU’in pentilenterazolle
olusturulan nobetleri azalttigr belirlenmistir (Tavakoli ve
ark., 2023). Buna ek olarak kainik asitle olusturulan
epilepsi modelinde KU’in ndbet olusumunu engelledigi ve
nébet sonrast noronal hasarlanmayr azalttigi tespit
edilmistir (Xie ve ark., 2022). Bizim ¢alismamizda ise in
vitro olarak hipokampal hiicrelerde 4-AP ile nobet sonrasi
noronal hasarlanma meydana getirildiginde KU’in
literatiirdeki diger caligmalara benzer sekilde koruyucu
etki ortaya koydugu ve 4-AP sonrasi meydana gelen
ACD’ni azalttig1 bulunmustur.

KU’in 4-AP ile Olusturulan Néoronal Hasar Sonrasi
Oksidatif Stres Belirtegleri (TOS ve TAS) Uzerine Etkisi

Oksidatif stres belirtegleri olan TOS ve TAS
kolorometrik ticari kitler ile belirlenmistir. Noronal
hiicreler 3 saat boyunca 100 uM/mL KU ile muamele
edilmis ve ardindan 3 saat boyunca 6 mM 4-AP ile veya 4-
AP’siz inkiibe edilmistir. Sekil 2’de ortaya kondugu gibi,
tek basma 4-AP’ne maruziyet, kontrol kiyaslandiginda
noronal hiicrelerinde TOS seviyelerini anlamli olarak
arttirmigtir (P < 0,001; Sekil 3).
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Sekil 3. KU’in 4-AP ile olusturulan hipokampal néronal hasarlanma sonras1 oksidatif stres belirtegleri (TOS ve TAS)
tizerine etkisi.
Veriler Ort. + SH olarak sunulmustur. *2P<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. "°P<0,001 tek basina 4-AP uygulanan grupla
karsilastirlldiginda.
Figure 3. Effect of QU on oxidative stress markers (TOS and TAS) after 4-AP-induced hippocampal neuronal damage.
Data are presented as mean + SEM. ®3P<0.001 compared to the control group. *®»P<0.001 compared to the 4-AP group.
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Sekil 4. KU’in 4-AP ile olusturulan hipokampal noronal hasarlanma sonrasi ER stresi belirtecleri (ATF-4 ve CHOP)
tizerine etkisi.
Veriler Ort. + SH olarak sunulmustur. ¥*P<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ®P<0,01 ve P<0,001 tek basma 4-AP uygulanan grupla
karsilastinldiginda.
Figure 4. Effect of QU on ER stress markers (ATF-4 and CHOP) after 4-AP-induced hippocampal neuronal damage.
Data are presented as mean = SEM. ®P<0.001 compared to the control group. ®P<0.01 and "P<0.001 compared to the 4-AP group.

Bunun aksine, KU ile 6n tedavi tek basina 4-AP’ne
maruz kalan kiyaslandiginda TOS seviyelerini néronal
hiicrelerde anlaml diizeyde azaltmistir (P < 0,001; Sekil
3). Noronal hiicrelerde TAS seviyeleri agisindan
bakildiginda, 3 saat boyunca tek basina 4-AP’ne maruz
birakmak, kontrole kiyasla hiicresel TAS seviyelerini
onemli dlgiide diigiirmiistiir (P < 0,001; Sekil 3). Fakat KU
ile on tedavi sonrasi 4-AP’ne maruz kalan hiicrelerdeki
TAS seviyesi, tek basmma 4-AP ile muamele goren
hiicrelerin TAS seviyesine kiyasla oOnemli o6lgiide
yiikselmigtir (P < 0,001; Sekil 3).

OS’in ndbetlerin olusumunda 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir (Aguiar ve ark., 2012). Bu nedenle
antioksidanlar ile epilepsi i¢in koruyucu yontemler ve yeni
tedaviler gelistirmek hedeflenmistir (Martinc ve ark.,
2014). Bu agidan giiclii bir antioksidan olan KU dikkat
¢ekmektedir (Rarinca ve ark., 2023). Yapilan ¢aligmalar
KU’in oksidan sistem tzerindeki etkinligi ortaya
¢ikarmigtir ve bu etki ile epilepsi i¢in bir hedef molekiil
haline getirmistir (Prakash ve ark., 2023). Calismamizda
bu ¢alismalara benzer sekilde fakat farkli bir model ve in

vitro seviyede KU’in azalan antioksidan sistemi arttirdigi
ve noronal hasarlanma ile meydana gelen oksidan sistem
artigin1 baskiladig1 gdsterilmistir.

KU’in 4-AP ile Olusturulan Néoronal Hasar Sonrasi
ER Stres Belirtecleri (ATF-4 ve CHOP) Uzerine Etkisi

Hipokampal noronal hiicreler 100 uM/mL KU ile 3 saat
boyunca muamele edilmis ve ardindan 3 saat boyunca 6
mM 4-AP ile veya 4-AP’siz inkiibe edilmis ve hiicrelerde
bir protein Ol¢iim yontemi olan ELISA ile ER stres
belirtecleri (ATF-4 ve CHOP) olgiilmiistiir. Sekil 4’te
belirtildigi gibi, tek basina noronal hiicreleri 4-AP’ne
maruz birakmak, kontrole kiyasla hiicresel ATF-4 ve CHP
seviyelerini onemli 6l¢iide arttirmustir (P < 0,001; Sekil 4).
Fakat hiicrelerin KU ile muamele edilmesi tek basina 4-
AP’ne maruz kalan noronal hiicrelere gore ATF-4 ve
CHORP seviyelerini anlamli olarak azaltmigtir (ATF-4 i¢in
P < 0,01, CHOP igin P < 0,001; Sekil 4).

ER stresi sonucu protein katlanma cevabinin bozulmast
epilepsi patofizyolojisinde yer aldigi gilincel ¢aligmalar
1s1g1nda ortaya konmustur (Fu ve ark., 2020). ER stresinin
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baslamas1 ATF4 protein seviyesinin yiikselmesi ve bunun
sonucu CHOP aktivasyonu ile hiicresel apoptoz yolu
tetiklenmektedir. Bu durum nobet sonrast ndronal
hasarlanma ile iligkilendirilmistir (Fu ve ark., 2020). Bu
nedenle ER stresini azaltmak nobet sonrasi hasarlanmay1
azaltmak acisindan 6nem arz etmektedir (Liu ve ark.,
2019). Caligmamizda 4-AP ile olusturulan hipokampal
hasarlanma sonrast ER stres proteinleri ATF-4 ve
CHOP’un arttig1 belirlenmistir. Bu artisin KU’in 6n
tedavisi ile azaldigi gosterilmistir. Calismamiza benzer
sekilde caligmalar KU’in farkli dokularda ER stresi
olusumunu baskiladigint gostermistir (Ileriturk ve ark.,
2022; Boonyong ve ark., 2023).

Sonug¢

Calismamizda KU ile 6n tedavinin hipokampal
hiicrelerde 4-AP ile olusturulan néronal hasarlanmayi
engelleyerek hiicre canliligint arttirdigi gosterilmistir. Bu
noroprotektif 6zelligi KU’in oksidatif stres ve ER stresini
baskilayarak gergeklestirebilecegi bulunmustur. KU’in
saglikli ve ndrolojik hastalifa yatkin bireylerde takviye
olarak kullanilmasi hastalik risklerini azaltmada faydali
olabilecegi diigtiniilmektedir.
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