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OZET

Farelerde akustik travma ile olustur ulmus tinnitus modelinde uzun sureli

guclenme aracih sinaptik plastisite siirecinin incelenmesi

Aslt Cakir

Dokuz Eylul Universitesi T1p Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal1, izmir
aslicakir84@hotmail.com

Amag ve Hipotez

Tinnitus herhangi bir dis uyart olmaksizin ses algilanmasidir. Tinnitusun patogenezi
tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber, sinaptik plastisite ile olan iliskisi bu agidan
Uzerinde durulan bir konudur.

Sinaptik plastisite, iki noron arasindaki sinapsin dis veya i¢ ortam degisikliklerine
bagli olarak farklilasmasidir. Sinaptik plastisitenin  bazi1 elektrofizyolojik odl¢timlerle
degerlendirilebilmesi mumkindir. Bu amacla kullanilabilen diizeneklerden bir tanesi yama
kenetlemedir ve bu sekilde uzun siireli gliclenme ortaya konabilmektedir.

Bu calismada, akustik travma modeli ile olusturulan tinnitusun patogenezinde uzun
sireli guglenme aracili sinaptik plastisitenin varligimn gosterilmesi amaglandh.

Yontem

Calismada 15'i kontrol, 15'i akustik travma grubu olmak Uzere toplam 30 adet
postnatal 16 gunlik BABL/c fare kullanildi. Hayvanlarda akustik travma modeli ile tinnitus
olusturuldu. Deney hayvanlarinda tinnitusun varligi ve isitme dizeyinin saptanmas: startle
refleks siiresi ve boslugu algilama siiresi 6lciimleriyle gerceklestirildi.

Postnatal 17. Giinde farelerin dorsal koklear niikleuslarindan izole edilen fuziform
hiicrelerde tim hticre yama kenetleme teknigi kullamlarak uzun sireli guclenmenin varligi

arastirild.

Bulgular

Calismaya dahil edilen tim deney hayvanlarinin postnatal 16. Ginde 90 dB SPL saf
ses ile yapilan dlgimlerinde Startle refleks slreleri bes saniyenin altinda saptandi. Kontrol
grubu ile akustik travma oncesi akustik travma grubunun boslugu algilama sireleri arasinda
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istatistiksel fark saptanmadh (p=0,604). Akustik travma grubunda akustik travma sonrast 100
dB SPL saf ses ile yapilan olcimlerde, deney hayvanlarimin startle refleks sireleri bes
saniyenin altinda elde edilirken, akustik travma 6ncesine gére boslugu algilama siirelerinde
istatistiksel olarak belirgin artis saptandi ve bdylece tinnitusun olustugu goruldi (akustik
travma oncesi 9,58+/-1,65 sn, akustik travma sonrasi 36,89+/-5,08 sn, p=0,001). Tinnitus
olusturulan grupta, kontrol grubuna gore uzun sireli guclenme gorilme sikligi da anlamli
derecede yuksek bulundu (akustik travma grubunda %86,7 ve kontrol grubunda %13,3
p=0.000).

Sonug

Tinnitusta sinpatik plastisitenin varligi, tinnituslu hastalarda ve hayvan deneylerinde,
bazi kortikal ve subkortikal isitme merkezlerinde aktivite artisinin saptanmasiyla dikkati
cekmistir. Farkli merkezlerle baglantilara olanak veren cok katli anatomik yapisi ve fizyolojik
Ozellikleri ile dorsal koklear nukleusun, tinnitusta sinpatik plastisitenin kilit noktast
olabilecegi dustinilmektedir. Sinaptik plastisite gostergelerinden biri olan uzun sireli
guiclenmenin baz: hticrelerinde gozlenebilmesi, dorsal koklear nikleus ile ilgili bu konudaki
sUpheleri arttirmaktadir.

Bu calismada, tinnitusu olan farelerin dorsal koklear nikleuslarinda, uzun sireli
giclenmenin  kontrol grubuna gore anlamli derecede fazla saptanmasi, tinnitusun
patogenezinde sinaptik plastisitenin varligina dair gl bir kamt olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler

Tinnitus, sinaptik plastisite, dorsal koklear niikleus, uzun siireli giiglenme



ABSTRACT

Evaluation of the synaptic plasticity via long term potentiation in the
acoustic trauma tinnitus model of mice
Aslt Cakir

Dokuz Eylul Universitesi T1p Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal1, izmir
aslicakir84@hotmail.com

Aim and Hypothesis

Tinnitus is the perception of a sound in the absence of any external stimulus. Though
its pathophysiological process still remains obscure, tinnitus has been under investigation for
its association with synaptic plasticity in recent years.

Synaptic plasticity is the differentiation of a synapse between two neurons due to the
changes in external or internal environment. Synaptic plasticity can be evaluated by some
electrophysiological measurements. Patch clamp is among the procedures, which are used for
this purpose, and the long term potentiation is the electrical activity which is observed as the
change.

This study aimed to indicate the existence of the synaptic plasticity by figuring out the
long term potentiation in the pathophysiology of tinnitus which was induced by the acoustic
trauma model.

Method

A total of 30 postnatal 16-day BABL/c mice consisting of 15 mice as the control
group and 15 mice as the tinnitus induced group were used in the study. Tinnitus was induced
in the mice through the acoustic trauma model. The induction of tinnitus in the mice and the
hearing level was found by the startle reflex time and gap detection time measurements.

The probability of the long term potentiation was searched by using the whole cell
patch clamp technique in the fusiform cells which were isolated from the dorsal cochlear

nucleus of the mice on their postnatal day 17.
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Results

The measurements, which were made on all experiment mice on their postnatal day 16
by using 90 dB SPL pure tone, gave the startle reflex time less than 5 seconds. No statistical
difference was found between the control group and the pre-trauma acoustic trauma group
with regard to gap detection time (p=0,604). The experiments performed by using 100 dB
SPL pure tone after acoudtic trauma. While the startle reflex time of the experiment mice was
found to be less than 5 seconds with 100 dB SPL pure tone in the acoustic trauma group, a
statistically significant increase was found in their gap detection times compared to the pre-
trauma period and tinnitus was observed to have been induced, so ( 9,58+/-1,65 sec. in the
pre-trauma period?? and 36,89+/-5,08 sec. in the post-trauma period p=0,001).

In the tinnitus induced group, the long term potentiation was found to be meaningfully
higher than the control group (86,7 % in the acoustic trauma group and 13,3 % in the control

group p=0.000).

Conclusion

The existence of synaptic plasticity in tinnitus drew attention as a result of the
increased activity some cortical and subcortical areas of patients complaining about tinnitus
and experiment mice. It is considered that dorsal cochlear nucleus, with its multilayer
anatomical structure and physiological characteristics that allow associations with various
cortical and subcortical regions, can be the key point of synaptic plasticity in tinnitus. The fact
that the long term potentiation, which is one of the key indicators of synaptic plasticity, can be
observed in some cells raise concerns about dorsal cochlear nucleus in this subject.

The long term potentiation, which was found to be meaningfully higher in the dorsal
cochlear nuclei of the mice with tinnitus than the control group (p=0.000), constitutes a strong
evidence of the existence of synaptic plasticity in the pathophysiological mechanism of

tinnitus.

Key Words

Tinnitus, Synaptic Plasticity, Dorsal Cochlear Nucleus, Long Term Potentiation

11



GIRIS VE AMAC

Tinnitus ortamda bir ses kaynagi olmadigi halde algilanan sestir (1). GUnimuzde,
giderek cogalan bir populasyonda gorilmesi ve kisilerin hayat standartlarim olumsuz yonde
etkiliyor olmasi nedeniyle tinnitus ile ilgili arastirmalar artmaktadir (1,2). Bu calismalarin
ortak noktasi tinnitust patogenezinde molekiler mekanizmalarin ortaya koyularak tedavi igin

etkin yontemlerin gelistirilmesinin saglanmasidir.

Literattrde tinnitus tedavisinde ile ilgili farkli tedavi segenekleri olmakla beraaber
cesitli ilaglar, botox uygulamalari, isitme cihazlari, koklear implantlar, transkranial manyetik
stimulasyon, cerrahi yaklasimlar, ses terapisi, lazer uygulamalar1 ve bilissel davransci
terapilerin yer aldig1 gozlenmekle birlikte giiniimiizde tinnitus icin orta ve uzun vadede kalici
basar1 saglayan bir tedavi yontemi henliz bulunmadigi belirtilmektedir (3,4). Bu noktada
tinnitusun patogenezinin aydinlatiimasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Konu ile ilgili
bilimsel calismalarin yapilabildigi ¢esitli hayvan modelleri tammlanmustir (1,5-7). Akustik
travma modeli insanda gorilen tinnitusun etiyolojik olarak biyik kismini olusturmast ve

kalic1 tinnitusa yol agmasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir (5,8).

Tinnitusun patogenezi ile ilgili son yillarda tizerinde durulan teorilerden biri, tinnitusta
sinaptik plastisitenin varlig1 ve bazi anatomik yapilarin bu duruma olan etkisi ile ilgilidir. Bu
acidan en cok dikkat ceken anatomik yapi dorsal koklear nikleustur (DKN). Pek c¢ok
arastirmaci tinnitus varliginda bu cekirdegin spontan atesleme dizeyinde anlamli artiglar
saptarken, bazi arastirmacilar da cekirdegin serebelluma benzeyen cok tabakali ve farkli
sinaptik baglantilar iceren yapistyla noroplastik bir slrecte gorevli olabilecegini iddia
etmektedirler. DKN’de uzun vadeli sinaptik plastisite mekanizmalarindan uzun sireli
guclenme (LTP) ve uzun sireli sonmenin (LTD) gosterilmesi sayesinde, bu gekirdegin pek
cok plastisite modelinde kilit noktaisaret edildigi bildirilmektedir (9-12).

Bu calismada, farelerde akustik travma ile olusturulmus tinnitus modelinde DKN’de

LTP olusumunun kontrol grubuyla kiyaslanarak incelenmesi ve tinnitusun LTP Uzerinden

sinaptik plastisiteyle olan iliskisinin arastirilmas: amaglandi.
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GENEL BIiLGILER

Tinnitus

Tanim

Tinnitus, disaridan gelen bir ses olmadig1 halde tek veya bazen her iki kulaktan
duyulan ses algisidir (1,2,13). Kelimenin kokeni Latince' de zil sesi veya calmak anlamina
gelen Tinniredir (14). Tinnitus bir hastalik degil, bir semptomdur ancak gegirilmis bazi
hastaliklarin neden oldugu farkli patofizyolojik slrecler ile ortaya ¢gikmus bir sekel olarak da
gorulebilmektedir (1).

Epidemiyoloji ve Sniflama

Tinnitusun goridlme siklig1 degisik calismalarda farkli rakamlarla ifade edilir. 1978 de
Medical Council’s Institute of Hearing Research tarafindan Ingiltere’ de yapilan bir calisma
19000'in Uzerinde katilim ile ilk genis tabanli tinnitus prevelans calismast olarak dikkat
cekmektedir. Bu calisma, 17 yas UstU insanlarin % 15,8-18,6'sinin bes dakikamn Gzerinde
devam eden bir tinnitus deneyimi yasadigim ortaya koymustur. Bu grubun % 8'i tinnitusun
orta veya agir boyutta rahatsiz edici ya da uykudan uyandirici nitelikte oldugunu belirtirken,
% 0,51 normal yasamlarim olumsuz etkileyecek boyutta agir bir tinnitus ifade etmislerdir
(15). Daha sonra tekrar Ingiltere’de yapilan bir calismada genel eriskin populasyonunda
spontan tinnitus prevelanst % 9,7 ve farkli calismalarda isveg'te % 14,2, italya da ise % 14,5
olarak ifade edilmistir (16-18). 1972'de 2000'in Uzerinde okul ¢agi gocugunda yapilan bir
bagka calismada ise, bu yas grubu cocuklarin % 13’ tinde tinnitus goruldigi belirlenmistir
(19). ABD’de 1996’ da yapilan arastirmada tim yagslar dahil edildiginde bu oran % 3,45 yas
altinda %1 ve 45 yas Ustiinde % 9 olarak gosterilmistir (20).
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Epidemiyolojik faktorler ile tinnitus arasinda karmasik bir baglant: s6z konusudur.
Y as arttikca, isitme dizeyi koétulestikge ve kadin cinsiyette erkeklere oranla tinnitus gorilme
sikligr artmaktadir. Ayrica disik sosyoekonomik dizey ve mesleksel guriltiye maruz
kalanlarda da prevelans daha yiksektir (14).

Gunumuizde tinnitus igin baslica iki simflama mevcuttur. Bunlardan birisi daha ¢ok
etiyolojiye, digeri ise tinnitus sesinin sekline gore yapilir. Bu baglamda bir ayrim, tinnitusun
subjektif ve objektif olmasidir. Subjektif (diger sikgca kullamlan adiyla idiyopatik) tinnitus
yalnizca hasta tarafindan fark edilirken, objektif tinnitus hem hasta hem doktor tarafindan
duyulur; bu nedenle muayene sirasinda kulagin ve cevre damar yapilarimin oskiltasyonu
Oonemlidir. Diger bir simiflama ise tinnitusun pulsatil veya non-pulsatil olmasina gore
yapilmaktadir. Non pulsatil tinnitus hafif ve agir olarak derecelendirilebilirken, pulsatil tinnitu
etiyolojisine gore vaskiler (arteriyel veya ventz malformasyonlar - fisttller, hipertansiyon
vb) ve non-vaskiler (palatal, stapes kasi ve tensor timpani kast miyoklonuslar1 vb) olarak

ikiye ayrilir (2).

Nodar ve Goodhill tarafindan cesitli siniflamalar yapilmis olsa da 1980’ lerin
baglarinda yapilan bir siniflama sisteminde tinnitus ilk defa otolojik ve ndrootolojik olmak
Uzere iki ana gruba ayrilmistir. Dig ve orta kulak kaynakli tinnituslar otolojik sinif icine
alinirken, daha dnceden subjektif idiyopatik tinnitus olarak adlandirilan gogu tinnitus olgusu
da norootolojik sinif igerisine alinmigtir. 1996’ da ise Nodar tarafindan yeni bir klasifikasyon
semast ve iki kisaltma tammlandi: ABC (Aurium (tek kulak), Binaural (iki kulak), Cerebri
(bas merkezli)), C-CLAP (Cause (neden), Composition (hastamin tinnitusu tarif sekli),
Loudness (tinnitusun yuksekligi), Annoyance (tinnitusun rahatsiz edicilik dizeyi), Pitch
(tinnitusun derecesi)) (2,21).

Olcuim Yontemleri ve Hayvan Modelleri

Deney hayvanlarinda tinnitus gelistirmek amaciyla, ¢ok ¢esitli farmakolojik ajanlar ve
gurdltt uygulamalart kullanilir. Literatirde bu amagla en sik tercih edilen iki ise yontem
salisilat uygulamasi ve akustik travmadir (8,22).
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Salisilat ile ilgili olarak Cazals tarafindan yapilan calismada, bu etken maddenin,
tinnitus olusumu haricinde koklea, isitme sistemi ve genel anlamda organizma tizerinde gesitli
biyolojik, kimyasal ve fiziksel etkilerinin de bulunabilecegi gosterilmis, bu etkilerin farkl
dozlarda, farkli zamanlarda ve farkli sekillerde ortaya cikabileceginin vurgulanmistir (5).
Ayrica sdlisilatin daha ¢ok pulsatil ve gegici Ozellikte tinnitustan sorumlu oldugu
bildirilmektedir. Akustik travma sonrasi olusan tinnitus ise kroniktir ve tinnitus etiyolojisinde
salisilata oranla cok daha blyik bir pay sahibidir (5,8).

Tinnitusun varliginin hayvanlarda ortaya konulmasi ise gesitli davrams deneyleri ile
mimkandir. Bu amacla kullanilan yontemler sartl ve sartsiz refleksler olmak tzere iki ana
baglik altinda toplanmaktadir. Bu refleksler tinnitus modelinde kullamlan deney hayvaninin
sergileyebilecegi motor ve kognitif beceriler ve isitme diizeyi agisindan tirlne ve yasina gére
cesitlilik gosterir (23).

Sartsiz Refleksler

Sartsiz refleksler sese kars1 verilen dogal tepkilerin gdzlemlenmesine dayanir. Tepki
herhangi bir sarta bagli degildir. Bu amagla kullanilan yontemler arasinda Preyer refleksi,
1908’ de Preyer’in sese kars1 kobaylarin aurikulalarinda segirme hareketi gozlemleyerek, bu
reflekse ismini vermesiyle literatire girmis ve daha sonra farkli tirlerde de gosterilmistir.
Startle refleksi ise sese karst deney hayvamnin ekstremiteleri, govdesi veya bas-boyun
bolgesindeki ani olarak gelisen 6zgil olmayan hareketleri tammlar (23).

Startle refleksi 1960’11 yillarda pek ¢cok arastirmaci tarafindan yavru ve eriskin fareler
Uzerinde isitme ve tinnitus deneylerinde calisilmis bir yontemdir. Startle refleksinin bazi
deneylerde siresi, bazi deneylerde ise amplitudi olciltr. Belli bir ortamda bulunan deney
hayvanina, o yas grubundaki isitme diizeyi ve deneyin kurgusu dogrultusunda siiresi, siddeti
ve frekanst belli bir ses verilir. Deney hayvaninin sese, ses verilmeye basladiktan ne kadar
siire sonra tepki verdigi olculdiginde, elde edilen deger Startle Refleks Siresi (SRS) olarak
issmlendirilir. Literatirde SRS, deney hayvamn verilen sesi ne zaman duydugunu, ya da
duyup duymadigini ifade eder. Dolayisiyla, deney hayvanlarinin isitip isitmediklerinin ve
isitme  esiklerinin  belirlenmesinde  kullamlan  subjektif ancak  guvenilir  6lgim

yontemlerindendir. Normal isiten kicik (fare, sican) deney hayvanlarinin kullamldig:
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calisgmalarda SRS analizleri 80-120 dB SPL ses diizeylerinde yapilmakta ve 15-200 milisaniye
araliginda kaydedilmektedir. Calismada belirlenmis Ust simir siresi boyunca verilen sese
startle refleksi gostermeyen deney hayvani, o siddet ve frekanstaki sesi duymuyor demektir.
(23,24).

Birbirinden farkli siddetlerde sesler veya birbirinden farkli isitme dizeylerindeki
deney hayvanlarinin kullanildig1 calismalarda, verilen sese karsi deney hayvaninin gelistirdigi
tepkinin (vicudun herhangi bir yerindeki hareketin) amplitidi, buna uygun olarak dizayn
edilmis startle kafesinde, kafesin tabaminda bulunan bir sensor vasitasiyla elektrik enerjisine
cevrilerek, voltmetreden voltaj amplitidi cinsinden okunabilmektedir. Bu yolla elde edilen
degere startle refleks amplitida ismi verilir. Amplittd olctimleri fare kullamlan ¢alismalarda,
postnatal bir aydan kicik fare yavrularimn motor davranislarimin ¢ok tutarli olmamasi
nedeniyle, eriskin hayvanlar Uzerinde yapilmaktadir. Literatire bakildiginda bu
hesaplamalarin yapildig: farelerin minimum postnatal bir aylik olduklar: dikkati cekmektedir
(23-26).

Bu refleksler bazi arastirmacilar tarafindan ve kalitatif olarak gorulse de, gbzlemcinin
dikkati ve tekrarlanan testlerdeki tutarlilik ile bu yontemler, bazi kosullarda objektif testlerin
yerini alabilmektedirler. Bunlarin haricinde 1976'da Ehret tarafindan fare yavrularinda
gozlemlenen sese yonelme cevabi, kalp atim hizindaki degisiklikler ve galvanik deri yanti
gibi davranislar da sartsiz refleksler arasinda sayilmaktadir (23).

Yukarida bahsedilen bu yontemler aslinda daha c¢ok isitmenin degerlendirilmesi
amaciyla kullanilir.  Turner ve arkadaslari tarafindan 2006’ da tanmmlanan boslugu algilama
yontemi ise tinnitusun degerlendirmesinde kendinden 6nceki yontemlere guclt bir alternatif
olarak literattrde yerini almistir (27).

Boslugu algilama yonteminde, sesli ortama alismis deney hayvaninin sessiz ortam ne
zaman algilayacag: ya da algilayip algilamayacag: degerlendirilir. Y dntem, tinnitusu olan ve
tinnitusu olmayan, normal isiten deney hayvanlarinda sessizligin fark edilme siiresi, tekrar ses
verildigindeki tepki ve sesi algilama zamanminin farkli olmasi gozlemlerine dayanmaktadir.
Tinnitusu olan deney hayvani, belli bir sesli ortamdan sessiz ortama alindiginda, isitmekte
oldugu tinnitus sesi nedeniyle, sessizligi daha ge¢ algilar veya algilayamaz ve ayrica
sonrasinda verilen ayni siddetteki sese de daha geg veya daha az tepki verir (7,27).
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Aynit startle refleksinde oldugu gibi bu yontemde de sire ve amplitid o6lcimi
yapilabilmektedir. Boslugu algilama siiresi, sessiz ortama gegen deney hayvamnin bu farki
sesin kesilmesinden ne kadar sire sonra anladiginin verdigi tepkinin gozlenmesi yoluyla
hesaplanmasina dayanir ve ede edilen sayisal degere boslugu algilama siresi (BAS) adi
verilmektedir. Amplitid ise bu tepkinin startle kafesinde daha Once bahsedildigi gibi
Olctlmesi ile bulunmaktadir. Startle refleksinde oldugu gibi, boslugu algilama refleksi icin de
postnatal bir aydan kicuk fare yavrularinda amplitid 6lgim sonuclar: tutarli olmamasi
nedeniyle anlaml1 gorulmemektedir (7,27).

Sartl: Refleksler

Bu tarz refleksler bir kosulsuz uyaran: takiben olusan kosullu cevaplar icerir. Hayvan
deneylerinde tinnitus 6lcimi icin literatirde en sik kullanilan sarth refleksler arasinda
elektrosok ile korkutma esasina dayanan goz kirpma refleksi ile Jastreboff ve arkadaslari
tarafindan 1980 ve 1990’ |1 yillarda tammlanan yemek yeme ya da su icme davraniglarindan
kagcinma refleksleri yer almaktadir. Jastreboff’un ¢ok kullamlan modelinde, sesli uyaran
varken normal bir sekilde su icme veya yemek yeme davramsinda bulunan deney hayvan,
sessiz ortamda tam su igecegi veya yemek yiyecegi sirada uygun bir siire boyunca tekrarlanan
elektrosok uygulamalarina maruz birakilara sessiz ortamda bu davramslardan kaginmaya
sartlandirihr (28). Daha sonra tinnitus olusturulan deney hayvamnin, sessiz ortamda
kaldiginda ses varmis gibi davranarak, normal bir sekilde yemek yemeye veya su icmeye
devam etmesi beklenir. Aksi halde tinnitusun olusmadigi yorumu yapilmaktadir (1,22,23).
Literatirde ayrica labirent ve bulmaca testleri ile tinnitusun degerlendirildigi yontemler de
dikkati cekmektedir (8).

Tinnitus degerlendirmesinde kullanilan sartli refleksler, deney hayvanim psikolojik
olarak etkileyebilecek bir stres kaynagi olan elektrik soku uygulamasini veya 6grenme ve
bellek fonksiyonlarimi kullanmasini gerektiren labirent ve bulmaca tarzi yontemleri icerdigi
icin, kullanilan deney hayvanimin belli bir yasa, kognitif ve motor beceri olgunluguna erismis
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu tarz yontemlerin, yavru deney hayvanlarinda kullanimi

sintrhdir.
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BALB/c Farelerde Zsitme Ve Tinnitus Varl:gin:n Olgtimii

BALB/c fare, biyomedikal arastirmalar ve davrams deneylerinde siklikla kullanilan bir
fare soyudur. ilk defa Willot ve arkadaslar: tarafindan 1995 yilinda, 23 aylik BALB/c
farelerde yogun koklear atrofi ve spiral ganglion hiicresi hasar1 oldugunu gosteren ve daha
sonra bu arastirmayi destekleyen pek ¢ok benzer sonuclu ¢alisma sayesinde BALB/c fareler,
literattrde genellikle senil sensorintral isitme kaybr modeli olarak kullamlmaktadir (29,30).

BALB/c farelerin isitme sistemleri postnatal donemde de gelismeye devam eder ve
postnatal 15-16. giinde 6 kHz'te 60-70 dB SPL saf ses ABR esiklerine ulasir. Isitme esikleri
takip eden 5-6 gun icerisinde normal eriskin dizeye ulasan bu farelerin postnatal erken
dénemde ve ilerleyen yaslarda frekansa 6zgu isitme esikleri ABR olclimleri ile gosteren,
calismalar mevcuttur (31-33). Bu calismada deney hayvam olarak BALB/c fareler

kullanil mastur.
Sinaptik Plastisite ve Elektrofizyolojik Olclimi

Sinaptik plastisite, noronlar arasindaki sinaplarin  ¢esitli uyart veya cevresel
degisikliklere kars1 gosterdigi yapisal ve islevsel yeniden sekillenme veya sinaptik guglenme
yetenegidir (34). 1949 da Hebb tarafindan yapilan orijinal tanimina gére, 6grenme sirasinda
bellegin olusmasi ve dstabilizasyonu, mevcut néronal devrelerin  sinaptik  glcundeki
modifikasyonlarla olusur (35,36). Beyin plastisitesi temel olarak sinaps dizeyindeki
degisikler ve bunlarin néron govdesinde (non sinaptik) meydana getirdigi modifikasyonlar
sonucu ortaya gitkmaktadir (37).

Glnumuzde sinaptik plastisitenin olusumunda birbirini  takip eden baslica ki
mekanizma Uzerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki, uyari1 sonrasi sinaptik terminallerdeki
reseptorlerin aktivasyonu veya inhibisyonu ve bu sayede iyon kanallari, norotransmitterler ve
protein kinazlardaki aktivite ve miktar degisimleri; ikincisi ise ikincil mesajci sistemler aracili
gen transkripsiyonunun aktivasyon veya inhibisyonu sayesinde ortaya ¢ikan protein
modifikasyonlar1 ve sinapsin yapisal olarak degisimidir (35). Ayrica birbirini takip eden bu
iki streg, noronlarin membran istirahat potansiyeli, iyon kanali agilma kinetikleri ve
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uyarilabilirlik olasiliklarint da uzun vadede degistirerek aym zamanda non sinaptik
plastisiteye de olanak vermis olur (38).

Sinaptik plastisite, ortaya ¢ikan degisikliklerin baslama ve sonlanmasi igin gegen
siireye gore kisa ve uzun vadeli, ya da diger isimlendirmesiyle gecici ve kalici olmak Uizere
ikiye ayrilir. Kisa sireli degisiklikler, fasilitasyon, post tetanik potansiyalizasyon,
desensitizasyon, kisa slreli glclenme (short term potentiation) ve kisa sireli sonme (short
term depression) gibi basliklar altinda incelenebilen, uyar1 sonrasi sinapsin cevabinda
saniyeler icersinde ortaya cikan ve kaybolan farklhiliklardir (39). Uzun sireli, kalici
degisiklikler stz konusu oldugunda ise uzun sireli giclenme (long term potentiation, LTP),
uzun sireli sonme (long term Depression, LTD), snaptogenez ve ndrogenezden
bahsedilmektedir (35).

LTP

LTP nin varhg: ilk defa 1973'te Bliss ve Lgmo tarafindan tavsan hipokamptisiinde
kesfedilmistir. Arastirmacilar deneylerinde, hipokampise neokortikal alanlardan islenmemis
bilgi tasiyan major input saglayici perforan yolaga uygun protokolde verilen yiiksek frekans
stimulasyon ile dentat gyrustaki grantl hicrelerinin sinagpslarinda devamli bir sinaptik
guiclenme olustugunu, kaydedilen eksitator post-sinaptik potansiyelin (EPSP) belirgin bir
sekilde arttigint ve bu elektriksel gliclenmenin en az 30 dakika olmak Uzere kayit alabildikleri
10 saate kadar devam edebildigini gostermislerdir. Bundan sonra yapilan calismalarla
LTP nin farkli turlerde ve beynin farkl: bolgelerinde de gorulebildigi bildirilmistir (35,40).
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Sekil 1. Varsayimsal bir eksitator post-sinaptik potansiyel guclenmesinin (uzun sireli
guclenme varligimin) sayisal degerlerle grafik Gzerinde sematik olarak gosterilmesi (*0.”

saniyede L TP protokoll uygulandig: varsayilmistir.)

LTP olusumundaki primer mekanizma, yavas aktive olan voltaj kapili bir reseptor
olarak bilinen N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorinin aktivasyonudur. NMDA reseptord,
hem presinaptik vezikiller tarafindan saliverilen glutamatin baglanmasim hem de bu sekilde
alfa amino 3-hidroksi 5-metil 4-izoksazolpropianat (AMPA) reseptorlerinin aktivasyonu ile
olusacak yeterli postsinaptik depolarizasyonun saglanmasini kontrol etmektedir. Bu iki durum
kesistiginde postsinaptik ndron igerisine LTP'yi tetikleyen kalsiyum iyonlar: girmeye baslar.
G proteini kenetli metobotropik glutamat (MGIUR) reseptérleri ve ikincil mesajci
inozitoltrifosfat  (IPs) sSistemi  araciligiyla dendritlerin  dikensi  ¢ikintilarinda  (spine)
depolanmis intraselltler kalsiyum da mobilize edilerek kalsiyum salimmi amplifiye edilir.
Kalsiyum salinimi, posttranslasyonel modifikasyon ve proteinler arasi etkilesimler sonucu gok
sayida sinaptik proteinin aktivasyonuna ve sinapsin modifikasyonuna imkan vermektedir.
Uzun vadede ise bu durum, genlerin transkripsiyonunun indiksiyonunu tetikleyerek

noroplastik degisimlerin ortaya gikmasin saglamaktadir (35).
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Sekil 2. Uzun sireli guclenme olusumunun sinaptik terminalde sematik olarak cizimi
(Sinaptik terminalde AMPA ve NMDA reseptérlerine glutamat, sodyum ve magnezyumun
baglanmasi ile hiicre ici kalsiyum seviyes belirgin dlclide artar. Bu artis ikinci mesajci
sissemler araciligiyla translasyon ve transkripsiyon dizeyindeki  degisikliklerin
gerceklesebilmesi icin néron gekirdegine iletilir.)

LTP nin Elektrofizyolojik Olarak Olclimi ve Gosterilmes — Yama
Kenetleme Teknigi

LTP, uygun bir frekans ve amplitiiddeki elektriksel uyar: sonrasinda, néronun eksitator
post-sinaptik potansiyel (EPSP) veya eksitator post-sinaptik akim (EPSA) degerlerinin bazal
degerlere gore genellikle %10 veya Uizerinde ve uyari sonrasi 10 dakikadan daha fazla devam
edecek sekilde artmasidir (41). Bu tanimdan da anlasilchigi Uzere, aslinda meydana gelen
olaylar bir elektriksel giclenmedir. Dolayisiyla, elektrofizyolojik sistemler vasitasiyla, néron
monitorize edilerek LTP nin varligi gosterilebilir ve Uzerinde calismalar yapilabilir. Bu

amacla guniimtizde en sik kullanilan tekniklerden biri yama kenetleme yontemidir (35,40-42).
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Yama kenetleme teknigi 1960 ve 1970 lerde mirekkep baligimin dev aksonunu
biyofiziksel olarak degerlendirmek icin kullamilan volta] kenetleme teknigindeki birbirinden
ayr1 iki sistemin fikren ve yontemsel olarak birlestirilmesi ile olusmustur. Bu sistemlerden
ilki, aksiyal tel elektrodlar, digeri ise internal perfiizyon ve diyaliz sistemidir (43). Bu iki
sistem yama kenetleme tekniginde birlestirilerek, membranmin iyon akimlari hem elektriksel
hem de kimyasal olarak kontrol edilebilir hale getirilmistir. Ortaya ¢ikan bu yeni yontem
sayesinde, bir yandan membramin iki tarafindaki elektriksel potansiyel veya akim
degisimlerinin kontrolu saglanabilirken, ¢te yandan da hicre igerisine bazi farmakolojik
gjanlarin ya da ¢ozeltilerin verilebilmesi mimkin olmaya baslamistir (42).

Voltaj kenetleme teknigini gelistirerek 1963 yilinda Nobel Tip ve Fizyoloji Odiilii
kazanan Hodgkin ve Huxley bu yontemle, volta] kapili sodyum ve potasyum kanallarinin,
farkli membran potansiyellerindeki iletkenliklerini saptayarak, aksiyon potansiyelinin ve
EPSPlerin genligini, amplitidind ve zamansal yapisini matematiksel olarak ortaya
koymuslardir. Boylece EPSP Olgulebilir hale getirilmistir (44). Teknik bu konuda gelismeye
devam ettikge, daha kiguk, non silindirik ve hicresel yapilara (nGron gévdesi gibi) giris
yapmak icin, tel elektrodlardan ¢ok daha ince ve hassas bir yapiya ihtiyag ortaya ¢ikmistir. Bu
amacla cam mikro elektrodlarin (iletken elektrolit iceren cam mikro pipetler) kullamim ortaya
cikmustir. Teknigin zaman igerisinde daha da gelistirilmesi sonucu yama kenetleme sistemi ilk
defa Neher ve Sakmann tarafindan 1976' da bugtinki haliyle ortaya gikartilmistir (45).

Bu teknik ile hicre membrammn kigik bir parcasimin veya tamaminin iki tarafi
arasindaki (yani hicre ici ile hicre dis1 arasindaki) potansiyel farki istenilen degerde
tutularak, o alandaki iyon kanallarinin yogunluklari, iletkenlikleri ve cesitli kosullardaki
davranislar:  belirlenebilmektedir. Bu yontemle ayrica, sadece voltaj kapili (volta
degisiklikleri ile agilan) degil aym zamanda ligand kapili (kendisine has norotransmitter
maddenin baglanmasi ile agilan) iyon kanallari, zar kapasitans: (elektriksel gecirgenlik
diizeyi), egzositoz olaylari1 ve yapay membranlara yerlestirilen iyon kanallarinin akimlari da
arastirilabilmektedir (42,46).

Patch Clamp tekniginde cam mikro pipetin hiicreyle olan iliskisine gore, tim hticre
(whole cell), hticre yiizeyinde (on cell), i¢ taraf dista (inside out) ve dis taraf dista (outside
out) seklinde dort farkli uygulama sekli yer almaktadir. Son U¢ uygulama, tek bir iyon
kanalimin aktivitesini degerlendirebilirken, tim hicre yonteminde hiicredeki tim iyon
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kanallarinin aktivitesi monittrize edilebilmektedir. Tim hiicre yama kenetleme (WCPC) en

sk kullamlan yama kenetleme seklidir. WCPC uygulamasinda, cam mikro pipetin

sitoplazmik membrana uyguladig: gigaohm degerinde bir negatif basing (emme, giga muhir)

ile pipetin igersine dogru gekilen membran parcas: (patch, yama) yirtilarak pipetin iginin

hiicre ici solisyonla dolmasi saglanmaktadir. Banyo sollsyonunun oldugu bolmenin

icerisinde tutulan hiicrenin dis yizeyine ise toprakli bir elektrodun temas etmesi saglanarak,

hiicre membraminin dis tarafinin elektriksel potansiyelini sifirda tutulabilmektedir. Hicre

icindeki elektrod, bir amplifikatére baglidir ve hiicre ici potansiyelin kontrol edilebilmesini

saglamaktadir. Bu teknik hiicre igi volta) sabit tutulurken hticre igi akim degisikliklerinin

Olglildiigll voltaj kenetleme, ve tersinin yapilarak voltaj degisikliklerinin dlglldigl akim

kenetleme olarak iki farkl: sekilde kullanilabilmektedir (47).
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Dorsal Koklear Niikleus un Yapia ve Tinnitusleiliskis

Dorsal Koklear Niikleus un Yap:s

Dorsal Koklear Nukleus (DKN) Ug tabakali bir yapidan olusmaktadir. En Ustteki
superfisiyal (molektiler) tabaka hticreden fakir bir yapilanma gosterir. Ortada intermedier ya
da diger adiyla fuziform hicre tabakasi bulunur. En altta ise derin ya da diger adiyla
polimorfik tabaka yer almaktadir (48).

Bu cekirdek icersinde yer aan hicreler, Fuziform (Piramidal), Giant,
TUberkuloventral (Vertikal), Cartwheel (Purkinje), Grantl, Golgi, Stellat, Unipolar, Brush ve

Chestnut hiicreleri ile interndronlardir (49).

Molekuler tabakada Cartwheel, Stellat ve Granll hiicreleri yer almaktadir. Fuziform
tabakada hiicre govdeleri yogun olarak yerlesmistir ve bu katmanda Fuziform, Granil ve
apikallerde Cartwheel hicreleri bulunmaktadir. Derin tabakada ise farkli gesitlerdeki Stellat
hicreler ile Giant ve Granil hiicreler yer aimaktadir. Tonotopik organizasyona gore, yiksek
frekanslar dorsalde, algak frekanslar ventralde temsil edilmektedir (48).
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kollikulus, isitme siniri ile olan baglantilarinin sematik ¢izi
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Bu hicreler birbirlerinden morfolojik yapilari, atesleme paternleri ve ndrotransmitter
secimleri agisindan ayrilmaktadir (48).

Hicretipi input direnci (R) istirahat membran
potansiyeli (Vres)

Tuberkuloventral 85+ 10 MW -60+£ 7 mV

Giant 65+ 34 MW 54+ 4mvV

Golgi 105 MW -62 + mV

Fusiform 86 + 37 MW -57+5mvV

Cartwheel 140 £ 61 MW -62x 6 mV

Tablo 1. Dorsal koklear nikleusta bulunan bazi hicrelerin input direnglerinin megaohm,
istirahat membran potansiyellerinin ise milivolt cinsinden gosterilmesi

Inferior kollikuluse projekte olan fuziform hicrelerin, sesin vertikal planda
lokalizasyonu ve sese oryantasyondan sorumlu olduklari varsayilmaktadir. Aslinda bu
hiicrelerin gorevinin isitmenin spektral analizi oldugunu ileri sirdlmektedir (50). Aurikula,
gelen sesi distorsiyona ugratarak spektrasinda keskin centikler olusturmaktadir. Bu gentikler
sistematik bir sekilde ses kaynaklarimin vertikal yuksekliklerinin bir fonksiyonuna bagl
olarak meydana gelmektedir. Fuziform hicreler bu spektral centiklere duyarlicir (51).
Kedilerde 1991° de Sutherland’ 1n yaptigi deneyde, Fuziform hicrelerin aksonlarinin
bulundugu dorsal akustik stria lezyonlarinda, kedilerin ses kaynaklarina oryantasyonunun
bozuldugu gosterildi (52).

Fuziform hicreler, voltaj ve akima bagli iletkenliklerinin ¢ok degisken olmasi
sayesinde, sinaptik akimlara bagli voltg] degisikliklerinden kolay etkilenebilmekte ve
inputlarindan ¢ok daha farkli bir atesleme paterni gelistirebilmektedirler. Uygun kosullar
atinda depolarizan akim uyarilariyla, fuziform hicrelerin cevaplarinin arttirilabilecegi
gogerilmistir. Bu hiicrelerde, biri inaktive edilebilen (tetradotoxin), digeri ise biytk ihtimalle
inaktive edilemeyen iki adet voltaja duyarli sodyum kanali, bir adet voltaja duyarli kalsiyum
kanal1, voltaja duyarli bir potasyum kanal1 ve bir de kalsiyum ile aktive olan potasyum kanal1
bulunmaktadir. Bu hticrelerde spontan ve sikga gorulen inibitor post-sinaptik potansiyellere
(IPSP) ve zaman zaman da spontan EPSP’ lere de rastlanmaktadir (53).
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Cartwheel hicreler glisinerjik ve gabaerjiktir. DKN’deki diger hicrelerden farkli
olarak, rejeneratif kalsiyum akimiyla olusan yavas bir aksiyon potansiyeli ve bunun tetikledigi
iceri dogru olan sodyum akimlariyla olusan hizli aksiyon potansiyellerinden olusan bilesik
aksiyon potansiyelleri Uretmektedirler. Bu hlcrelerin uyariya verdigi cevap, bu aksiyon
potansiyellerinin degisik varyasyonlarindan olusmaktadir (48).

Fuziform, Cartwheel ve Giant hiicrelerde gorilen spontan postsinaptik potansiyeller
genelde IPSP niteligindedir. Fakat Cartwheel hiicreleri icin glisinerjik ve gabaerjik inputlar
ayni zamanda eksitator de olabilir. Bunun nedeni bu hticrelerin membran potansiyellerinin
glisinerjik ve gabaerjik inputlarin olusturdugu potansiyel degisikliginden daha negatif
olmasidir (54).

Furiform Hidcre Cartwheel Hidcre
o

HR J’ "'lTU‘D P
F TR e : 400 pA

200 ms

Sekil 5. Fuziform ve Cartwheel hiicrelerinin elektron mikroskobisindeki gérinimi ve altinda
sirastyla bu hicrelerin 200 milisaniye boyunca kaydedilen elektrofizyolojik atesleme
paternlerinin akim ve volta) degisimi seklinde grafiksel cizimi (49 ve 70 numaral
kaynaklardan alinmustir.)

DKN’ nin iki grup eksitatdr input kaynagi vardir. Bunlardan biri olan Grantl
hiicrelerin aksonlar1 paralel lifler; fuziform, siperfisiyal stellat ve cartwheel hicreleri ile
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baglant: kurmaktadir. Digeri ise dorsal kolumndan gelen yosunsu liflerdir (mossy fiber) ki,
grandl, golgi ve superfisiyal stellat hiicrelerle sinaps yaparlar. Cartwheel ve tiberkuloventral
hicreler ise inhibitér gorevdedir (50).

Inferor Foliloshes

Foziform He. Cartwhesl He.
L=-11
: .-"_ﬁ —— S— -—- _-“a.falal Lifler
1 o g

i | Graniil He S
ol
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Isitme Siniri Lifleri VEN

Sekil 6. Dorsal koklear nukleusun hiicresel diizeyde baglantilarimin sematik cizimi

Fuziform ve giant hucreler birbirine baglantilart agisindan ¢ok benzerken elektriksel
yanitlar1 farklidir. Her ikisi de DKN disina output vermekte ve isitme sinirinden eksitator
uyart almakta, cartwheel ve blyUk olasilikla tiberkuloventral hicreler tarafindan inhibe
edimektedirler. Ayni zamanda her ikisi de molekiler ve derin tabaka arasinda baglanti
kurmaktan sorumludurlar. Derin tabakada giant hicrelerin  dendritleri  Fuziform
hiicrelerinkinden daha genis bir sahada yayilir ve miyelinsiz tip iki isitme sinirinden eksitator
input alir. Molekiler tabakada ise durum tersidir, dolayisiyla paralel liflerle fuziform
hiicrelerin daha ¢ok baglantist bulunmaktadir. Granil hiicrelerden kaynaklandig: distinilen
spontan ve uzun siiren EPSP’ ler bu nedenle genelde fuziform hiicrelerden kaydedilmektedir
(52).

Paralel lifler fuziform hicrelerin apikal dendritleri ve cartwheel hiicreler ile direkt
baglant1 kurar. Paralel lifler myelin icermezler. Fuziform hicreler aym zamanda derin
tabakada sonlanan myelinli tip bir isitme liflerinden dogrudan eksitator ve ttberkuloventral
hiicreler araciligiyla da dolayli olarak inhibitor uyar: alirlar (51).
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Akustik sinir uyarildiginda DKN’'de 1 milisaniye latansla bir EPSP olustugu
gbzlenmektedir. Erken ve hizli EPSPyi siiperimpose olan yavas bir depolarizasyon (yavas
yukselen EPSP) izler. Daha sonra erken ve geg | PSP ler gorilmeye baslar. Erken IPSP' lerden
tuberkuloventral hiicreler, hizli EPSP den paralel lifler, yavas EPSP den genellikle fuziform
hiicreler sorumlu tutulmaktadir. Fuziform hiicrelerin asil 6nemi ise eksitasyon ve inhibisyon
arasinda yukarida bahsedildigi sekilde bir denge kurmalaridir (51).

Tinnitus Patofizyolojis, Dorsal Koklear Nukleus ve Snaptik Plagtisite

Tinnitusta patofizyolojik streg ile ilgili belirsizlikler ilk olarak 1948'de Gold
tarafindan tinnitus yakinmast olan saglikli normal koklealarda varligi gosterilen ve tinnitus
oldugu belirtilen spontan oto akustik emisyonlar (SOAE) ile gindeme getirilmistir (55).
Ancak SOAE’ler baskilandiginda tinnitusun devam ettiginin ve tinnitusu olmayan saglam
koklealarda da SOAE varligini gosterilmis olmast sonucu bu disiince zamanla kabul
gbrmemeye baslamstir (14).

Jastreboff ise dis tlly hiicresi (DTH) ve i tiy hiicresi (IiTH) arasindaki uyusmazligin
tinnitusa neden olabilecegini 6ne sirmistir. Bu teoriye gore, Corti orgammn parsiyel
hasarinda ITH’ lerin saglam kalip, DTH’lerin etkilendigi durumlarda, tektoriyal membran ve
bazal membran arasindaki baglant: bozularak, tektoriyal membran ITH'lerin siliasina
carpmaya baslayarak bu hiicreleri depolarize etmektedir. Isitsel afferentlerdeki bu tarz bir
modifikasyonun tinnitus algisina neden oldugu ©One strtdlmistdr. Tinnitus yakinmas: ve
yuksek frekanslarda isitme azligi olan bireylerde, tinnitus frekanslariyla isitme kaybinin
basladig: frekansin ¢cakismasi bu teoriyi destekler nitelikte olsa da bu sarti salamayan olgulara
da literatirde siklikla rastlanmaktadir (6, 14, 56).

Koklear norokimyasal degismelerin tinnitus nedeni olabilecegi yoninde gorusler
biyokimyasal model olarak amlmaktadir. Bu teori, tinnitus yakinmasi olan Kisilerin; stres,
anksiyete ve gjitasyona meyilli olduklarim gosteren klinik gézlemlere dayanmaktadir. Buna
gore, stresle baglantil1 endojen dinorfinler, sodyum salisilatin spontan noral aktiviteyi artirici
etkisine benzer sekilde koklea icersindeki glutamatin uyarici fonksiyonunu giiglendirmektedir
(14).
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Isitsel sistem dhis1 nedenlerle tinnitus olusabilecegine yonelik gorusler de literatiirde
yerini bulmustur. Jastreboff tarafindan 1996'da yayinlanan norofizyolojik model, isitmesi
tamamen normal olan kisilerde de tinnitusun gorulebilecegi, bunun yam sira zamanla alisma
sonucu tinnitusun yadsinabilecegi veya olumsuz duygusal durumlarda tinnitusun
guiclenebilecegi gozlemlerine dayanarak, isitsel algi, emosyonel ve reaktif sistemlerin tinnitus
olusumundan sorumlu olabilecegi hipotezine dayanmaktadir. Modelin sematik ¢iziminde
isitsel ve diger kortikal alanlar, isitsel bilincalti merkezler, limbik sistem, periferik isitme
yollari, otonom sinir sistemi ve ortaya ¢ikan reaksiyonlar arasinda ¢ok yonli ve geri beslemeli
baglantilar resmedilmektedir (57).

Evans ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen teori ise tinnitusta esas patofizyolojik
sirecin koklear sinirdeki spontan asir1 aktivite oldugunu 6ne sirmektedir. Daha 6nce Kiang
tarafindan kanamisin ile kediler tzerinde yapilan kronik koklea hasarinin spontan aktiviteyi
azalttigi gosterilmis olsa da, Evans kedilerde, insanda tinnitus olusturan doza esdeger kan
sdlisilat dozlarimin spontan aktiviteyi artirict nitelikte oldugunu kanitlamustir. Tyler, bu
durumu metodolojik bir farklilik olarak agiklayarak, koklear sinirin tek bir Unitesinden
yapilan kayitlarin hiperaktivitenin varligint gosteremeyebileceginin altim ¢izmis ancak
tinnitus patogenezinde koklear sinirde hiperaktivite olduguna katilmistir (58-60).

Tdm bu tartisgmalar surerken, koklear sinirin Ustlindeki seviyelerde gozlenen asiri
aktivitenin de tinnitus nedeni olabilecegi goriUsleri ortaya atilmaya baglamistir. Yapilan
calismalarda, yogun sese (akustik travma) maruz kalan hemstirlarda spontan dorsal koklear
nikleus (DKN) aktivitesinde artis, aym durumdaki cingilyalarda ise hem DKN hem de
inferior kollikuluste hiperaktivite kaydedilmistir. Farkli tirler Gzerinde farkl: arastirmacilar
tarafindan devam ettirilen calismalar yogun ses maruziyetinin DKN ve inferior kollikulus
basta olmak Uzere afferent isitsel sistemde spontan hiperaktiviteye neden olabilecegi yoninde
sonuglanmustir (13,64).

Bu deney ve gozlemlerden yola ¢ikan Eggermont, isitme liflerinin bir kisminda
olusacak senkronize aktivitenin tinnitus algistm dogurabilecegini 6ne sirmistir (62).
Eggermont ayrica, deney hayvanlarinda tinnitus modeli olarak asir1 gordltd, salisilat, kinin,
sisplatin ve aminoglikozit antibiyotiklerin uygulanmasindan sonra isitme sinir liflerinde
spontan atesleme hizinin azaldigi veya bazen de aymi kaldigini, ancak santral isitsel sistemde
periferik liflerin aksine spontan aktivitenin arttigin1 gdzlemlemistir (13,64). Bu santral yapilar,
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DKN, inferior kollikullisiin eksternal gekirdegi, primer ve sekonder isitme kortekderi olarak
belirlenmistir. Primer isitme korteksinden, gurdlti maruziyetinden iki saat sonra alinan
kayitlarda spontan atesleme hizimin dncesine gore belirgin arttigi gosterilirken, Kaltenbach
tarafindan benzer yontemle yapilan bir ¢alismada DKN'nin gurdlti maruziyetinden iki- G¢
gun sonra hem spontan atesleme hizinda hem sesle uyarilan aktivitesinde artis ortaya
konulmus ve bu degisikliklerin bir c¢esit sinaptik plastisite oldugu 0One surdlmustir
(13,61,64,69).

Insanlar Uzerinde yapilan arastrmalarda, henliz gurilti maruziyetinin  DKN
hiperaktivitesine yol actigim1 gostermek icin yeterli kanita ulasilamamistir ancak, DKN'nin
insanda tinnitus modilasyonunda gorevli oldugunu One siren calismalara literatirde
rastlanmaktadir. Soussi ve Otto’'nun 1994'te yaptiklari arastirmalarinda, DKN yiizeyine
dogrudan uygulanan elektrik uyarisinin tinnitus siddetini yedi hastadan altisinda azalttig:
gogterilmis ve bu durum sinaptik plastisite ile agiklanmstir (65).

Tinnitusta Dorsal Koklear Nikleus aracil: Snaptik Plastisite

Tinnitusta plastisite, mekanizmalar: tetikleyen olaylarin farkliligina gére dort gruba
ayrilmaktadir. Bu mekanizmalar kisaca sOyledir (9):

1) Hasarla uyar:lan plastisite:

Bir patolojik durum nedeniyle i¢ kulaktan gelen normal inputun anatomik veya
fonksiyonel olarak azalmasi veya kaybolmasi ile ortaya ¢ikan tinnitustur. isitme sinirinin
anatomik olarak hasarlanmasi veya asir1 uyariimasi sonucu tahrip olmas: (eksitotoksisite) ve
dis thy hiicresi (DTH) hasar1 bu durumun nedeni olabilmektedir.

2) Temporal plastisite:

Dis kosullarda bir degisiklik olmaksizin, tinnitusun siddetinde, stiresinde veya pik
yaptig1 frekansta meydana gelen degisiklikleri tanimlamaktadhr.
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3) Uyarana bagl: plastisite:

Akustik stimulasyon nedeniyle olusan, ancak uyar: kaybolduktan sonra ortaya cikan
degisiklikleri ifade etmektedir. Alisma ve rezidiel inhibisyon bu teori ile agiklanmaktadir.

4) Modulator plastisite:

Isitsel olmayan merkezlerin aktivasyonu ile tinnitus algisinda olusan degisiklikleri
icermektedir. Somatik tinnitus olarak adlandirilan durum bu grup igerisine alinmaktadir.

Bu dort grup plastisite mekanizmasi icerisinde DKN'nin rolii hasarla indiklenen
plastisitede net degilse de, diger ticli icin bilyik onem arz etmektedir. isitme kayb:, DTH veya
ITH hasar1 ya da akugtik sinir zedelenmesinde DKN hiperaktivitesi goriilmeksizin de tinnitus
olabilirken sadece isitme sinirinin asirt uyaridmast sonucu haraplanmasi durumlarinda
DKN’de LTP gibi aktivite bagiml1 bir hiperaktivite olabilecegi iddia edilmektedir. Ote yandan
temporal plastisitede, isitme korteks ve retikiler formasyondan aldig: inputlar araciligiyla
DKN'nin dikkat ve uykululuk durumlarinda farklilasan tinnitus algisina yol agabilecegi,
uyarana bagili plastisitede gorilen rezidiel inhibisyon veya alismamin da aslinda DKN’de
meydana gelen bir c¢esit STD olabilecegi cesitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.
Modulatér plastisitenin ise DKN’deki fuziform htcrelerin ipsilateral somatosensoriyal
yapilarla olan baglantilar1 sonucu ortaya ¢iktig: ifade edilmektedir (9).
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GEREC ve YONTEMLER

Deney Hayvanlari ve Gruplar

Bu calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi tarafindan Gretilen,
yetistirilen ve bakimlar1 saglanan 30 adet postnatal 16 gunlik BALB/c fare kullanildh.
Deneyler, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastrmalar Merkezi ve Fizyoloji
Anabilim Dalr' nda Ocak — Mart 2011 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Deneylerle ilgili ttim
islemler icin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Baskanligr’ ndan 09.12.2010
tarih ve 118 sayil1 kararla etik kurul onay: alind.

Fareler deney haricinde annelerinin yaninda, her bir aile, yavru sayisina uygun
Olcllerde bir kafeste olacak sekilde, 22+1°C'lik sicaklikta, 12 saat gundiz 12 saat gece
periyodunda suni isiklandirilan laboratuvar ortaminda barindirildi. Deney hayvanlarinin
beslenmesi, deney sliresi disinda anneleri tarafindan emzirilmeleriyle gerceklesti.

Genel durumu kott (sakat, yarali, az hareketli) olan, davranis deneyleri esnasinda
epileptik nobet gegiren, deneyler tamamlanmadan Olen, isitme esik dizeyleri agisindan
bakildiginda ise akustik travma dncesinde ve kontrol grubunda 90 dB SPL saf ses, akustik
travma sonrasinda da 100 dB SPL saf ses uyarisina bes saniye igerisinde startle refleks yaniti

vermeyen hayvanlar deneyden ¢ikarildh.
Deney hayvanlari 15'i kontrol, 15'i akustik travma olmak Uzere iki gruba ayrild:.

Pogstnatal 16. gunde davrams deneyleri uygulanan fareler postnatal 17. ginde giyotin ile
sakrifiye edildi; izole edilen DKN’leri WCPC ile elektro fizyolojik incelemeye alindi.
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Davrams Deneyleri

Sartle Refleks Sires ve Boslugu Algilama Siresi Olglimleri

TUm davranis deneyleri, 75x90x60 cm boyutlarinda kapakli bir kutu seklindeki 50 dB
ve daha dusik ses siddetini absorbe etmek Uzere dizayn edilmis bir sessiz kabin icersine
yerlestirilen, 30x30x40 cm boyutlarindaki Startle Kafesi igerisinde yapildi. Sessiz kabin igin
dis Olclleri yukarida verilen kutu 18 mm kalinligindaki suntalam ile hazirlandi. Suntalam
icerisine bosluk kalmayacak sekilde 2 cm kalinliginda 10 dansite yogunlugunda beyaz strafor
désendi. Bunun ic yiiziine de 3 cm kalinliginda 40 kg/m® yogunluklu tas yiinii ve onun ig
tarafina da 3 mm kalinhiginda esnek kontraplak dosenerek, ylzeyler arasinda bosluk
kalmayacak ve kapak tam olarak kapanacak sekilde sabitlendi. Kabinin tavanina yerlestirilen
led aydinlatma ile kabin iginin aydinlatilmasi saglandh.

Disaridan kontrollu bir bilgisayar program: araciligiyla startle kafesinin hemen Uizerine
yerden yuksekligi kafesin kendi yuksekligi kadar (30 cm) olacak sekilde yerlestirilen
piezoelektrik 15 cm ¢apli hoparldr ile 6000 Hz 90 dB, 100 dB ve 120 dB SPL saf ses
verilmesi saglandi. Sesin hoparlorden c¢ikis1 kalibre edildi. Ses siddeti deney hayvanlarinin
literatirde o yas grubu icin daha Once tammlanms isitme esigi Uzerine olusturulmasi
hedeflenen 25 dB’ lik tahmini tinnitus siddeti eklenerek belirlendi.

Deneyler sirasinda fareler aym gozlemci tarafindan, sessiz kabin igerisinde tabanda
bulunan, Startle Kafesini tam olarak goruntileyen ve sessiz kabin disinda bir bilgisayara
baglanan HD kamera ile stirekli monitorize edildi. TUm veriler kayit altina alindi.

Kullanilan sessiz kabin, startle kafesi ve HD kamera Inter Medkom Elektronik San ve
Tic. (Izmir, Turkiye) tarafindan saglanch. Kullamlan seslerin olusturulmas: ve piezoelektrik
hoparldrlerin temini ile akustik sistemin kalibrasyonu Dokuz Eylil Universitesi Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dal1 Odyoloji Unitesi tarafindan gergeklestirildi.
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Sekil 7. Startle kafesi ve sessiz kabin

Her fare davrams deneylerine tek basina alindi. Deneyler giinde Ug defa her biri 15
dakikalik periyotlar halinde saat 09:00 ile 13:00 arasinda uygulandi. Deneyler arasinda en az
60 dakikalik aralar verilip bu esnada yavru hayvanlar annelerinin yanina birakilarak dinlenme

ve beslenmeleri sagland:.

Ik olarak postnatal 16. giinde deneye alinan farelere her 15 dakikalik testte minimum
15, maksimum 60 saniye sireli rastgele dort sefer 90 dB SPL 6 kHz saf ses verilerek SRS leri
kaydedildi.

Her 15 dakikalik deneyde rastgele dort sefer verilen sesli uyari disginda kalan
sessizligin oldugu sire bosluk olarak isimlendirildi. Farelerin boslugu fark ettikleri ana kadar
gegen sire, BAS olarak belirlendi. Farelere, boslugu fark etmeleri icin Ust sinir olarak 60
saniyelik siire verilerek, bu sire icerisinde boslugun algilandigini belirtir bir refleks
alinamadhysa BAS degeri istatistiksel hesaplamalarin yapilabilmesi icin, “60 saniye” olarak
kayda gecirildi. SRS ve BAS degerlerinin 6lcimi kronometre ile yapildi. Her deneyde dort
adet SRS ve BAS elde edilerek, 3 periyot sonunda bir fareden 12’ ser sonug alindi. istatistiksel
analizlerde bu 12 sonucun aritmetik ortalamalar1 kullanildh.



Akustik Travma Proseduru

Akustik travma igin yine sessiz kabin ve startle kafesi icinde akustik travma grubuna,
16. gunde SRS ve BAS olctimleri yapilmis her fareye saat 19:00 ile 24:00 arasinda 6 kHz 120
dB SPL saf ses bes saat sireyle verildi. Akustik travma sonrasinda deney hayvanlari tekrar
annelerinin yanina birakildi.

Elektrofizyolojik Deneyler

Beyin Kesitlerinin Hazrlanmas:

Postnatal 17. glinde fareler dekapite edilerek her iki DKN’lerinden koronal dilimler
hazirlandi. Dekapitasyon sonrasi bas serum fizyolojik icerisine konuldu. Beyin kafatasindan
cikartildiktan sonra midkollikiler seviyeden koronal olarak kesilerek kaudal kismin rostral
yuzeyi teflon blok tzerine sinoakrilat yapistiric (Superglue) ile sabitlendi. Daha sonra DKN,
her bir dilim 180 pum kalinlikta olacak sekilde salimmli doku dilimleyicisi (Frederick Haer,
Newbrunswick, ME, USA) ile kesildi ve kesitler dinlenmeleri icin taze hazirlamp oksijen ile
doyurulmus 33 santigrat derecede eksternal soliisyon icine birakildi. Kayitlar icin kesitler,
oksijen ile doyurulmus eksternal soliisyonun 5 ml/dk perfiize edilmekte oldugu baska bir
bolme icerisine alind:.

Fuziform Hucrderin Tantnmase

Kesitlerdeki hiicreler x63 su immersiyon objektifinde diferansiyel interferans optik
(Axioscope FS, Zeiss) araciligiyla goruntulenerek, morfolojik 6zellikleri vasitasiyla tanind.
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Soltisyonlar

Eksternal soliisyon, pH’s1 7.4 ve 25-31 santigrat derecede olacak sekilde, mM olarak
130 NaCl, 3 KCI, 1.2 KH2PO4, 2.4 CaCl2, 1.3 MgS0O4, 20 NaHCO3, 3 HEPES (4-2-
hidroksietil-1-piperazinethansuffonik asit), 10 glikoz, %95 O2 ve %5 CO2 ile doymus su ile

hazirlandi. Bu solusyon, kesitlerin hazirlanmasi ve inkibasyonu igin kullanildi.

Current Clamp olgimlerinde kullanilan eksternal soltisyon, pH 7.4'te ve mM olarak
138 NaCl, 3 KCl, 2.4 CaCl2, 1.3 MgCl2, 10 HEPES, 10 glikoz; Voltage Clamp 6lctimlerinde
kullanilan eksternal soliisyon ise pH 7.4'te ve mM olarak 135 tetraetilamonyum (TEA)
klorid,10 CsCl, 10 4-aminopiridin (4-AP), 5 CaCl2, 10 HEPES, 10 glikoz icerirecek sekilde
hazirland.

Olgiim srasindaki hatalari minamalize etmek icin, diisiik rezistansli (3-4 MW) cam
mikro pipetler kullarildi. Pipetler dis ¢apr 1.2 mm olan borosilikat camdan ¢ekil ve icleri mM
olarak 110 potasyum glukonat, 9 HEPES, 9 EGTA, 4.5 MgCl2, 14 fofsokreatinin (Tris salt), 4
ATP (Nasalt) ve 0.3 GTP (Tris salt) iceren, pH’ st KOH ile 7.4 olan solisyon ile dolduruldu.
Kullanilan tim kimyasallar Sigma’ dan (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
elde edildi.

Tum Hicre Yama Kenetleme Kay:tlar: ve LTP Protokol Ui

Current ve Voltage Clamp kayitlari Axopatch - 200A Amplifikator kullanilarak
uygulanan standart WCPC yontemiyle elde edildi. Veriler, 5-10 kHz alcak frekans filtreden
gegirildi ve 10-40 kHz' de 6rneklenerek Digidata 1320 Ara Yizey (Axon Instruments, Foster
City, CA, USA) ile sayisallastirildi. Bu veriler hem bir grafik kaydedici program hem de IBM
kisisel bilgisayara aktarild.

Stimulus Uretimi, verilerin kaydi ve sayisallastirilmis verilerin deney sonrasi analizi
pClamp Y azilimi (versiyon 8.03; Axon Instruments) ile yapild.
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WCPC igin yuksek rezistansli muhurleme (91 GW) kullamldi. Tim kayitlardaki -12
mV’luk kavsak potansiyeli telafi edildi. Her 30 saniyede bir kayit alindi. Kayitlarda EPSA
degerleri kullamld.

LTP Protokolt icin Fuziform Hicre -80 mV’tan -30 mV'a depolarize edilirken,
molekiler tabakaya 20 saniye interval ile iki defa 100 Hz frekansl bir saniye sireli uyari
verildi. EPSA amplitidleri -80 mV’ta 0,1 Hz te monitorize edildi.

Bazal EPSA kayd: her fuziform hiicreden ilk bes dakikada, her 30 saniyede bir alinan
10 kayittan olustu. LTP protokolu yuksek frekansli stimilasyondan (YFS) sonra ise
hiicrelerden saglikli ve istikrarli olarak 20 dakika boyunca daha kayit alinabildi. Bazal degerin
ortalamasi ile YFS sonrasi 5,5-10, 10,5-15 ve 15,5-20. dakikalar arasindaki ortalama EPSA
degerleri hesaplanarak tim kayit siiresince bir hiicreden elde edilen EPSC trasesi grafiksel
olarak belirlendi. Bu islem, hicrenin saglikli bir sekilde LTP olusturdugunu veya hiicrede
LTP gbzlenmedigini ancak EPSA kayitlarinin alinmasi ve hiicrenin elektriksel 6zelliklerinde
bir bozulma olmadigini kantlamak amaciyla yapildi. Tutarliligi gostermek amaciyla Bu

degerler arasindaistatistiksel analiz de yapild: ve tutarsizlik olmadig: saptandi

15,5-20. dakikalardaki ortalama EPSC degerinde bazal degere gore %10 ve lzerinde
artis saptanmasi LTP gelisimi lehine degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Veriler aritmetik ortalama +/- Standart Sapma seklinde ifade edildi. “p < 0.05”
anlamli olarak kabul edildi. Akustik travma ve kontrol grubu BAS sonuglarinin
karsilastrmast Mann Whitney U, akustik travma grubunda travma oncesi ve sonrast BAS
degerlerinin kiyaslanmast Wilcoxon eslestirilmis orneklem testi, kontrol ve akustik travma
gruplarinda LTP nin olusumunun karsilastirilmas: ise Pearson Ki kare Testleri ile yapildh.
Istatistiksel hesaplamalar SPSS 16.0 istatistik program yardimiyla gerceklestirildi.
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BULGULAR

Kontrol (K) ve akustik travma (AT) grubunda travma 6ncesi ve sonrast 12 SRS ve 12

BAS degerinin ortalamalar1 asagidaki tabloda gorulmektedir. Her iki grupta SRS degeri

minimum bir, maksimum doért saniye olarak bulundu. K grubunda en kiiciik ve en blyik BAS

degerleri sirasiyla 3 ve 23 sn, AT grubunda akustik travma oncesi minimum BAS degeri 2,

maksimum BAS degeri 21 saniye olarak saptandi. AT grubunda akustik travma sonrasinda ise

en kucik BAS degeri 11, en blylk BAS degeri ise 60 saniye olarak bulundu.

Akustik Travma

Deney Akustik Travma | Akustik Travma | Akustik Travma Sonras BAS

Hayvanlari | Onces SRS (sn) | Sonras SRS (sn) | Onces BAS(sn) (sn)
AT 1 1,67 1,67 8,5 41
AT 2 1,67 1,42 11,67 44,75
AT 3 1,58 1,42 7,75 46,42
AT 4 1,83 1,33 9,17 34,83
AT5S 1,67 1,92 12,5 30,5
AT 6 1,33 1,33 8,25 35,83
AT 7 1,58 1,58 11,42 31,08
AT 8 1,33 1,75 10,83 38
AT 9 15 1,67 11,08 30,67
AT 10 1,5 1,92 9,25 33,58
AT 11 1,42 1,08 10,58 39,33
AT 12 1,25 1,33 9,08 42
AT 13 1,5 1,25 7,33 38,5
AT 14 1,17 1,25 7,33 34,67
AT 15 1,83 1,75 9 32,25
K1 2,17 : 9 :
K2 1,83 : 10,92 :
K3 2,17 : 8,58 :
K4 2,17 : 9,17 :
K5 1,83 : 7,92 :
K6 2 : 7 :
K7 2,08 : 8,75 ,
K8 1,92 : 10,67 :
K9 2 : 9,92 :
K 10 2,25 : 8,33 :
K11 2,25 : 11,42 :
K 12 1,5 : 11,67 :
K 13 1,5 : 10,08 :
K 14 1,33 : 15,5 ,
K 15 1,83 17,83

Tablo 2. Kontrol grubunda ve akustik travma grubunda akustik travma 6ncesi ve sonrasinda

“startle refleks siiresi” ve “boslugu algilama siiresi” degerleri
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Gruplarin travma 6ncesi bazal BAS degerleri (90 dB SPL saf ses diizeyinde) Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildiginda, anlamli farklilik saptanmadi. Bu degerler asagida
Tablo 3'te gorilmektedir.

Parametre Gruplar Olgiilen Standart P
Deger (sn) Sapma
Akustik Travma
Ortalama SRS (sn) 15222 0.19787
Kontrol 1,9222 0,28776
Akustik Travma
Ortalama BAS (sn) 9,9633 165472 0,604
Kontrol 10,4500 2,87897

Tablo 3. Akustik travma ve kontrol grubunda “boslugu algilama siiresi” ve “startle refleks

siresi” degerlerinin ortalamasi ve istatistiksel analizi

AT grubunda travma 6ncesi (90 dB SPL saf ses diizeyinde) ve sonrasi (100 dB SPL

saf ses diizeyinde) BAS degerleri Wilcoxon eslestirilmis orneklem testi ile karsilastirildiginda,

akustik travma sonrasi degerlerde istatistiksel olarak anlamli artis saptandi. Bu karsilastirma,
asagida Tablo 4'te belirtilmistir.

Parametre Gruplar Olgiilen Standart P
Deger (sn) Sapma
AT Onces
Ortalama SRS (sn) 15222 0.19787
AT Sonras 15111 0,25756
AT Onces
Ortalama BAS (sn) 9,5633 1,66472 0,001*
AT Sonras 36,8944 5,08055

Tablo 4. Akustik travma grubunda akustik travma oncesi ve sonrasinda “boslugu algilama

siresi” ve “startle refleks siiresi” degerlerinin ortalamasi ve istatistiksel analizi
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Her iki grubun YFS oncesindeki (ilk bes dakika) ortalama EPSA degerleri ile
sonrasinda 5,5-10. dk, 10,5-15. dk ve 15,5-20. dakikalardaki EPSA degerlerinin ortalamasi
asagida Tablo 5'te 6zetlenmistir.

Deney YFS Onces YFS Sonras YFS Sonras YFS Sonras
Hayvanlar: (0,5-5. dk) (5,5-10. dk) (10,5-15. dk) (15,5-20. dk)
Ortalama ESPA | Ortalama ESPA | Ortalama ESPA | Ortalama ESPA
(PA) (PA) (PA) (PA)
AT 1 164 225 205 192
AT 2 115 157 145 125
AT 3 90 205 169 184
AT 4 153 213 201 221
AT 5 95 165 163 144
AT 6 97 191 167 150
AT 7 292 382 378 386
AT 8 272 352 400 306
AT 9 58 89 89 59
AT 10 93 130 142 138
AT 11 114 252 260 236
AT 12 121 168 150 157
AT 13 116 172 176 156
AT 14 83 135 137 128
AT 15 122 175 183 179
K1 307 314 290 299
K2 236 250 238 218
K3 130 111 116 97
K4 291 347 332 359
K5 172 208 215 213
K6 58 103 79 62
K7 162 186 164 116
K8 127 111 116 98
K9 207 262 225 209
K 10 94 96 90 87
K11 86 110 88 92
K 12 138 162 152 151
K 13 77 82 73 64
K 14 187 176 175 172
K 15 69 77 74 73

Tablo 5. Yiksek frekans stimilasyon 6ncesi ve sonrasindaki 5,5-10, 10,5-15 ve 15,5-20.
dakikalar arasindaki ortalama “ eksitator post-sinaptik akim” degerleri
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Ortalama EPSA degerlerinde YFS oOncesine gore, 5,5-10, 10,515 ve 15,5-20.
Dakikalardaki artis miktarlar: ylizde cinsinden asagida Tablo 6’ da gorilmektedir.

Deney | 5510, dakikadaki % | 10,5-15. dakikadaki % 15520,
Hayvanlari ESPA artist ESPA artisi daklkad:rl?l :l/o ESPA
AT 1 37 %5 17
AT 2 36 26 9
AT 3 128 88 104
AT 4 39 31 44
AT5 73 72 51
AT 6 97 72 54
AT 7 31 29 2
AT 8 30 47 13
AT 9 53 52 2
AT 10 40 52 48
AT 11 121 128 107
AT 12 38 24 29
AT 13 48 52 35
AT 14 62 65 54
AT 15 44 50 47
K 1 2 6 3
K 2 6 1 8
K 3 15 11 26
K 4 19 14 23
K5 21 25 24
K 6 77 37 8
K 7 15 2 28
K 8 12 8 23
K9 27 8 1
K 10 3 -4 -7
K 11 28 2 7
K 12 17 10 9
K 13 5 6 17
K 14 6 7 8
K 15 12 6 6

Tablo 6. YiUksek frekans stimilasyon Oncesi bes dakikaya kiyasla yuksek frekans
stimilasyon sonrasi 5,5-10, 10,5-15 ve 15,5-20. dakikalar arasinda “eksitator post-sinaptik

akim” degerlerindeki artis ylzdeleri (Negatif degerler EPSA'’ larda bazale gore azalmay: ifade

etmektedir.)
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Gruplar 15,5-20. dakikalardaki % 10 ve Uzeri EPSA artist (LTP) ile diger EPSA
degisiklikleri agisindan Pearson Ki Kare Testi ile karsilastirildiginda AT grubunda LTP
gorilme sikligi K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiksek saptandi. Bu
veriler agsagida Tablo 7’ de gosterilmistir.

LTP(+)
Gruplar LTP (-) FareSayisa | LTP (+) Fare Sayisa | Farelerin P
Y lzdes
Akustik Travma 2 13 % 86,7
0,000*
Kontrol 13 2 % 13,3

Tablo 7. Kontrol ve akustik travma gruplarinda “uzun sireli guclenme (LTP)” gorilen
farelerin sayisi ve gruplar icindeki ylzdeleri

LTP olusumu, EPSA degerleri grafik haline getirildiginde daha net olarak gozlendi.
Bun 6rneklerden bir tanesi agagida Sekil 8’ de gorilmektedir.

EPSA (pA)
SO0 —
- ™
- - - --
LN | - -F
150 ey .
-
- - ---_ -
" u— - -
=] T T T T T T T T
- 4 -5 u] =] 10 15 20 25 =0

Zaman (sn)

Sekil 8. Akustik travma grubundaki alt1 numarali fareden elde edilen eksitator post-sinaptik
akim amplitudlerinde, yuksek frekans stimilasyon sonrasinda, 6ncesine gore uzun sireli
sinaptik guiclenme olustugunun gosterilmesi
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TARTISMA

DKN'nin ve DKN aracili sinaptik plastisitenin tinnitus etiyolojisinde énemli bir rol
oynadigina dair kanitlar son yillarda yapilan arastirmalarla gittikge artmustir. DKN, ilk defa
1996'da Kaltenbach ve arkadaslar1 tarafindan hemstirlar Uzerinde yapilan bir calismada
tinnitus Ureten sinyallerin kaynag olabilecegi yonundeki izlenimlerle dikkati ¢ektikten sonra,
yogun ses maruziyeti ile DKN’de olusan gerek spontan gerekse uyarilmis aktivite artisinin
ayrica sigan, fare, ¢ingilya ve gerbillerde de goruldigu farkli arastirmacilar tarafindan ortaya
konulmustur (9,10,13,61,64).

Bu calismalarda tinnitus modeli olarak secilen yogun ses maruziyetinin (akustik
travma) literalirde diger alternatiflerine oranla daha sik tercih edilen bir yontem oldugu
bilinmektedir. Akustik travma ile olusturulan tinnitusun bazi Ozellikleri karakteristiktir.
Tinnitusa, verilen sesin siddetine ve siiresine gore gecici veya kalici isitme kaybi eslik eder,
tinnitus akustik travma sonrasi hemen ortaya gikar ve akustik travma yaratmak igin yiksek
tonlar ve saf ses kullanildiginda, dar bant gurdlttiye gore tinnitus daha iyi olusturulur. Ayrica
akustik travma modelinde verilen ses frekansinin 0,5 oktav Uzerinde belirginlesen bir isitme
azlig1 olugmakta ve tinnitusun siddeti verilen bu frekansin 1 ile 1,5 oktav Uzerinde maksimum
degere ulasmaktadir. Bu farklilik tinnitus olusumu ile isitme kaybir gelisiminin farkl
patofizyolojik mekanizmalar Uizerinden olabilecegi dusiincesine yol agar (67). Ay siddetteki
kisa stireli travmaya ile kiyaslandiginda, uzun sireli akustik travmanin isitme diizeyini benzer
derecede bozmasina karsin tinnitusu daha iyi olusturdugu 6ne surtilmektedir (66,67).

Bu calismada kullamlan akustik travma protokoll, postnatal 16 gunlik BALB/c
farelerin isitme esik dizeyleri olan 6 kHz'te yaklasik 60 dB SPL dizeyi g6z oOnine
alindiginda literatiirdeki normal diizeyde isiten deney hayvanlarina uygulanan genellikle 100,
110, 120 dB SPL saf ses gibi siddet dizeylerinin tercih edildigi protokollerden farklichr
(8,64). Akustik travma prosediri icin tercih edilen yukarida belirtilen ses diizeyleri, normal
isiten deney hayvanlarina uygulanmakta iken, bu calismada kullamilan sesler postnatal 16
gunlik BALB/c farelerin isitme esikleri goz online alindiginda, ortalama 60 dB SPL saf ses
duzeyine denk gelmektedir. Calismamizda, postnatal 15-21. gunlerin isitme duyarliligi ve
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ototoksisite agisindan en hassas donem olmasindan yararlanilarak ve akustik travma siiresinin
mumkin oldugunca uzatilmas: saglanarak akustik travma modeli kullanildi (31,32,66,67).

Deney hayvanlarinda tinnitusun ve isitme esiklerinin belirlenmesi icin ise SRS ve
BAS olcumleri kullanilarak, AT grubunda akustik travma sonucu olusmasi 6ngoérilen 25
dB’lik tinnitus siddetini simile edebilecek dizeyde 6kHz 90 dB SPL saf ses dizeyinde
davranis deneyleri uygulanmistir. Teknik elverissizlikler (basin kictklugl, elektrodlarin basa
uyumsuzlugu ve kayit alinmasini engelleyecek sekilde gurtltt varligi, kayit alinabilen
durumlarda genel anesteziye bagli yogun denek kaybi) nedeniyle isitme esiklerinin ABR ile
saptanmasimn mimkin olamadigi bu calismada, SRS dlcimleri fisilt: diizeyinde ses siddeti
ile uygulanarak, deney hayvanlarinin isitme esiklerinin olabildigince hassas bir sekilde
olculebilmesi sagland.

Bu calismada, tim deney hayvanlarinin 6 kHz 90 dB SPL saf ses diizeyinde SRS
degerleri 4 saniye ve atinda elde edilerek ve tum deneklerin bu ses dizeyini duyuyor
olduklar1 goruldi (Tablo 2). BAS olcumleri agisindan kontrol ve akustik travma gruplari
kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gérilmemis (p=0,604) ve bdylece
iki grubun tinnitus varlig1 agisindan benzer oldugu ortaya ¢ikmustir (Tablo 3). Akustik travma
sonrasinda ise, Oncesine gore BAS sonuclarinda istatistiksel olarak belirgin farklilik gorilmis
olmast (p= 0,001) akustik travmamn bu grupta tinnitusa neden oldugunu kanitlamstir.
Akustik travma sonrasi davranms deneyleri 6kHz 100 dB SPL saf ses ile devam ettirilmis
ancak bu ses diizeyinde SRS degerleri 4 saniye ve altinda elde edilirken BAS degerlerinin
belirgin olarak yuksek saptanmasi, deney hayvanlarinda literatiire de uygun olarak segilmis
akustik travma modelinin belirgin bir isitme kaybindan ¢ok belirgin bir tinnitus olusturdugunu
ortaya cikarmustir (Tablo 4).

Fujino ve Oertel tarafindan 2003'te yapilan calismada gegici yogun elektriksel
stimulasyonun DKN (zerinde uzun sireli kalict noral etkiler olusturdugu izlenmistir.
Tzounopoulus ve arkadaglar: tarafindan benzer bulgular 2004 ve 2008 yillarinda yaptiklar:
calismalarda ortaya konulmustur. Bu uzun sireli kalict etkiler, fuziform hicrelere input
saglayan paralel liflerden kaydedilen LTP seklinde goze carpmustir. Cartwheel hticrelerde de
LTD olusabilecegi kamtlanmistir. Boylece, DKN icin paralel liflerde, denge icersinde
inhibitor ve eksitator birimler iceren bir plastisite devresi sematize edilmistir (11,63,70).



Cartwheel ve Fuziform hicrelerde meydan gelen LTP ve LTD’nin olusumunda
NMDA, AMPA, cssitli mGIuR, GABA reseptorleri ile kalsiyumun gorevli oldugu yapilan
calismalarda gosterilmis, hatta her iki hicrenin de reseptor subtipleri detayli olarak
cikartilmistir (11,12,68). Ayrica, hayvan modellerinde tinnitus tedavisi igin deneysel olarak
kalsiyum kanal blokerleri ve NMDA reseptor antagonistleri de kullamlmis ve bazi modellerde
basarilt sonuglar alinmastir (8, 13).

Calismamizda, AT grubunda, K grubuna kiyasla LTP nin anlaml: derecede yuksek
oranda saptanmast (p=0,000) bu agidan son derece ilgi ¢ekicidir (Tablo 7). Bu sonuca gére
tinnitusta DKN aracili LTP sikliginda bir artis izlenmistir. Fuziform hicrelerde WCPC ile
LTP incelenmesi konusunda literatiirde en sik referans gosterilen ¢alisma olan Fujino ve
Oertel’in 2003'te yaptiklar: arastirmalarinda, 18 fuziform hiicreden Y FS sonrasi 11 tanesinde
LTP gozlendigi belirtilmistir, fakat hicrelerin izole edildigi fareler tinnitus varligi veya

olusumu agisindan degerlendirilmemistir (11).

Sonug itibariyle, bu calisma igerisinde sbzii edilen bitin arastirmalar tinnitusta
sinaptik plastisitenin kuvvetli bir roli olabilecegini isaret etse de, tinnitusta DKN aracili
olabilecek bir sinaptik plastisitenin varligi hipotetik kalmistir. Tinnitus olusturulan deney
hayvanlarinin, 6ncesine ya da kontrol deney hayvanlarina gére DKN’lerinde LTP ve LTD
olusumu agisindan farliliklar olup olmadig: yoniinde ¢alismalarin yapilmamis olmast konu ile
ilgili en blyuk eksikliklerden sayilmaktadir (10, 11, 68).

Kontrol ve akustik travma gruplar: arasindaki tek degiskenin tinnitus oldugu bu

arastrma projemizde ise, saptatigimiz LTP sikhgindaki anlamli farkliligin tinnitus
patofgenezinde etkili oldugu ileri strilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Sinaptik plastisitenin tinnitus olusumundan sorumlu olmasi, gunimizde tinnitus igin
kullamimakta olan tedavi algoritmalarinin yeniden sekillenmesini de beraberinde getirecektir.
Yeni ve patofizyolojiye uygun olarak gelistirilen tedavi yontemlerinin ise bugin
uygulananlardan daha basaril1 olacag: distunulebilir.

Ancak bu calisma, konu ile ilgili literatirde yapilmis ilk kontrollt ¢alisma oldugu
icin, patofizyolojik mekanizmann tam olarak aydinlatilabilmesi agisindan benzer veya karsit

hipotezlerin denendigi farkli ¢alismalarin yapilmas: da gereklidir.

Bu calisma ile akustik travma modeli olusturulan tinnituslu farelerin DKN’ lerinde,
kontrol grubuna gore belirgin olarak yiksek saptanan LTP, patofizyolojik mekanizmada
sinaptik plastisitenin varliginin kanit1 olarak degerlendirildi.
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