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OZET

YILMAZ S. Giiriiltiiye maruz birakilan sicanlarda astaksantin kullaniminin
etkilerinin odyolojik ve histopatolojik olarak gosterilmesi, Baskent Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisiit Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Odyoloji Doktora Programai,
2024

Bu ¢aligmada, giiriiltiiye bagli isitme kaybina kars1 astaksantinin potansiyel koruyucu etkisi
ve isitme fonksiyonlarini koruyabilme kapasitesi arastirilmistir. Caligmada, toplam 25 erkek
Wistar albino sican kullanilarak 5 farkli grup (her grup i¢in n=5) olusturuldu. Gruplar;
kontrol (sadece serum fizyolojik verilen grup), giiriiltli, giiriiltii+ serum fizyolojik grubu,
sadece astaksantin verilen grup ve giiriiltii+ asraksantin grubu olarak 5 gruba ayrildi.
Glirtilti uygulamast 120 dB SPL siddetinde 4 kHz dar bant ile 4 saat boyunca
gerceklestirildi.  Astaksantin; giiriiltii sonrasinda, 10 mg/kg dozda 5 gilin boyunca
intraperitonal yolla uygulandi. Deneklerin isitme fonksiyonlar1 Distorsiyon Uriinii
Otoakustik Emisyon (DPOAE) testi ile 1, 2, 4, 6, 8 kHz’de ve Isitsel Uyarilmis Beyinsap1
Cevaplari (IUBC) testiyle 4, 8, 12, 16, ve 32 kHz’de degerlendirildi. Degerlendirmeler; 6n
test (0. Giin), giiriiltii sonras1 1. Giin, 7 glin ve 21. Giinde yapildi. 21. Giin son testler
yapildiktan sonra sakrifikasyon ve temporal kemigin diseksiyonu gergeklestirildi.
Histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler yapilarak, astaksantinin koruyucu
etkisi analiz edildi.ABR testlerinde, 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz frekanslarinda giiriiltii grubu ve
astaksantin tedavi grubu arasinda 1., 7. ve 21. giinlerde anlamli farklar bulundu. DPOAE
testinde, 2, 4 ve 6 kHz’de 1. giinde anlamli farklar elde edildi, ancak 8 kHz’de 1. ve 21.
giinlerde anlamli fark gozlendi. Astaksantin verilen grupta, 1. glinden 21. giine kadar sinyal-
giiriilti oranlarinda artis egilimi goriildii. Histopatolojik incelemelerde, astaksantinin
giiriiltiye maruz kalan gruplarda doku hasarini azalttigt ve hiicresel diizeyde koruma
sagladig1 tespit edildi.Sonug olarak; Astaksantinin giiriiltii kaynakli isitme kaybina karsi
koruyucu etkisi oldugu ve isitme fonksiyonlarmin korunmasinda potansiyel etkinin

olabilecegi gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Astaksantin, Giiriiltii Bagl Isitme Kaybi, Antioksidan
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ABSTRACT

YILMAZ S. The audiological and histopathological effects of astaxanthin in rats
exposed to noise Baskent University Institute of Health Sciences, Department of

Otorhinolaryngology, Audiology Doctorate Program, 2024

This study investigated the potential protective effect of astaxanthin against noise-induced
hearing loss (NIHL) and its capacity to preserve auditory functions.In the study, 5 different
groups (n=5 for each group) were formed using a total of 25 male Wistar albino rats. The
groups were divided into 5 groups as control (saline only group), noise, noise+ saline group,
astaxanthin only group and noise+ astaxanthin group. Noise presented to rats with 4 kHz
narrow band at 120 dB SPL for 4 hours. Astaxanthin was administered intraperitoneally at
a dose of 10 mg/kg for 5 days after noise. Hearing functions of the subjects were evaluated
by Distortion Product Otoacoustic Emission (DPOAE) test at 1, 2, 4, 6, 8 kHz and Auditory
Evoked Brainstem Potentials (ABR) test at 4, 8, 12, 16, and 32 kHz. The evaluations were
performed at pretest (Day 0), post-noise Day 1, 7 days and 21 days. On day 21, sacrification
and dissection of the temporal bone were performed after the final tests. Histopathological
and immunohistochemical examinations were performed and the protective effect of
astaxanthin was analysed. As a results in the ABR tests, significant differences were
observed between the noise-exposed and astaxanthin-treated groups at frequencies of 4, 8,
12, 16, and 32 kHz on days 1, 7, and 21. In the DPOAE test, significant differences were
found at 2, 4, and 6 kHz on day 1, while at 8 kHz, significant differences were observed on
days 1 and 21. In the group treated with astaxanthin, an increasing trend in the signal-to-
noise ratio was observed from day 1 to day 21. Histopathological examinations revealed that
astaxanthin reduced tissue damage and provided cellular protection in the groups exposed to
noise. In Conclusion the study demonstrated that astaxanthin has a potential protective effect

against NIHL and may be effective in preserving auditory function.

Keywords: Astaxanthin, Noise-Induced Hearing Loss, Antioxidant
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GIRIiS

Giiriiltiiye bagl isitme kayb1 (GBIK), modern toplumda yaygin bir saglik sorunudur
ve Ozellikle yiiksek giiriiltli seviyelerine maruz kalan is¢ilerde 6nemli morbiditeye neden
olur. I¢ kulakta bulunan hassas dis tiiylii hiicrelerin giiriiltii kaynakli hasari, GBIK'nin
temelini olusturur. Bu hasar, oksidatif stres ve enflamasyon gibi karmasik mekanizmalarla

tetiklenir ve geri doniislimsiiz isitme kaybina yol agabilir.

Bu baglamda, son yillarda yapilan aragtirmalar, giiclii antioksidan ve anti-enflamatuar
ozellikleriyle bilinen astaksantine odaklanmistir. Astaksantin, dogal olarak olusan bir
karotenoid pigmentidir ve deniz iiriinlerinde bol miktarda bulunur. Cesitli hastalik

modellerinde oksidatif stresi azaltma ve hiicresel hasar1 6nleme potansiyeli gosterilmistir.

Bu calismada, astaksantinin GBIiK'ya karsi koruyucu etkisi, deneysel bir sican
modelinde incelenmistir. Sigcanlar, belirli bir siire boyunca kontrollii bir sekilde giiriiltiiye
maruz birakilmis ve ardindan astaksantin tedavisi uygulanmistir. Isitme fonksiyonlari, isitsel
beyin sapt yaniti ve distorsiyon {iriinii otoakustik emisyon testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ayrica, koklear dokularda histopatolojik analizler yapilarak,
astaksantinin giiriilti  kaynakli hasara karsi yapisal koruma saglaylp saglamadigi

arastirilmastir.

Bu calismanin sonuglari, astaksantinin GBIK'ya kars1 potansiyel bir koruyucu ajan
olarak kullanilabilecegine dair dnemli bilgiler sunmaktadir. Elde edilen veriler, astaksantinin
GBIK’nin &nlenmesi ve tedavisi igin yeni stratejiler gelistirmede &nemli bir rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Isitme Sisteminin Yap1 ve Fonksiyonlar

Isitme duyumuzun karmasik yapisi, ses dalgalarmin alinmasimdan anlamli sinyallere
doniistiiriilmesine kadar bir dizi asamay1 igerir. Bu siiregte kulak, sadece pasif bir alic1 olarak

degil, ayn1 zamanda sesin temel 6zelliklerini analiz eden aktif bir organ olarak gdrev yapar

(1,2).

Dis kulagin isitmedeki temel rolil, sesi toplayip kulak zarina iletmek ve bu sirada belirli
frekanslar1 amplifiye etmektir. Kulak kepgesinin ortasinda yer alan konkav yapi, yaklagik 5
kHz frekansindaki ses dalgalariyla rezone olarak bu frekanstaki seslerin daha belirgin
duyulmasini saglar (3,4). Dis kulak kanali ise 2.5-4 kHz arasindaki frekanslarda rezone olur
ve bu araliktaki seslerin siddetini artirarak orta kulaga iletir. Dolayistyla sesler timpanik

membrana 1.5-7 kHz aras1 5-20 dB amplifikasyon ile ulasir(4,5)

Orta kulagin isitmedeki temel rolii ise, hava dolu yapisiyla kokleanin sivi dolu ortami
arasinda bir koprii gorevi goriir. Bu gegis sirasinda, orta kulaktaki 6zel yapilar, empedans
eslestirici bir transformatdr gorevi ile iletilmesini saglar (6,7). Orta kulagin dig duvarini, yari
saydam bir zar olan timpanik membran olusturur. I¢ kisimda ise, birbirleriyle eklemlesmis
malleus, incus ve stapes vasitastyla akustik titresimleri i¢ kulaktaki sivi dolu ortama aktarir
(8). Timpanik membranin titresen yiizey alani, stapes tabaninin alanindan yaklagik 17 kat
daha genistir. Bu da gelen ses enerjisinin yaklasik 27-34 dB kadar yiikseltilerek i¢ kulaga
gonderilmesini saglar. Buna bagli olarak hava ortamdan s1vi ortama gecerken ses enerjisinin
kaybedilen miktarinca enerji tamamlanir ve i¢ kulaga gonderilir (9). Bunlara ek olarak; orta
kulakta ayrica, ses titresimlerinin kontroliinde goérev alan iki kiiclik kas bulunur: tensor
timpani ve stapedius. Tensor timpani kasi, malleusa baglidir ve yliksek seslere karsi timpanik
membrant gererek i¢ kulagi korur. Stapedius kasi ise stapes'e baglidir. Bu kas, yiiksek seslere
kars1 stapes'in hareketini aksutik refleks ile sinirlayarak i¢ kulagin asir1 uyarilmasini engeller

(10-12).



I¢ kulaga orta kulaktan iletilen ses enerjisi, burada siv1 titresimlerine déniistiiriilerek
duyu hiicrelerini harekete gecirir. Ayn1 zamanda gelen sesin bazi temel 6zelliklerini de analiz
ederek isitsel bilginin daha detayli bir sekilde islenmesine katkida bulunur. Bu 6n analiz,
isitsel sinir sistemi tarafindan daha ileri seviyede islenecek olan sinyallerin olugsmasini saglar
(13). Koklea yaklasik 2,5 turnden olusan 25 mm uzunlugunda bir yapidir. Kemik ve
membrandz labirent olmak {izere 2 kisimdan olusur. Scala tympani ve scala vestibul arasinda
kalan scala mediayz; scala vestibuliden ayiran Reissner membrandir, scala timpaniden ayiran

ise baziler membran mevcuttur (13,14).

1.1.1. Korti

Kokleanin duktus koklearisinde yer alan Korti organin; iistiinde skala media'da
bulunan tektorial membran ile temas halindedir. Altinda ise skala media'nin tabanim

olusturan baziler membran iizerinde yer alir (15).

Baziler membran, kokleanin tabaninda dar ve sert iken, apekse dogru giderek genisler
ve daha esnek hale gelir (16). Baziler membranin sese tepkisi temelde mekaniktir. Gelen ses
dalgalar orta kulak kemikg¢iklerinden gecerek oval pencereyi harekete gecirir. Bu titresim,
stvi dolu koklea i¢indeki baziler membran boyunca ilerleyen bir dalga baslatir (Sekill.1.)

(17,18).

Reissner Membran stria vaskiilaris stria vaskiilaris
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Sekil 1. 1. isitme 6ncesi ve sonras1 kortinin durumu



Membranin degisen sertligi ve genisligi nedeniyle, ilerleyen dalga sesin frekansina
bagli olarak belirli bir yerde tepe yapar. Yiiksek frekansli sesler sert tabanin yakininda
maksimum yer degistirme yaratirken, diisiik frekansl sesler daha esnek tepeye dogru zirve
yaparak daha uzaga gider. Belirli frekanslarin membran boyunca farkli yerleri uyardigi bu

tonotopik organizasyon, frekans bilgisinin kodlanmasi i¢in ¢ok énemlidir (13).

Baziler membranin hareketi, isitme sisteminin duyusal reseptorleri olan tiiy
hiicrelerinin aktivasyonu ile yakindan baglantilidir. Corti organi i¢gindeki membran {izerinde
yer alan tliy hiicreleri, membran hareketine yanit olarak yon degistiren stereosilyalar ile
kaplidir. Bu yon degistirme tiiylii hiicrelerin iizerindeki stereosilyalar1 biiker ve bir dizi
ektrokimyasal olay: tetikler. Tiiy hiicreleri mekanik enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiriir
ve bu enerji ses dalgalarinin noral aktiviteye kritik doniisiimiinii gerceklestirerek spiral

ganglion olarak adlandirdigimiz bipolar néronlarmin depolarizasyonunu baglatir (19,20).

Baziler membranin rolii pasif frekans analizinin 6tesine uzanir. Ozel bir sag hiicresi
tiiri olan dis sa¢ hiicreleri elektromotiliteye sahiptir, yani elektriksel uyarima yanit olarak
uzunluklarini degistirebilirler. Koklear amplifikator olarak bilinen bu aktif siireg, 6zellikle
diisiik siddetteki sesler i¢cin baziler membranin titresimlerinin hassasiyetini ve frekans
seciciligini artirir. Rezonans frekansinda hareket eden dalgay1 yiikselterek, dis tiiy hiicreleri

ayar1 keskinlestirir ve isitme duyumuzun dinamik araligin artirir (21).

1.1.1.1.Tiiylii hiicreler

Kortide baziler membranin hareketi ile mekanoelektriksel bir siire¢ baslar, titresimlerle
baslayan mekanik enerji kortideki 6zellesmis duyu hiicreleri vasitasiyla elektriksel enerjiye
doniisttirtiliir. Bu duyu hiicreleri i¢ tliyli hiicreler ve dis tiiylii hiicreler olarak ikiye ayrilirlar
(22). Birincil duyusal reseptorler olarak adlandiracagimiz i¢ tliylii hiicreleri koklea boyunca
tek sira halinde uzanir. I¢ tiiylii hiicrelerin transdiiksiyonu islevi vardir ve bunun igin ¢ok
onemli yapilarindan biri de aktin dolu mikrovilluslar olarak niteleyebilecegimiz
stereosilyalardir (Sekil 1.2.). Merdiven seklindeki stereosilyalar yone duyarlidir; en uzun
siraya dogru sapma eksitasyona neden olurken, uzaga sapma inhibe eder. Transdiiksiyona
katilan iyon kanallar elastik yapilar (tip link) ile kapalidir. “Tip link” kanalin kapisina

baglanir. Bir stereosiliumun distal sonlanimint en uzun yandas stereosiliumun kenarina



baglar. Kanallarin agilip kapanmasi bunun gerimi ile kontrol edilir. Tiiy demeti dinlenme
durumunda iken kanallar biiyiik oranda kapalidir. Pozitif yonde hareket “tip link’deki”
gerimi arttirir — kanallar agilir — katyon girisi ile depolarize edici reseptor potansiyeli
olusur ve hiicre igine alinan potasyum ile deporalize olur. Tip I afferent 8. sinir liflerini

innerve ederek elektriksel enerjiye doniisiim islemini gerceklesmis ve 8. Siniri innerve etmis

olur (8,23,24).
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Sekil 1.2. D1s tiiylii ve ig tiiylii hiicrelerin konumu (23).

Dis tiiyli hiicreler ise, Tip 2 efferent sinir lifleri girdi alir. Bu, santral sistemin
kokleanin hassasiyetini modiile etmesini ve igitmeye ince ayar yapmasini saglar. Baziler
membran boyunca 3 sira halinde dizilmis olan dis tiiylii hiicreler koklear amplifikator
gorevini de Ustlenmektedir. Bu da elektromotolite ile; prestin proteinin bas rolii oynag1 bir
ince ayar mekanizmasiyla gerceklesir. Prestin dig tiiylii hiicrenin duvarina gémiiliidiir ve
voltaj sensoOrii gibi gorev yapar. Membran potansiyelindeki degisimlere bagli olarak
konformasyonel degisime ugrar. Hiicre hiperpolarize oldugunda prestin daha kompakt ve
sik1 hal alir. Hiicre deporalize oldugunda prestin genisler veya uzar. Dis tliylii hiicre
membranina gémiilii olmasi nedeniyle hiicre iskeletine baski yaparak da dig tliyli hiicrenin
uzayip kisalmasina neden olur. Bu da frekans seciciliginde algak siddetlerde avantaj saglar

(25).



1.1.1.2.Spiral ganglion

Kokleanin kemik labirenti i¢in yer alaran bipolar noronlar olan spiral ganglionlar.
Santral sistem ile tliylii hiicreler arasinda 6nemli aracilardir. Spiral ganglionlar iki temel
ndronal olusan yapilardir: Tip Ive Tip II spiral ganglion néronlari. Yaklasik %95 1 Tip I
ndronlardir ve biiyiik miyelinli aksonlar1 ile karakterize edilir ve ig¢ tiiylii hiicreleri innerve
eder. Daha olan Tip II ndronlar ise daha kiigiik, miyelinsizk aksonlar ile dis tyiilii hiicreler

ile snaps yaparak koklear amplifikasyon ve frekans segiciliginde rol oynar (26).

Spiral ganglion hiicrelerin ayni zamanda bakiminda, snaptik iletimin
modiilasyonunda, metabolik destek ve yalitimda ¢esitli hiicreler tarafinda desteklenmektedir.
Bunlar; Schwann hiicreleri ve uydu glial hiicreler gibi hiicreler de dahil olmak tizere gesitli

ndronal olmayan hiicre popiilasyonu ile desteklenir (27) .

Stereosilyalarin  sapmasi ile tiiyli  hiicrelerden  glutamat salinmasiyla
ndrotransmitterlar spiral ganglionun postsinaptik membranindaki reseptorlere baglanir ve
aksiyon potansiyelini olusturur. Burada spiral ganglionun rolii sadece iletim degildir. Iletilen
isitsel bilgiyi sekillendirir. Siddet, frekans ve zamansal 6zelliklerin kodlanmasina katkida

bulunur. Farkli atesleme 6zellikleri, esikler ve dinamik araliklar sergiler (28).

Spiral ganglionlar cesitli faktorlere karsi hasara karsi agiktir. Ozellikle giiriiltiiye
maruziyet, ototokisisite, genetik mutasyonel faktorler gibi etkenler ile isitme kayb1
geligebilir. Bunun yanisira 6zellikle gelisim sirasinda plastisede de spiral ganglionlar hasar
aldiktan sonra sinaptik giicte, ndéronal uyarilabilirlikte ve hatta ndérogenez i¢in sinirli bir

potansiyelde degisiklikler olarak kendini gosterebilmektedir (29,30).

1.1.1.3.Spiral ligament

Kortide transdiiksiyon icin gerekli hassas ortamin korunmasinda mekanik ve
biyokimsayal kritik gorevler mevcuttur. Koklear mekanige, sivi homeostazona ve hiicresel
destege katkida bulunmak bu gorevlerdendir. Spiral limbus, orta bolge, periferik bolge
olarak 6zellesmis alanlari mevcuttur. Limbus tiiylii hiicrelerin {izerinden tektorial membrana

baglanan jelatinimsi bir yapidir ve tektorial membrana yapisal destek saglar. Orta bolge ise;



fibroblastlar ve kilcal damarlar agisindan zengin olan bu bolge, spiral bagin hiicre disi
matrisinin iretilmesinden ve korunmasindan sorumludur. Periferik Bolge; kemik otik
kapsiilii cevreleyen en dis bolgedir ve koklear sivilarin iyonik bilesiminin diizenlenmesinde

cok onemli bir rol oynadigina inanilan fibrosit ad1 verilen 6zellesmis hiicreler igerir (31).

Spiral bag, sertlik ve esneklik gibi mekanik 6zellikleriyle, koklea icindeki ses dalgasi
iletimini etkiler. Koklear amplifikasyonu saglayan dis tiiy hiicreleriyle etkilesime girdigi
diistiniilen spiral bag, "Deiters hiicreleri" araciligiyla koklear boliimiin mekanik 6zelliklerini

diizenler ve igitme hassasiyeti ile frekans ayrimini optimize eder (32).

Spiral ligament, sa¢ hiicrelerinin islevi ve isitsel iletim i¢in gerekli olan endolenf ve
perilenfin iyonik bilesiminin korunmasinda kritik bir rol oynar. Periferik bolgesindeki
fibrositler, koklear sivilar ve ¢evre dokular arasinda iyon ve molekiil ge¢isini diizenleyen
secici bir bariyer olusturur. Bu diizenleme, isitme i¢in elkin olan endokoklear potansiyelin
korunmasi i¢in hayati 6éneme sahiptir. Koklear sivi iyon dengesindeki bozulmalar isitme
kaybina yol acabilir. Spiral ligament, yaglanma ve giiriiltii gibi faktorlerden kaynaklanan

hasara kars1 hassastir, ¢linkii sinirl bir yenilenme kapasitesine sahiptir (33).

1.1.1.4.Stria vaskiilaris

Stria vaskiilaris, cortide yer alan, endolenf iiretiminden ve korunmasindan sorumlu,
oldukca vaskiilarize bir epitel dokusudur. Stria vaskiilaris, endolenf ile dogrudan temas
halinde olan ve potasyum iyonlarimi aktif olarak salgilayarak endokoklear potansiyelin
korunmasinda hayati bir rol oynayan marginal hiicreler, marginal hiicreleri ¢evreleyen ve
yapisal destek saglayan ve iyon dengesinin diizenlenmesine katkida bulundugu diisiiniilen
orta (bag dokusu) hiicreler ve stria vaskiilaris'in en dis katmaninda bulunan ve hiicre
yenilenmesinde rol oynayarak stria vaskiilaris'in biitiinliigiinii ve islevini korumak i¢in
gerekli oldugu diisiiniilen progenitoér bazal hiicrelerden olusan ii¢ farkli hiicre katmanina

sahiptir (34) .

Stria vaskiilaris'in temel iglevi, isitsel transdiiksiyon i¢in gerekli olan +80 mV'luk
pozitif bir elektrik potansiyeli olan endokoklear potansiyeli iiretmek ve korumaktir. Stria

vaskiilaris, marginal hiicrelerindeki Na+/K+-ATPaz pompalar1 ve K+ kanallar1 araciligryla



endolenfte yiiksek bir K+ konsantrasyonu ve diisiik bir Na+ konsantrasyonu olusturarak
endokoklear potansiyeli korur ve bu da sac hiicresi depolarizasyonu ve isitsel sinyal iletimi
icin gereklidir. Stria vaskiilaris'in disfonksiyonu, endokoklear potansiyelin bozulmasina ve
isitme kaybina yol agabilir. Bu disfonksiyona genetik mutasyonlar, yaslanma, giiriiltiiye

maruz kalma ve ototoksik ilaglar gibi faktorler katkida bulunabilir (35).

1.1.1.5. Koklear sinir

Yaklasik 30.000 akson iceren spiral ganglion néron toplulugundan dogan koklear sinir,
i¢c kulak kanali (internal auditory meatus) araciligiyla temporal kemikten gecerek beyin
sapindaki koklear ¢ekirdeklere ulasir. Temel islevi, kokleadan gelen mekanik titresimleri
beyin tarafindan yorumlanabilen sinirsel sinyallere doniistiirmek olan koklear sinir, bu isitsel
bilgiyi beyinsapina iletmek icin belirli adimlart takip eder. Mekanik-Elektriksel
Transdiiksiyon ile baglayan bu siireg, sirastyla sinaptik iletim, aksiyon potansiyeli liretimi ve
frekans-siddet kodlamasi ile devam eder (36). Frekans kodlamasi, sinirin dis kismindaki
liflerin yiiksek frekansli sesleri, i¢ kisimda bulunan liflerin ise diisiik frekansli sesleri
kodlamasi prensibiyle isler. Siddet kodlamas ise ii¢ temel mekanizmaya dayanir: atesleme
hizi, tiiylii hiicre popiilasyonu ve dinamik aralik fraksiyonasyonu. Yiiksek siddetli sesler,
kokleadaki tiiyli hiicrelerde daha biiyilik depolarizasyonlara ve dolayisiyla spiral ganglion
noronlarinda daha yiiksek atesleme hizlarima neden olarak siddetin algilanmasini saglar.
Ayrica, diisiik siddetli sesler yalnizca diisiik esikli tiiyli hiicreleri uyarabilirken, yiiksek
siddetli sesler hem diisiik hem de yiiksek esikli tiiylii hiicrelerini uyararak farkli siddet
seviyelerinin kodlanmasina katkida bulunur . Son olarak, dinamik aralik fraksiyonasyonu
sayesinde, farkli spiral ganglion ndronlar1 farkli dinamik araliklara sahip olur ve bazilari
diistik siddetli seslere karsi hassasken, digerleri yalnizca yiiksek siddetli seslere yanit verir

(37).

1.1.2. Santral isitsel sistem

Koklear ¢ekirdekler, koklear sinirden gelen isitsel bilgileri alip frekans, siddet ve
zamansal 6zellikler agisindan analiz ederek iist isitsel merkezlere ileten ilk istasyondur (38).
Her iki kulaktan gelen isitsel bilgileri birlestiren superior olivary kompleks, ses lokalizayonu

ve lateralizasyonunda kritik bir rol oynar (39). Lateral lemniscus, isitsel bilgiyi superior



olivary kompleksten talamusa tastyan sinir lifleri yoludur. Inferior colliculus ise orta beyinde
bulunan ve gelen isitsel bilgileri isleyerek ses kaynaginin yerini belirleme, ses tanima ve
dikkat gibi islevlere katkida bulunan bir yapidir(40). Talamusta bulunan Medial Geniculate
Nucleus, isitsel bilginin islenmesinde son durak olup, bu bilgileri isitsel kortekse iletir. Isitsel
korteks ise temporal lobda bulunur ve frekans bantlari, ses siddeti, zamansal 6zellikler ve
karmasik ses oriintiileri gibi unsurlarin islenerek anlamlandirildig1 en karmasik isitsel analiz

merkezidir (41).

Santral isitsel sistem, ses lokalizasyonu (yon ve uzaklik), frekans ayrimi, siddet
kodlamas1 gibi 6nemli islevleri yerine getirir. Ayrica, sesin zamansal 6zelliklerini analiz
eden zamansal isleme, karmasik ortamlarda farkli sesleri ayirt etmemizi saglayan isitsel
sahne analizi, ilgili seslere odaklanmamizi saglayan isitsel dikkat ve sesleri tanimamiz1 ve

hatirlamamizi saglayan isitsel bellek gibi yeteneklerimiz de bu sistemin isevlerindendir (42).

1.2.Ratlarin Isitmesi

Insanlar ve siganlar, memeliler smifina ait olmalari nedeniyle benzer isitme
sistemlerine sahip olsalar da anatomik yapilarinda bazi énemli farklar bulunur. Bu farklar,

her iki tiirlin de kendi ekolojik nislerine uyum saglamalarinin bir sonucudur (43).

Dis kulak; ratlarda kulak kepgesi, insanlara kiyasla daha hareketli ve hunimsi bir
yapiya sahiptir. Bu yapi, ses kaynaginin lokalizasyonunda daha etkili olmalarini saglar.
Ayrica, ratlarin auriculasi, ¢evre sicakligini diizenlemede de rol oynar. Dis kulak yolu ise

insanlara gore daha kisa ve daha genistir (44).

Orta kulak; ratlarda orta kulak yapisi, insanlara benzer sekildedir fakat orta kulak
boslugu daha kiigiiktiir ve Ostaki borusu daha genistir. Bu yapi, yliksek frekansh seslerin
iletimini optimize eder. Ratlarda stapes kemigi, insanlara gore daha biiyiliktiir. Bu fark,

ratlarin daha ytiksek frekansh sesleri algilama yeteneklerine katkida bulunur (45).

I¢ kulak; ratlarda koklea, insanlara goére daha basit bir yapiya sahiptir. Ancak, tiiy

hiicrelerinin dagilimi ve yogunlugu farklidir. Koklealar: insan kokleasindan daha kiigiiktiir



(1.5 tur sarmal yapmustir), ancak tiiy hiicresi yogunlugu daha yiiksektir. Yiiksek frekanslara

duyarl bazal bolge, kokleanin daha biiyiik bir boliimiinii kaplar (46).

Isitme aralig1 1 kHz ile 90 kHz arasindadir, yani insanlardan ¢ok daha yiiksek frekansli
sesleri duyabilirler. En hassas olduklari frekans araligi1 4-32 kHz arasindadir, bu da ultrasonik

vokalizasyonlarini igerir (47).

1.3.Giiriiltiiye Bagh Isitme Kaybinin (GBIK) Patofizyolojisi

GBIK, asir1 giiriiltiiye maruz kalmanm i¢ kulaktaki hassas yapilara zarar vermesi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu hasar, mekanik ve metabolik olmak iizere iki temel mekanizma ile

gerceklesir (48) .

1.3.1. Mekanik hasar

Yiiksek siddetli ses dalgalarinin neden oldugu siddetli titresimler, i¢c kulakta mekanik
strese yol acar. Bu stres, basta kokleadaki tiiy hiicrelerinin iizerinde bulunan hassas

stereosilyalar olmak iizere, isitsel sistemin ¢esitli bilesenlerini etkiler(49) .

Siddetli giirtiltiiye maruz kalma, stereosilyalarda yikici etkilere sahip olabilir. Yiiksek
siddetli ses dalgalari, bu yapilarin tamamen kopmasina veya kirilmasina neden olarak, tiiy
hiicrelerinin ses titresimlerini algilama ve bu titresimleri sinir impulslarina doniistiirme
yetenegini bozar. Bu durum, ani ve genellikle kalici isitme kaybina yol agar. Bununla
birlikte, giiriiltii kaynakli hasar, sadece stereosilyalarin kirilmasiyla siirlt degildir. Bu
yapilar, birbirlerine ince filamentlerle baglidir ve bu baglantilar, ses dalgalarina yanit olarak
koordineli hareket etmelerini saglar. Giiriiltllye maruz kalma, bu hassas baglantilari
kopararak stereosilyalarin diizensiz hareket etmesine ve tily hiicresi fonksiyonunun
bozulmasia neden olabilir. Ayrica, asir1 titresim, tily hiicrelerinin dayanak noktasi olan
baziler membranda da hasara yol acabilir. Bu yapida meydana gelen yirtilmalar veya hasar,

tily hiicrelerinin destek yapisini bozarak igitme kaybina katkida bulunur (50).
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1.3.2. Metabolik hasar

GBIK baslangigta mekanik olsa da metabolik olaylar tetikler ve hiicre dliimiinii

hizlandirarak devam ederek kalici isitme kaybina neden olur (51).

Asint giiriiltli, kokleanin hiicresel diizeyde hassas bir dengeyi korumasini zorlar.
Normal sartlarda hiicresel metabolizmanin bir pargasi olan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi,
giiriiltilye maruziyetle orantisiz sekilde artar. Bu kararsiz molekiillerin fazlaligi, oksidatif
stres olarak bilinen ve hiicrelere zarar veren bir durum yaratir. Giiriiltiiniin zararh etkileri
bununla da sinirli kalmaz; tiiy hiicrelerinde enerji liretiminden sorumlu mitokondri de hedef
alinir. Hasar géren mitokondri, hem ROS iiretimini daha da artirarak kisir bir dongiiye yol
acar hem de hiicreleri enerji krizine siiriikler. Kokleanin, ROS'u etkisiz hale getirmek i¢in
antioksidan savunma mekanizmalari bulunsa da siirekli giiriiltii bu sistemleri yipratir. Sonug
olarak, koklea oksidatif strese kars1 daha savunmasiz hale gelir ve kalic1 hasar riski artar

(52).

Giriltiiniin metabolik hasara yol agan etkilerinden biri de kalsiyum homeostazini
bozmasidir. Isitme siirecinde kritik bir sinyal molekiilii olan kalsiyumun (Ca2+), hiicre ici
konsantrasyonu siki bir sekilde diizenlenmelidir. Giiriiltii, bu hassas dengeyi bozarak tiiy
hiicrelerinde Ca2+ birikmesine neden olur. Bu durumun baslica iki nedeni vardir: Giiriilti,
kokleada uyarici bir norotransmitter olan glutamat salinimini artirir ve asir1 glutamat da tiiy
hiicreleri lizerindeki reseptdrleri asir1 uyararak hiicre i¢i Ca2+ konsantrasyonlarinda toksik
bir artisa neden olur. Ek olarak, giiriiltii, protein katlanmasi ve Ca2+ depolanmasinda rol
oynayan bir organel olan endoplazmik retikulumda strese neden olur. Bu stres de hiicre i¢i

Ca2+ dengesini daha da bozarak hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkiler (53).

Giriiltiye maruz kalma, kokleada viicudun dogal savunma mekanizmasi olan
enflamasyonu tetikler. Ancak kontrolsiiz devam eden enflamasyon, faydadan ¢ok zarar
getirir ve doku hasarina yol acabilir. Gliriiltiiye maruz kalan tily hiicreleri ve diger koklear
hiicreler, enflamasyonu destekleyen sinyal molekiilleri olan proinflamatuar sitokinleri
salgilar. Bu sinyaller, bagisiklik hiicrelerini kokleaya ¢eker. Bagisiklik hiicreleri, ilk asamada
hasarlt hiicreleri temizleyerek faydali bir rol oynasalar da uzun vadede enflamasyonu

kortikleyerek ve doku hasarina katkida bulunarak olumsuz etkilere neden olabilirler(54).
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Tim bu metabolik degisiklikler bir araya geldiginde, tiiy hiicrelerinde enerji
tiikenmesine ve sonunda hiicre 6liimiine yol agar. Giiriiltiiniin neden oldugu mitokondriyal
hasar, hiicresel enerji liretimini baltalayarak tiiy hiicrelerini siirekli bir metabolik stres altinda
birakir. Bu durum, hiicrelerin normal fonksiyonlarini siirdiirme becerisini zayiflatir ve onlari
daha savunmasiz hale getirir. Sonu¢ olarak, giiriiltiye maruz kalan tily hiicreleri,
programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoza meyilli hale gelir. Apoptoz, hiicrenin
kendi kendini kontrollii bir sekilde yok etmesini iceren dogal bir siire¢ olsa da giiriiltiiye

bagli hasar bu siireci hizlandirarak igitme kaybina katkida bulunur (55).

1.4.S1canlarda Odyolojik Degerlendirme

1.4.1. Davramssal testler

Hayvan modelleri, isitme duyusu ve isitme kaybi {izerine yapilan arastirmalarda
onemli bir rol oynar. Ancak, bu modellerde kullanilabilecek isitsel tan1 yontemleri sinirlidir.
Genellikle objektif testler, sonuclarin daha giivenilir ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle
tercih edilir. Bununla birlikte, arastirmanin amacina ve tasarimina bagli olarak davranigsal

testler de degerli bilgiler saglayabilir (56).

Davranigsal testler, hayvanin isitsel uyarana verdigi tepkiyi gozlemleyerek igitme
fonksiyonunu degerlendirir. Bu testlerin sonuglari, hayvanin motivasyonu, dikkat siiresi ve
ogrenme kapasitesi gibi faktorlerden etkilenebilecegi igin dikkatli bir sekilde

yorumlanmalidir (57).

Sartlandirilmis tepki verme, yaygin olarak kullanilan bir davranigsal test yontemidir.
Bu yontemde, hayvana bir ses uyarisi sunulur ve ardindan 6diil veya ceza verilir. Hayvan,
sesi odiille veya cezayla iliskilendirmeyi 6grendikten sonra, uyarana karsi belirli bir davranig
sergiler. Ornegin, bir sican, bir ses uyarisii takiben elektrik soku verilmesiyle
iliskilendirebilir ve daha sonra ayni1 sesi duydugunda kaginma davranisi gosterebilir. Bu test,
hayvanin sesi duyup duymadigini ve hangi siddette duydugunu belirlemek i¢in kullanilabilir

(58).
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Prepulse inhibisyonu, isitsel sistemin merkezi isleme yetenegini degerlendiren bir
diger davranissal testtir. Bu testte, hayvana dnce zay1f bir ses uyarisi (prepulse) ve ardindan
daha gii¢lii bir ses uyaris1 (pulse) sunulur. Normalde, prepulse, pulse'a verilen irkilme
refleksini azaltir. Ancak, isitme kaybi olan hayvanlarda bu inhibisyon etkisi azalir. PPI testi,
ozellikle sizofreni ve otizm gibi merkezi isitsel isleme bozukluklarinin aragtirilmasinda

yaygin olarak kullanilir (59).

Sonug olarak, hayvan modeli arastirmalarinda tani, hem objektif hem de davranissal
testlerin bir kombinasyonunu igerir. Her testin kendine 6zgii avantajlar1 ve sinirlamalari
vardir ve aragtirmacilar, aragtirma sorularini en iyi sekilde yanitlayan yontemleri segmelidir

(60) .

1.4.2. Elektrofizyolojik testler

1.4.2.1. sitsel uyarilmis beyin sap1 cevaplar1 (IUBC)

IUBC testi, isitme duyusunun objektif bir degerlendirmesini saglayan ve beyin
sapindaki isitsel yollarin elektriksel aktivitesini 6l¢en bir elektrofizyolojik yontemdir. Cesitli
uyaranlar verilerek, isitsel sinirden baglayarak beyin sapindaki isitsel yollar boyunca bir
elektriksel aktiviteyi tetiklenir. Hastanin basinin {izerine yerlestirilen elektrotlar, bu

aktiviteyi algilar ve kaydeder (61).

Kaydedilen elektriksel aktivite, dalgalar halinde goriintiilenir ve her dalga, isitsel
yolun belirli bir boliimiindeki aktiviteyi temsil eder. Dalgalar, olusum sirasina goére I'den
VII'ye kadar numaralandirilir. En sik kullanilan dalgalar I, III ve V'tir. Dalga I, isitsel sinirin
distal kismindan kaynaklanirken, Dalga III, koklear niikleus ve iist olivary kompleks gibi
beyin sapindaki isitsel yapilarin aktivitesini yansitir. Dalga V ise, lateral lemniscus ve

inferior kollikulus gibi daha yiiksek isitsel merkezlerin aktivitesini gosterir(62) .

IUBSP, ¢esitli klinik durumlarda isitme duyusunu degerlendirmek icin kullanilir. Yeni
dogan bebeklerde isitme kaybini taramak, isitme kaybinin derecesini ve tiirlinii belirlemek,

beyin sap1 tiimorlerini teshis etmek, multipl skleroz gibi demiyelinizan hastaliklar1 izlemek
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ve koma veya beyin olimii tanisinda beyin sap1 fonksiyonunu degerlendirmek igin

basvurulan 6nemli bir testtir (63).

[UBSP'nin birgok avantaji vardir. Hastanin aktif katilimini gerektirmeyen objektif bir
testtir. Ayrica, agrili veya invaziv prosediirler gerektirmeyen non-invaziv bir yontemdir.
Genellikle tamamlanmasi yaklagik 30-60 dakika siiren nispeten hizli ve bilinen bir yan etkisi

olmayan giivenli bir testtir (64).

1.4.2.2.Distorsiyon iiriinii otoakustik emisyonlar (DPOAE)

DPOAE Uriinii Otoakustik Emisyonlar, i¢ kulakta bulunan ve isitmede kritik bir rol
oynayan dis tiiy hiicrelerinin sagligini degerlendirmek icin kullanilan bir isitme testidir.
DTH'ler, gelen ses dalgalarin1 yiikseltmek ve beyne iletilen sinyalleri gii¢lendirmek i¢in

mekanik bir yanit tiretirler. Bu hiicreler hasar gordiigiinde, isitme kayb1 meydana gelir (65).

DPOAE testi sirasinda, kulaga iki farkli saf ton (f1 ve £2) ayn1 anda verilir. Saglikl bir
i¢c kulakta, DTH'ler bu iki tonu islerken, "distorsiyon {iiriinii" olarak adlandirilan ek bir ses
iiretirler. Bu ek ses, 2f1-f2 frekansinda olusur. Ornegin, 1000 Hz (f1) ve 1200 Hz (f2)
frekanslarinda iki ton verildiginde, 800 Hz (2f1-2) frekansinda bir distorsiyon iiriinii olusur.
DPOAE testi, bu distorsiyon {iirlinliniin varligini, seviyesini ve diger 6zelliklerini dlgerek
DTH'lerin islevselligini degerlendirir. Distorsiyon tirlinliniin giliglii olmasi, DTH'lerin
saglikli oldugunu ve diizgiin ¢alistigin1 gosterirken, zayif veya hi¢ distorsiyon {irlinii

olmamasi, DTH'lerde hasar oldugunu ve isitme kaybi riskini artirdigini diistindiiriir (66).

DPOAE testi, yeni dogan isitme taramasindan isitme kaybinin degerlendirilmesine ve
takibine kadar cesitli klinik durumlarda kullanilir. Ozellikle hafif ve orta dereceli isitme
kayiplarinda, isitme kaybinin varligini ve derecesini belirlemeye yardimci olabilir. Ayrica,
giiriiltiiye maruz kalma, ilag kullanimi veya diger faktorler nedeniyle zaman i¢inde meydana
gelebilecek isitme degisikliklerini izlemek i¢in de kullanilabilir. DPOAE™in 6énemli bir
kullanim alan1 da, DTH'lere zarar verebilen ve isitme kaybina neden olabilen ototoksik

ilaglar1 kullanan hastalarda isitme fonksiyonunu izlemektir (67).
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DPOAE testinin birgok avantaji vardir. Hastanin aktif katilimin1 gerektirmeyen
objektif bir testtir ve agrili veya invaziv prosediirler gerektirmez. Genellikle tamamlanmasi
birka¢ dakika siiren hizli ve bilinen bir yan etkisi olmayan giivenli bir testtir. Sonug olarak
DPOAE, i¢ kulagin dis tiiy hiicrelerinin sagligimni degerlendirmek i¢in kullanilan giivenilir
ve objektif bir testtir ve ¢esitli klinik durumlarda isitme duyusunu degerlendirmek ve

izlemek i¢in yaygin olarak kullanilir(68) .

Sonug¢ olarak, hayvan modeli arastirmalarinda isitsel tan1 hem objektif hem de
davranigsal testlerin bir kombinasyonunu igerir. Her testin kendine 0zgii avantajlar1 ve
siirlamalart vardir ve arastirmacilar, arastirma sorularini en iyi sekilde yanitlayan

yontemleri segmelidir (69).

1.5.Antioksidanlar

Oksidatif stres, hiicresel bilesenlere zarar verebilen eslesmemis elektronlara sahip
reaktif molekiiller olan serbest radikallerle tetiklenir. Antioksidanlar ise bu serbest
radikallerle etkilesime girerek oksidatif stresin etkilerini azaltir veya geciktirir. Bu tiir
hiicresel hasarin yaslanma, kanser, kalp hastalig1 ve diger kronik hastaliklar gibi ¢esitli saglik

sorunlarina yol agabilecegi diistiniilmektedir (70).

Viicudumuzdaki antioksidanlari, serbest radikallerle nasil savastiklarina gore ikiye
ay1rabiliriz: enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engeller
veya onlart etkisiz hale getirir. Diger yandan C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve
flavonoidler gibi enzimatik olmayan antioksidanlar ise olusan serbest radikalleri

temizleyerek zincirleme reaksiyonlarla daha fazla zarar vermelerini durdurur (71).

Antioksidanlar ¢esitli meyveler, sebzeler, kuruyemisler ve tohumlar gibi bir¢cok gidada

bulunur. Ayrica, takviye olarak da alinabilirler (72).
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1.5.1. Ksantofiller

Ksantofiller, dogada genis bir renk yelpazesinden sorumlu olan pigmentlerdir.
Ozellikle bitkilerde, alglerde ve bazi bakteri tiirlerinde bulunan ksantofiller, sar1, turuncu ve
kirmiz1 tonlarini olustururlar. Bu pigmentler, karotenoidler olarak bilinen daha genis bir

pigment ailesinin bir pargasini olustururlar (73).

Ksantofilleri diger karotenoidlerden ayiran temel 6zellik, molekiiler yapilarindaki
oksijen atomlaridir. Karotenoidler gibi, ksantofiller de konjuge ¢ift baglardan olusan uzun
bir karbon iskeletine sahiptir. Ancak, ksantofiller ek olarak oksijen igeren fonksiyonel
gruplar da bulundururlar. Bu farklilik, ksantofillere 6zgili kimyasal 6zellikler ve biyolojik

fonksiyonlar kazandirir (74).

Bitkilerde ksantofiller, fotosentez siirecinde onemli bir rol oynarlar. Fotosentetik
pigmentler olarak gorev yapan ksantofiller, klorofil tarafindan etkili bir sekilde
yakalanamayan belirli 151k dalga boylarin1 absorbe ederler. Bu sayede, fotosentez igin
kullanilabilen 151k enerjisi miktarin1 artirarak bitkinin daha verimli bir sekilde enerji
iiretmesine yardimei olurlar. Ayrica, ksantofiller bitkiyi asir1 151k ve serbest radikallerin

zararl etkilerinden korumak i¢in de gorev yaparlar (75).

Beslenme agisindan bakildiginda, baz1 ksantofiller insanlar tarafindan tiiketildiginde
A vitaminine déniistiiriilebilir. Ornegin beta-karoten, viicutta A vitaminine déniistiiriilebilen
onemli bir ksantofildir. Ksantofiller ayrica giiclii antioksidan 6zellikler sergilerler ve bu

ozellikleri sayesinde ¢esitli saglik yararlar1 saglayabilirler (76).

Dogada yaygin olarak bulunan ksantofiller arasinda lutein, zeaksantin ve astaksantin
gibi 6nemli drnekler yer alir. Lutein, yesil yaprakli sebzelerde bolca bulunan ve 6zellikle goz
sagligi icin onemli bir ksantofildir. Misir, portakal ve diger sar1 meyve ve sebzelerde ise
zeaksantin ad1 verilen ksantofil bulunur. Astaksantin ise, alglerde, kabuklularda ve baliklarda

bulunan kirmizimsi bir pigmenttir ve giiclii antioksidan 6zellikleriyle dikkat ¢eker (75,76).
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Ksantofiller, bitkiler, algler ve baz1 bakteri tiirleri ig¢in biiylik Oneme sahip
pigmentlerdir. Fotosentezde ve koruma mekanizmalarinda oynadiklar1 rollerin yani sira,

insanlar i¢in de saglik acisindan faydalidirlar (73).

1.5.1.1.Astaksantin

Astaksantin, Haematococcus pluvialis gibi bazi alglerde, kabuklularda ve baliklarda
bulunan kirmizimsi bir pigment olan bir ksantofildir. Serbest radikalleri temizleyerek, singlet
oksijeni sondiirerek ve lipid peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan etkiler gosterir.
Molekiiler yapisi, hiicre zarinda konumlanmasin1 ve hem suda hem de yagda ¢oziinen

antioksidanlar olarak iglev gdrmesini saglar (77).

Astaksantin, son yillarda saglik alaninda giderek artan bir ilgiyle karsilasiyor ve
yapilan aragtirmalar, bu gii¢lii antioksidanin potansiyel saglik yararlarma 11k tutuyor.
Ozellikle goz saghgi iizerindeki olumlu etkileri dikkat cekiyor. Yapilan calismalar,
astaksantinin makiiler dejenerasyon ve katarakt gibi yaygin goz hastaliklarinin riskini

azaltmada etkili olabilecegini gosteriyor (78).

Astaksantinin kardiyovaskiiler saglik iizerinde de olumlu etkileri oldugu diisiiniiliiyor.
Arastirmalar, astaksantinin kan basincini diisiirmeye, kolesterol seviyelerini diizenlemeye ve
kan pihtilagmasi riskini azaltmaya yardimei olabilecegini gdsteriyor. Bu etkileri sayesinde,
kalp krizi ve felg¢ gibi ciddi kardiyovaskiiler olaylarin 6nlenmesinde potansiyel bir rol

oynayabilir (79).

Astaksantinin beyin sagligini destekledigine dair de umut verici bulgular mevcut.
Yapilan ¢aligmalar, astaksantinin bilissel fonksiyonlar: iyilestirebilecegini ve Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin riskini azaltabilecegini
gosteriyor. Astaksantinin bu etkileri, giiclii antioksidan ve anti-enflamatuar 6zelliklerine

baglaniyor (80).

Sporcular ve aktif bireyler i¢in de astaksantin ilgi ¢ekici bir takviye olabilir. Yapilan
aragtirmalar, astaksantinin kas dayanikliligini artirdigini, yorgunlugu azalttigini ve egzersiz

sonrasi toparlanmay1r hizlandirdigin1 gosteriyor. Astaksantinin bu etkileri, spor
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performansin1 artirma ve egzersiz sonrast kas agrilarini azaltma potansiyeline isaret

ediyor(81) .

Astaksantinin cilt saghgi iizerinde de olumlu etkileri oldugu disiiniiliiyor. Bazi
caligmalar, astaksantinin kirisikliklar1 azaltabilecegini, cilt elastikiyetini artirabilecegini ve
giinesin zararli UV 1smlarina karst koruma saglayabilecegini gosteriyor. Bu etkileri,

astaksantinin gii¢lii antioksidan ve anti-enflamatuar 6zelliklerine baglaniyor (82)

18



2. GEREC VE YONTEMLER

Bu arastirma, Baskent Universitesi Odyoloji Anabilim Dali biinyesinde yiiriitiilen bir
doktora tezi kapsaminda gergeklestirilmistir. Calismanin deneysel asamalari, Istanbul
Medipol Universitesi'nin iki farkli biriminin is birligiyle yiiriitiilmiistiir. Deney hayvanlarmin
barindirilmasi, bakimmin saglanmasi ve deneylerin bir béliimii, Istanbul Medipol
Universitesi Saglik Bilim ve Teknolojileri Arastirma Enstitiisii biinyesinde yer alan Tibbi

Arastirma Merkezi (MEDITAM) biinyesindeki laboratuvarlarda gergeklestirilmistir.

Arastirmanin odyolojik testlerini iceren diger asamalar ise, yine Istanbul Medipol
Universitesi Kavacik Kuzey Kampiisii'nde bulunan Odyoloji Laboratuvari Test Kabininde

yurlitilmistir.

Calismada, deney hayvanlarmin kullanimi, Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 05.05.2023 tarihinde onaylanmistir (Karar No: E-38828770-
772.02-2866). Arastirma siiresince, Helsinki Deklarasyonu'nda belirtilen hayvan
deneyleriyle ilgili etik ilkelere azami 6zen gdsterilmistir. Bu tezin tiim maliyeti arastirmaci

tarafindan karsilanmaistir.

2.1. Deney Hayvanlari ve Gruplarin olusturulmasi

Calismamizda, deney hayvani olarak toplamda 25 adet erkek Wistar cinsi albino sigan
kullanild1. Deney gruplarinin homojen bir yapiya sahip olmasini saglamak amaciyla, tim
siganlar ayn1 yas aralignda (yaklasik 3,5 aylik) secildi. Siganlarin temini, Istanbul
MEDITAM’den Deney Hayvanlar1 Birimi tarafindan saglandu.

Arastirma siiresince, tiim siganlar, Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda, kontrollii bir
ortamda barmndirildi. Bu ortamda, hayvanlarin dogal yasam dongiilerini taklit etmek ve stres
faktorlerini en aza indirgemek amaciyla 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongiisii

uygulandi. Oda sicakligi, 22-24 °C derece araliginda sabit tutuldu.
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Sicanlarin beslenmesi, aragtirma boyunca ad-libitum prensibiyle gerceklestirildi.
(Siganlarin stirekli olarak yiyecek ve suya erigimleri saglandi ve besin tiiketimleri herhangi

bir sekilde kisitlama yapilmadi.)

Hayvanlarin barindirildigr kafeslerin bulundugu alanin akustik 6zellikleri diizenli
olarak kontrol edildi. Ortam giiriiltiisii seviyesi, PCE 430 Class I Sound Level Meter (SLM)
50 dBA'nin altinda tutuldu.

Otoakustik emisyon testi ile yapilan 6n taramada isitmesi normal oldugu tespit edilen

25 sican her bir gruba 5 hayvan olmak iizere 5 gruba rastgele dagitild.

Grup 1 (n=5): Bu gruptaki deneklere 6n testler uygulandiktan 24 saat sonra tedavi
grubundaki (grup 5) etken madde ile ayni oranda serum fizyolojik (SF), ayn1 siire (5 giin) ile
verildi. Akabindeki 6 saatte 1. giin testleri yapildi. Ardindan 7. ve 21. giinlerde testleri tekrar
edilerek, 21. giin testleri bittikten sonra, ayni giin sakrifiye edildi ve siganlarin temporal

kemiklerinin diseksiyonu gerceklestirildi

Grup 2 (n=5): Bu gruptaki deneklere 6n testlerin uygulanisinin 24 saat sonrasinda, 4
kHz dar bant giiriiltii kullanilarak, 120 dB SPL siddetinde 4 saat boyunca ve tek seferlik
giiriiltii verildi. Sonrasindaki ilk 6 saat 1. Giin testleri yapildi. Ardindan 7. ve 21. giinlerde
testler tekrarlandi. 21. giin testlerinin hemen ardindan, ayni giin sakrifiye edilen kontrol

grubundaki siganlarin temporal kemiklerinin diseksiyonu ger¢eklestirildi.

Grup 3 (n=5): Bu gruptaki deneklere grup 2’deki prosediirlerin aynist uygulandi. Ek
olarak giiriiltii uygulamasi ile ayni anda baslatilan (etken madde ile ayni1 oranda) SF ayn

stire (5 giin) ile verildi.

Grup 4 (n=5): Bu gruptaki deneklere 6n testler uygulandiktan 24 saat sonra tedavi
grubu (grup 5) ile ayni oranda (10 mg/kg/giin) etken madde, ayni siire (5 giin) ile verildi.
Akabindeki 6 saatte 1. giin testleri yapildi. Ardindan 7. ve 21. giinlerde testleri tekrar
edilerek, 21. giin testleri bittikten sonra, ayni giin sakrifiye edildi ve siganlarin temporal

kemiklerinin diseksiyonu gerceklestirildi
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Grup 5 (n=5): Bu gruptaki deneklere 6n testlerin uygulanisinin 24 saat sonrasinda, 4
kHz dar bant giiriiltii kullanilarak, 120 dB SPL siddetinde 4 saat boyunca ve tek seferlik
giiriiltii verildi. Bununla birlikte es zamanli olarak 10 mg/kg/giin oraninda astaksantin 5 giin
stire ile verildi. Akabindeki 6 saatte 1. giin testleri yapildi. Ardindan 7. ve 21. giinlerde
testleri tekrar edilerek, 21. giin testleri bittikten sonra, ayn1 giin sakrifiye edildi ve siganlarin

temporal kemiklerinin diseksiyonu gerceklestirildi (Sekil2.1.).

Deney Siiresince Gruplarin ilerlemesi

DPOAE
uBP

Grup 5 ot
N Guriitd
IR Astaksantin
E Guriiti+SF

Grup 4 _ e

Gruplar

Grup 2

. —

Grup 1

|

0.giin 1.gln 2.gin 3.gln 4.gun S.gun 7.gtin 21.gun
Gunler

Sekil 2.1. Deney siirecinde gruplarin giinlere gore ilerleyisi

2.2. Giiriiltiiye Bagh Isitme Kayb1 (GBIK) Modelinin Olusturulmasi

Bu calismada, GBIK modeli olusturmak igin deney hayvanlari, giiriiltii maruziyeti
stiresince 18cm x 18cm x 18cm boyutlarinda standart tel kafeslerde tutuldu. Giiriiltii kaynagi
olarak, yiiksek frekanslarda etkili bir iletim saglamak amaciyla 6zel olarak tasarlanmig bir
sistem kullanildi. Bu sistem, Spekon marka CT-51AS model tweeter hoparlor ve 21cm x

21cm boyutlarinda, tabandan 35 cm ylikseklige sahip bir boynuzdan olusmaktaydi.

Sistemin kalibrasyonu, giiriilti maruziyetinin gerceklestirildigi ortamda ve kafesin
yerlestirildigi konuma gore yapildi. Kalibrasyon islemi, PCE 430 Class I Sound Level Meter
kullanilarak, tabandan 5 cm yiikseklikte gerceklestirildi.
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Giriiltii maruziyeti, 4 kHz frekansinda dar bant giiriiltii kullanilarak ger¢eklestirildi.

Sicanlara, 120 dB SPL siddetinde 4 saat tek seferlik giiriiltii uyarimi verildi (Sekil 2.2.).

4 saat

tek seferde
120 dB SPL
4 kHz dar bant

—————— -

Sekil 2.2. Giiriiltii maruziyeti sirasinda giiriiltliiniin esit dagilim1 i¢in saglanan ekipman

2.3.Isitsel Sistemin Degerlendirilmesi

Calismada yer alan sicanlarin isitsel sistemlerini degerlendirmek amaciyla Distorsiyon
Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) ve Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Cevaplar1 (IUBC)

testleri kullanilda.

Deney protokoliine dahil edilmeden 6nce, tiim sicanlara otoskopik muayene yapildi ve
dis kulak yolu ile kulak zarinin normal oldugu dogrulandi. Otoskopik muayeneden gecen
sicanlara daha sonra DPOAE testi uygulandi. Bu test, 2 kHz ile 8 kHz arasindaki frekans
araliginda gerceklestirildi. Cevap elde edilen sigcanlar ¢aligmaya dahil edildi.
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Testler sirasinda, siganlarin viicut sicakliklar1 rektal yoldan termometre ile diizenli

olarak izlendi ve hipotermi gelismesi engellendi.

2.3.1. DPOAE testi

DPOAE testleri, Otodynamics ILO-V6 cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Kayitlar,
siganlarin kulak kanallarina uygun boyuttaki yenidogan problart ile alind1 (Sekil 2.3.).

Test protokolii; ki saf ses sinyalinin frekans orani1 £2/f1 = 1.22 olarak ayarlandi ve 2f1-
2 frekans bolgesi degerlendirildi. Kullanilan saf ses sinyallerinin siddetleri f1 i¢in L1 = 65
dB SPL ve 2 i¢in L2 = 55 dB SPL olarak belirlendi. Test edilen frekanslar 1, 2, 4, 6 ve 8
kHz idi. Her bir frekansta elde edilenDPOAE yanit1, sinyal-giiriiltii oran1 cinsinden dB SPL
olarak analiz edildi. Her frekans icin olgiimler {i¢ kez tekrarlandi. DPOAE testleri, tim
gruplara giiriiltli maruziyetinden 6nce (6n test) ve giiriiltii maruziyetinden sonraki 1., 7. ve

21. giinlerde tekrarlandi (Sekil 2.4.).

Sekil 2.3. DPOAE testi sirasinda probe yerlesiminin gdsterilmesi
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Sekil 2.4. DPOEA testinin uygulanis sirasindaki goriintiisii

2.3.2. 1UBC testi

IUBC testleri, Intelligent Hearing Systems cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

Testlerden 6nce cihaz, ANSI standartlarina uygun olarak kalibre edildi.

Sicanlara anestezi uygulandiktan sonra, baslarinin orta hattina deri altina aktif elektrot,
test edilecek kulak kepcesinin altina referans elektrot ve karsi kulak kepgesinin altina toprak
elektrot yerlestirildi. Elektrot empedanslar1 0-3 kohm arasinda oldugunda test baslatild:
(Sekil 2. 5.).

Isitsel uyar1 olarak 0.1 milisaniyelik klik uyaranlar ve 4 milisaniyelik (2 ms yiikselis,
0 ms plato, 2 ms diisiis) tone burst uyaranlart kullanildi. Tone burst uyaranlari i¢in 4, 8, 12,
16, 20 ve 32 kHz frekanslan test edildi ve Blackman zarfi kullanildi. 1, 2, 4 ve 8 kHz
frekansli tone burst uyaranlar ve klik uyaranlar insert kulakliklar araciligiyla, 12, 16 ve 32
kHz frekansli tone burst uyaranlar ise yiiksek frekansli hoparlorler araciligiyla verildi (Sekil

2.6.).
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Sekil 2. 5. IUBC testinde elektrot yerlesimi gdsterimi

Kayitlar, saniyede 19.3 uyaran sunum siklig1 kullanilarak alindi ve 750 dalga formu
ortalamas1 alindi. Kaydedilen elektriksel sinyaller 100-3000 Hz bant geciren filtreden
gecirildi. Isitme esikleri, 80 dB SPL baslangic siddetinden 10 dB'lik adimlarla azaltilarak
belirlendi. Dalga genliklerinin azaldig1 ve isitme esigine yaklasildig: diisiiniilen siddetlerde,
azaltma adim1 5 dB'ye diisiiriildii. II. dalganin son tespit edildigi en diisiik siddet, isitme esigi
olarak kabul edildi.

Sekil 2.6. Yiiksek frekans IlUBC ekipmani
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Kayit penceresi 14 milisaniye olarak ayarlandi (uyaridan 2 ms 6nce ve 12 ms sonra).

IUBC testi, her bir sican i¢in yaklasik 1.5 saat siirdii (Sekil 2. 7.).

IUBC testleri, tiim gruplara giiriiltii maruziyetinden 6nce (6n test) ve giiriiltii

maruziyetinden sonraki 1., 7. ve 21. giinlerde tekrarlandi.

Sekil 2.7. IUBC testi uygulamas1 gosterimi

2.4.Anestezi Uygulamasi

Sicanlara genel anestezi uygulamak i¢in 40 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Xylazine
karigimi intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezik maddeler, insiilin enjektorii kullanilarak
verildi. Anestezi derinligi, biyik ve pence refleksleri izlenerek degerlendirildi. Anestezi
sirasinda uyanma belirtileri gosteren veya biyik/pence refleksleri geri donen sicanlara,

baslangi¢ dozunun yaris1 kadar ek bir doz Ketamin/Xylazine karigimi uygulandi.
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2.5.Etken Maddelerin Verilisi

Sicanlara, giiriiltli maruziyetinden sonraki ilk giinden itibaren 7 giin boyunca giinde

bir kez 10 mg/kg intraperitoneal yolla Astaxanthin uygulandi.

2.6.Histopatolojik Inceleme

21.giin testlerinin tamamlanmasinin ardindan, siganlar anestezi altinda sakrifiye edildi
ve temporal kemikleri otik kapsiilleri ¢ikarmak i¢in disekse edildi. Kemik dokular, %10’ luk
Notral formaldehit ile 3-5 giin fikse edildi. 5 giin boyunca diizenli olarak fiksatif materyali
degistirildi. Kemik dokusu fiksatifin i¢inde asili olarak kalana kadar devam edildi. Daha

sonra, orneklerin dekalsifikasyon siireciyle devam edildi.

2.1. Formik asit-sodyum sitrat soliisyonu karsim miktarlar

Formik Asit-Sodyum Sitrat Soliisyonu:

Soliisyon A: Soliisyon B:

Sodyum sitrat: 50 gr | %90’lik formik asit: 125 ml

Distile su: 250 m Distile su: 125 ml

A ve B soliisyonlar1 esit miktarda karistirildi ve elde edilen karisim (Formik Asit-
Sodyum Sitrat Soliisyonu) ile dekalsifikasyon islemi yapildi (Tablo 2.1.). Islem siiresi
kemiklerin yumusamasia kadar devam ettirildi. Dekalsifikasyon siiresince soliisyon giin
asir1 degistirildi ve kemigin yumusamasi kontrol edildi. Kemikler, soliisyon icinde asili
vaziyette kalana kadar takip edildi. Ornekler daha sonra parafin bloklara gomiildii (Sekil 2.
8.) ve 5 um kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler, Leica Application Suite yazilimina sahip

bir Leica DM 6000 B mikroskobu kullanilarak analiz edildi.
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Lama alman Orneklere Hematoksilen-eosin boyama ve TUNEL boyamasi

gergeklestirildi.

Sekil 2.8. Kokleanin parafine gdmiilme agis1

2.7.immunohistokimyasal inceleme (Tunel Boyama)

TUNEL teknigi kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alind1 ve boyandi. Objektif bir
yaklagim saglamak i¢in her karede bir sayma alani tanimland1 ve apoptotik hiicre sayisinin
o bolgedeki toplam hiicre sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla apoptotik indeks (%)
olgildii.
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TUNEL prosediirii uygulanisinda 6ncelikle, deparafinizasyon iglemi ger¢eklestirildi.
Bunun i¢in kesitler etiivde 15 dakika boyunca 65-75°C'de tutuldu. Ardindan xylene ile iki
kez 15 dakika (15-25°C) islem yapildi. Bu agsamada, bir strafor igerisine buz hazirlandi. Daha
sonra rehidratasyon islemi uygulandi. Kesitler sirasiyla %100, %96 (ilk ve ikinci), %90,
%80, %70 ve %601k alkol serilerinden her biri i¢in 3 dakika gecirildi ve son olarak
Permeabilizasyon soliisyonunda (PBS) 3 dakika bekletildi (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Permeabilizasyon soliisyonu karisim miktarlari

Permeabilizasyon Soliisyonu
Madde Miktar
Tri Na Citrate x 2H20 (MW: 294,14 g) (%0,1) 0,1g
Triton X-100 0,1 ml
Double Distile Su (DDS) 100 ml

PBS’da 2-8 dakika buz i¢inde tutulduktan sonra kesitler, PBS ile 2 kere yikanarak
islemler devam etti. Bu asamada, TUNEL Kit'in Label 1 (eflatun) soliisyonu +4°C'ye alindi.
Kesitler, Citrat Buffer (Retrival soliisyonu) igerisinde (Tablo 2.3.) 750 Watt’lik
mikrodalgada 45 saniye ile 1 dakika arasinda tutuldu. Sogutmak icin kesitler hizla buz
icindeki PBS’ye konuldu ve 5 dakika bekletildi.

Tablo 2.3. Citrat buffer (retrival soliisyonu) karisim miktarlar

Citrat Buffer (Retrival Soliisyonu)

Madde Miktar
Tri Na Citrate x 2H20 (MW: 294,14 g) 5,88 ¢g

Double Distile Su (DDS) 200 ml
HCI (10 ml HC1 + 100 ml DDS) 3,55 ml

Daha sonra oda sicakligindaki PBS ile muamele edildi ve Blocking soliisyonunda
(Normal Horse Serum %2,5, R.T.U. VECTASTAIN Universal Quick Kit, Cat No: PK 7800)
humidified chamber i¢inde 15-25°C’de 30 dakika bekletildi. Bu asamada TUNEL Kit

hazirland1 ve buz igine konuldu.
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Devaminda, kesitler 2 kez PBS ile yikandi. Daha 6nce hazirlanan TUNEL Reaction
Kit’ten her preparat i¢in 50 pl alind1 ve karanlik humidified chamber iginde 37°C'deki etiivde
60 dakika bekletildi. Bu siiregte, POD Converter +4°C’ye alindu.

Sonraki asamada, 5 dakika boyunca x3 PBS ile yikama yapildi ve preparatin suyu
alindi. Ardindan 50 pl POD Converter (Vial 3) eklendi, karanlik ve humidified chamber
icinde 37°C’deki etiivde 30 dakika bekletildi ve x3 PBS ile tekrar yikandu.

Prosediiriin devaminda DAB + Substrat eklendi (Tablo 2.4.) ve 15-25°C’de 5 dakika
bekletildi. Bu islemin ardindan x3 PBS ile yikama yapildi. Preparatlar, 3-5 dakika boyunca
Mayer Hematoksilen ile zit boyama islemine tabi tutuldu ve ¢esme suyunda mordantlagsmasi
saglandi. Son olarak, xylene ile seffaflagtirma islemi gergeklestirildi ve preparatlar entellan

ile kapatildi.

Tablo 2. 4. Dab + substrat karisimi hazirlanigi

DAB + Substrat
Madde Miktar
Substrat 200 pl
DAB 101

2.8.Istatistiksel Analiz

Veri analizi gesitli istatistiksel testleri icermektedir. i1k olarak, her bir zaman noktasinda (6n
test, 1. giin, 7. giin ve 21. giin) veri dagiliminin normalligini degerlendirmek i¢in Shapiro-
Wilk testi kullanilmistir. Shapiro-Wilk testi normal olmayan bir dagilim gdsterdiginden
(p<0.05), sonraki analizlerde parametrik olmayan yontemler kullanilmistir. Genel grup
karsilastirmalari i¢in Kruskal-Wallis testi se¢ilmis ve her zaman noktasinda kontrol ve tedavi
gruplar1 arasinda ABR esikleri ve histolojik bulgulardaki farkliliklar incelenmistir. Gruplar
arasindaki ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapilmistir. Tim
istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) siirim 25,
International Business Machines (IBM) Corporation, Armonk, Newyork, ABD kullanilarak
gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama + standart sapma (ortalama =+ SD) olarak sunulmustur.

[statistiksel anlamlilik p<0.05 olarak belirlenmistir
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3. BULGULAR

Arastirmada, astaksantinin wistar albino siganlarda giiriiltiiye maruziyette etkisi analiz
edildi. Giiriiltii verilen ve giiriiltii verilmeyen gruplarda Isitsel uyarilmis Beyinsapi
Potansiyeli (IUBC) yamitlari, Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE),
histopatolojik ve immunihistakimsal incelemeler arasindaki farklar incelendi. Testler on test
(0. Giin), 1,7,21. Giinlerde tekrarlandi. Giiriiltii verildikten sonra etken maddedin yapilan

testlerle incelendi.

3.1. DPOAE Bulgulan

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon testi, f2/f1 frekans oran1 1.22 olan iki saf ses
kullanilarak ger¢eklestirildi (f1=65 dB SPL, f2=55 dB SPL). Test sirasinda 1, 2, 4 ve 8 kHz

frekanslarindaki sinyal-giiriiltii oranlar1 analiz edildi.

On testlerde, frekans arttik¢a sinyal-giiriiltii oraninin da artt11 gézlemlendi. En yiiksek
sinyal-giirtiltii oran1 8 kHz’de, en diisiik oran ise 1 kHz’de elde edildi. Hatta bircok hayvanda
1 kHz frekansinda DPOAE yanit1 alinamadi (Sekil 3.1.).

Giirtiltii maruziyetinden sonra, en belirgin etki 8 kHz frekansinda gozlendi (Sekil 3.5.).
Verilerin analizi sirasinda, her bir zaman dilimi (0., 1., 7. Ve 21. Giinlerde) igin gruplar arasi

ve gruplar i¢i karsilastirmalar yapildi.

Tiim zamanlar i¢in (0., 1., 7. Ve 21. Gilinlerde) i¢in tiim frekanslarda, deney gruplari
arasinda bir fark olup olmadigini tespit etmek icin Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Farkli frekanslar icin elde edilen test sonuglarinin p degerleri
tablolagtirllmigtir. P degeri 0.05 esik degerinden kiiclik ¢ikan sonuglar anlamli fark olarak

degerlendirilmistir.
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1 kHz
0. glin 1. glin 7. giin 21. giin
Grup 1 0.04+0.09 | 0.00+£0.00 | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00
Grup 2 0.15+038 | 0.11+£0.26 | 1.96+4.86 | 0.00+0.00
Grup 3 0.21+0.53 | 0.00+£0.00 | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00
Grup 4 022+0.56 | 0.06+0.15 | 0.15+0.38 | 0.53+1.32
Grup 5 0.18+0.44 | 0.00+0.00 | 0.00+£0.00 | 0.01+0.03
p Orp 239 1.00 0.37 0.37 0.37
p o 14 0.97 0.74 0.74 0.74

Tablo 3.1. 1 khz’de DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin tiim gruplarda ortalama ve standart
sapma degerleri gosterimi

Tablo 3.1. teki sonuglara gore, 0., 1., 7. Ve 21. Giinlerde 1 Khz giiriiltii verilen

arasinda fark bulunmamustir. (Sekil 3.1)

I

T s R

gruplarda (2,3, ve 5. Gruplar) da giiriiltii verilmeyen gruplarda (1 ve 4. Gruplar) da gruplar

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 3.1 1 kHz’de tiim gruplarda DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin ortalama ve standart
sapma grafiksel gosterimi
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Tablo 3.2. 2 khz’de DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin tiim gruplarda ortalama ve standart

sapma degerleri gosterimi

2 kHz
0. giin 1. glin 7. giin 21. giin
Grup1 | 1479+7.24 | 16.02+5.69 | 16.30+6.84 | 17.91 +6.30
Grup2 | 18.61+5.82 | 0.44+1.08 11.92 +£8.23 | 14.02 + 8.55
Grup3 | 1458+5.76 | 3.40+5.58 15.13+6.16 | 17.82+7.42
Grup4 | 17.01+7.16 | 17.76 £7.26 | 15.69+7.31 | 18.94 +7.33
Grup5 | 1488+5.89 | 6.84+6.24 | 16.62+7.32 | 18.78+8.03
p O 233 0.13 0.017* 0.38 0.30
p Grur 14 0.35 0.35 0.85 0.44
B Gin0
3 Gin 1
251 =3 Gin7
I Giin 21
_ 20+
g 15f H [ o — iR il
é 10+
Of 1
GrLjp 1 Grdp 2 Grulp 3 Gl’l;p 4 Gru‘p 5

Sekil 3.2. 2 kHz’de tiim gruplarda DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin ortalama ve standart
sapma grafiksel gosterimi

Tablo 3.2.’teki ve sekil 3.2.’teki sonuglara gore, 2 kHz giiriiltii uygulanan gruplar (2,
3 ve 5) ile kontrol gruplari (1 ve 4) karsilagtirildiginda, 0., 7. Ve 21. Gilinlerdeki verilere gore
anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir. Bu bulgu hem tablo hem de sekil verileriyle
uyumludur. Ancak, giiriiltii uygulamasinin hemen ardindan, yani 1. Giin, giirliltiiye maruz

kalan gruplarda belirgin bir farklilik ortaya ¢ikmustir. Sekil 3.2. iizerinde yapilan detayli
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incelemeler, etken maddenin verildigi giinden itibaren SGO’da istatistiksel olarak anlamli

olmasa da bir artig egilimi oldugunu gostermistir.

Tablo 3.3. 4 khz’de DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin tiim gruplarda ortalama ve standart

sapma degerleri gosterimi

4 kHz
0. giin 1. glin 7. giin 21. giin
Grup 1 27.83 £8.37 27.59 +8.36 28.30+8.54 28.23 £8.40
Grup 2 30.24 + 8.99 0.00 +0.00 4.94 +7.55 9.13+10.18
Grup 3 29.90+9.16 0.00 +0.00 8.07+9.77 12.79 +10.73
Grup 4 27.11£8.10 28.06 + 8.57 26.38 = 8.34 25.61 £7.65
Grup 5 29.16 £ 8.71 3.11 £4.65 7.49 +8.79 9.43 £8.30
p O 233 0.93 0.04* 0.95 0.66
p G 14 0.91 0.74 0.28 0.08
40 B Gun 0
B Ginl
3 Gin7
=1 Gin 21
30
% 20
g 10 \| |V “7<‘
of I l~A‘ l
Grulp 1 Grt.;p 2 Grﬁp 3 Gru‘p 4 Gn;p 5

Sekil 3. 3. 4 kHz’de tiim gruplarda DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin ortalama ve standart
sapma grafiksel gosterimi

Tablo 3.3.’teki ve sekil 3.3.’teki sonuglara gore; 0., 7. Ve 21. Giinlerde 4 kHz giiriilti
uygulanan gruplar (2, 3 ve 5) ile kontrol gruplari (1 ve 4) arasinda anlamli bir fark olmadigini
gostermistir. Ancak, giiriiltii uygulamasinin hemen ardindan, yani 1. Giin, giiriiltiiye maruz
kalan gruplarda belirgin bir farklilik gézlemlenmistir. Sekil 3.3. Uzerinde yapilan detayli
incelemelerde, etken maddenin verildigi giinden itibaren SGO’da anlamli olmasa da artig

egilimi oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 3.4. 6 khz’de DPOAE sinyal giirtiltii oranlarinin tiim gruplarda ortalama ve standart

sapma degerleri gosterimi

6 kHz
0. giin 1. glin 7. giin 21. giin
Grup1 | 39.72+11.83 | 41.26 +12.40 | 41.09 +12.38 | 40.34 +12.05
Grup 2 | 41.91+12.68 0.00 +0.00 7.34+10.06 | 10.45+12.29
Grup 3 | 42.58+12.77 0.44 +£1.08 7.88+11.56 | 10.15+12.67
Grup4 | 41.33+£12.38 | 40.22+£12.01 | 39.12+11.67 | 41.05+12.24
Grup5 | 41.53+12.38 5.71 +8.39 16.05 +13.49 | 20.02 + 14.26
p O 239 0.85 0.044* 0.30 0.15
p o4 0.22 0.28 0.14 0.91

Sekil 3.4. 6 kHz’de tiim gruplarda DPOAE sinyal giiriiltii oranlarinin ortalama ve standart
sapma grafiksel gosterimi

Tablo 3.4. ’teki ve sekil 3.4.’teki sonuglara gore; 6 kHz giirtiltiiye maruz birakilan
gruplarin (2, 3 ve 5) analizleri, 0., 7. Ve 21. Glinlerde kontrol gruplariyla (1 ve 4)
karsilagtirildiginda anlaml bir farklilik ortaya koymamaistir. Bu sonuglar hem tablo hem de
sekil verileriyle desteklenmektedir. Bununla birlikte, giiriiltii uygulamasinin hemen
ardindan, yani 1. Giin, giriltilye maruz kalan gruplarda belirgin bir farklilik
gozlemlenmistir. Sekil iizerinde yapilan detayli incelemeler, etken maddenin verildigi
giinden itibaren SGO’da istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artis egilimi oldugunu

gostermistir.
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Tablo 3.5. 8 khz’de DPOAE sinyal giirtiltii oranlarinin tiim gruplarda ortalama ve standart
sapma degerleri gosterimi

8 kHz

0. glin 1. giin 7. glin 21. giin
Grup1 | 4480+ 13.47 | 44.48+13.54 | 43.61 £13.14 | 43.45+12.99
Grup 2 | 46.43+13.91 | 0.00+0.00 4.62 +6.57 5.66 + 8.99
Grup 3 | 46.93+14.26 | 0.00+0.00 3.60 £ 6.70 4.81+7.82
Grup 4 | 45.13+13.59 | 44.88 +13.53 | 4555+ 13.71 | 45.64 + 14.02
Grup 5 | 46.07+14.00 | 541+10.27 | 13.52+13.01 | 17.57+13.10

p Orp 239 0.63 0.04* 0.12 0.028*

p o 14 0.74 0.85 0.12 0.14

60

40}

Jrulty Orani (98 SPL)

30

val-Gu

20

Grup 1 Grup 2

POAE Sin

Grup 4 Grup 5

Sekil 3.5. 8 kHz’de tiim gruplarda DPOAE sinyal giiriiltli oranlarinin ortalama ve standart
sapma grafiksel gosterimi

8 kHz giiriiltiiye maruz birakilan gruplar (2, 3 ve 5) ile kontrol gruplart (1 ve 4)
karsilastirildiginda, 0. Ve 7. Giinlerdeki 6l¢iimler anlamli bir farklilik gostermemistir. Ancak
hem tablo hem de sekil verilerine gore, giiriiltii uygulamasindan hemen sonra (1. Giin) ve
deneyin sonunda (21. Giin) giiriiltii gruplarinda belirgin bir farklilik ortaya ¢cikmistir. Sekil
iizerinde yapilan detayl1 incelemeler, etken maddenin verilmesini takiben 1. Giinden itibaren
21. Giine kadar, 7. Giin de dahil olmak tizere, SGO’da istatistiksel olarak anlamli olmasa da

bir artig egilimi oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.6. 21. Giinde gruplara DPOAE sinyal giiriiltii oranlar1 gosterimi

3.2. ITUBC Bulgulan

IUBC, 1. 7. ve 21. Giinlerde 4 Khz, 8 Khz, 12 Khz, 16 Khz ve 32 Khz frekanlarinda
tone burst uyaran ile yapilan IUBC testinin sonuglari giiriiltii verilen deney gruplar1 (2,3,5)
arasinda bir fark olup olmadigini tespit etmek icin Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Benzer sekilde 1. 7. ve 21. giinler i¢in tiim frekanslarda,
giirtiltii verilmeyen deney gruplari (1, 4) arasinda bir fark olup olmadigin1 tespit etmek i¢in
Mann Whitney u testi kullanilmistir. p degeri 0.05 esik degerinden kii¢lik ¢ikan sonuglar

anlamli fark olarak degerlendirilmistir. Sonuglar asagidaki tablolarda 6zetlenmistir.
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Tablo 3.6. 4 khz’de TUBC esik degelerinin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
degerleri gosterimi

4 kHz
GUN 0 GUN 1 GUN 7 GUN 21

Grup 1 16.19 £ 6.09 11.46 £3.91 17.11 £6.13 20.47 +£7.56
Grup 2 13.0+6.32 11.0+5.16 18.0 +£5.37 22.5+4.25
Grup 3 17.0+3.5 11.5+4.74 18.0+2.58 21.5+4.12
Grup 4 145+5.5 11.5+3.37 16.0+5.16 19.5+4.97
Grup 5 14.0+5.16 9.5+2.84 15.0+5.27 22.0+4.22

p O 233 0.157 0.004* 0.001* 0.006*

p Grur 14 0.75 0.218 0.89 0.218

IUBC Esikleri {(dB SPL)
= - N N
o 0 =3 0

wn

4 kHz IUBC Ortalama ve Stan

dart Sapma

Grup 2 Grup 3

Grup 4 Grun 5

Sekil 3.7. 4 kHz’de ITUBC cevaplarmin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
grafiksel gosterimi

Tablo 3.6.teki ve sekil 3.7. teki sonuclara gore; 4 kHz giiriiltiiye maruz birakilan

gruplarin (2, 3 ve 5) analizleri, 0. giinde kontrol gruplariyla (1 ve 4) karsilastirildiginda

anlaml1 bir farklilik ortaya bulunmamustir. Fakat 1. 7. ve 21. giinler i¢in tiim frekanslarda,

giiriiltilye maruz birakilan gruplarin (2, 3 ve 5) analizleri, 0. glinde kontrol gruplariyla (1 ve

4) arasinda anlamli fark edilde edilmistir.

Tablo 3.7. 8 khz’de IUBC esik degelerinin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
degerleri gosterimi

8 kHz

GUNO

GUN 1

GUN 7

GUN 21

Grup 1

20.49 £ 6.47

28.09 £25.29

24.51 £28.19

30.09 +£29.43
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80

o
(=]

»
o

IUBC Esikleri (dB SPL)

N
o

Al

Grup 2 22.0+3.5 70.5+5.5 70.0 £ 6.67 79.5+9.85
Grup 3 17.5+7.17 67.5 £8.25 71.0+ 8.1 82.0£9.49
Grup 4 19.0+3.16 16.5+3.37 11.0+2.11 16.5+3.37
Grup § 18.5+3.37 55.5+12.57 55.0+14.34 59.5+15.54
p Grp 235 0.684 0.002* 0.0011* 0.005*
p G 14 0.853 0.28 0.853 0.247
8 kHz IUBC Ortalama ve Standart Sapma

 Gin 1
- Gin7
= Gun 21

Grup 1

Grup 2 Grup 3

Grup 4

Grup 5

Sekil 3.8. 8 kHz’de IUBC cevaplarmin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma grafiksel

gosterimi

Tablo 3.7. teki ve sekil 3.8.’teki sonuglara gore;8 kHz giiriiltliye maruz birakilan

gruplar (2, 3 ve 5) ile kontrol gruplar1 (1 ve 4) arasinda, deney Oncesi Ol¢iimlerde (0. giin)

anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak, giiriiltii uygulamasini takiben 1., 7. ve 21.

giinlerde yapilan ol¢iimlerde, giiriiltilye maruz kalan gruplar ile kontrol gruplari arasinda

anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Bu bulgular hem tablo hem de sekil verileriyle

uyumludur.

Tablo 3.8. 12 khz’de IUBC esik degelerinin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
degerleri gosterimi

12 kHz

GUNO

GUN 1

GUN 7

GUN 21

Grup 1

31.83 +£26.44

31.48 +£23.0

26.1 £21.36

21.42 £23.32
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Grup 2 75.5 £ 8.96 79.5+10.39 51.0+11.01 51.0+13.9
Grup 3 76.5+12.48 80.5+10.39 65.0+8.16 62.0+7.53
Grup 4 19.5+4.97 19.0 £3.94 14.0 £3.94 12.0 +4.83
Grup 5 56.5+15.64 61.5+17.49 42.0+15.31 42.0+15.67
p O 233 0.342 0.001* 0.001* 0.004*
p O 14 0.165 0.218 0.393 0.579
12 kHz IUBC Ortalama ve Standart Sapma

80|

|UBC Esikleri (dB SPL)

o
o

&
o

N
o

'l

Grup 1

Grup 2 Grup 3

Grup 4

Grup 5

Sekil 3.9. 12 kHz’de IUBC cevaplarmin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
grafiksel gosterimi

12 kHz giiriiltiiye maruz kalan gruplar (2, 3 ve 5), kontrol gruplariyla (1 ve 4) deney

oncesi donemde (0. giin) karsilastirildiginda anlamli bir farklilik géstermemistir. Ancak

giirtiltii uygulamasinin ardindan, 1., 7. ve 21. giinlerde yapilan dl¢iimlerde, giiriiltiiye maruz

kalan gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda belirgin farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Bu

farkliliklar, hem tablo verilerinde hem de sekillerde gozlemlenmektedir.

Tablo 3.9. 16 khz’de TUBC esik degelerinin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
degerleri gosterimi

16 kHz

GUNO

GUN 1

GUN 7

GUN 21

Grup 1

26.56 £23.58

28.78 £21.53

30.62 +20.48

24.17£19.8
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Grup 2 59.0+ 8.1 58.0+11.83 545+ 1641 53.5+£9.14
Grup 3 67.5+7.17 64.0 +£10.22 66.5+12.7 58.0 +5.37
Grup 4 16.5 +£3.37 23.0+2.58 19.5+3.69 15.0£3.33
Grup § 45.0+14.91 46.5+15.28 48.0 £15.85 39.0 + 14.87
p O 233 0.911 0.005* 0.030* 0.004*
p Grup 14 0.28 0.436 0.631 0.796

80

|UBC Esikleri (dB SPL)

16 kHz IUBC Ortalama ve Standart Sapma

Gan 0

Sekil 3.10. 16 kHz’de IUBC cevaplarmin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
grafiksel gosterimi

16 kHz giiriiltiiye maruz birakilan gruplar (2, 3 ve 5) ile kontrol gruplar (1 ve 4)

arasinda, deneyin baslangi¢ noktasinda (0. giin) anlaml bir farklilik gézlemlenmemistir.

Ancak 1., 7. ve 21. giinlerde, yani giiriiltii uygulamasinin ardindan yapilan dlgtimlerde,

giiriiltilye maruz kalan gruplar ile kontrol gruplari arasinda belirgin farkliliklar tespit

edilmigtir. Bu farkliliklar hem tablo verilerinde hem de sekil iizerinde agikga goriilmektedir.

Tablo 3.10. 32 khz’de IUBC esik degelerinin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
degerleri gosterimi

32 kHz

GUNO

GUN 1

GUN 7

GUN 21

Grup 1

19.6 +17.24

28.83 +26.19

30.97 £24.45

30.68 +21.8
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Grup?2 [49.5+12.35 63.0+11.35 64.0 +£9.07 60.0 = 18.41
Grup3 |58.0+5.87 66.0 + 6.58 58.5+11.32 59.0 + 15.06
Grup4 |[10.5+1.58 19.0+3.16 23.0+3.5 21.5+3.37
GrupS |37.0+14.18 41.5+£17.49 42.0+ 14.94 41.0+£12.43
p Grww 23,5 0.057 0.007* 0.016* 0.021*
p Orwp 1.4 0.143 0.63 0.19 0.971

32 kHz IUBC Ortalama ve Standart Sapma

@
o

" Gun 0

w (=] ~
(=] o (=}

iUBC Esikleri (dB SPL)
By
o

Sekil 3.11. 32 kHz’de IUBC cevaplarmin tiim gruplarda ortalama ve standart sapma
grafiksel gosterimi

32 kHz giiriiltiiye maruz birakilan gruplar (2, 3 ve 5) ile kontrol gruplar1 (1 ve 4)
arasinda yapilan baslangi¢ Ol¢timleri (0. giin) anlamli bir farklilik gostermemistir. Ancak
giirtiltii uygulamasinin ardindan, 1., 7. ve 21. giinlerde yapilan dl¢iimlerde, giiriiltiiye maruz
kalan gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda belirgin farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu farkliliklar

hem tablo verilerinde hem de sekillerde gézlemlenebilmektedir.
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Sekil 3.12. Gruplara gore 21. Giinde 8 kHz’de IUBC dalga morfolojisi ve esik degeleri
gosterimi

3.3. Histopatolojik ve Immunihistokimyasal inceleme Bulgulari

Histolojik inceleme amaciyla, her bir denek hayvandan alinan iki koklea 6rnegi de
diseke edildi. Rutin doku isleme ve takip protokollerinin ardindan, koklea kesitlerinin genel
yapisi basarili bir sekilde gozlemlendi. Calismada, kokleanin farkli bolgelerini temsil eden
kesitler se¢ildi: bazal bolge i¢in 1. Corti, orta bolge icin 2. ve 3. Corti, apikal bolge i¢in ise
4. ve 5. Corti kesitleri degerlendirildi. Hazirlanan kesitler, Hematoksilen-Eosin ve TUNEL

boyama yontemleri kullanilarak boyandi ve detayl1 analizlere tabi tutuldu.
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Sekil 3.13. Normal isiten (Grup 1) korti 6rnegi gdsterimi (10x)
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Sekil 3.14. Sadece SF verilen grupta (Grup 1) korti 6rnegi gosterimi (20x)

Sekil 3.15. Giiriiltii verilen grupta (Grup 2) korti 6rnegi gosterimi (20x)
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Sekil 3.16. Giiriiltii ve Astaksantin verilen (Grup 5) korti 6rnegi gosterimi (20x)

Hematoksilen-Eosin  boyamada morfolojik olarak gruplara arasinda fark

gbzlennemistir.

Corti 1 icin tim indekslerde, deney gruplar1 arasinda bir fark olup olmadigin tespit
etmek icin Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir. Farkli
indeksler icin elde edilen test sonuglariin p degerleri tablolastirilmistir. p degeri 0.05 esik

degerinden kiigiik ¢ikan sonuglar anlamli fark olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 3.11. Spiral ganglion (apoptatik indeks ortalamalar1)

Spiral Ganglion (Apoptatik indeks Ortalamalari)
GRUP bazal % orta % apikal %
1 1.25 1.63 1.63
2 7.86 7.71 6.86
3 7.78 8.00 9.11
4 1.63 1.75 2.00
5 6.5 6.17 5.00
p Crev 14 0.38 0.721 0.57
p O 23,3 0.000* 0.000* 0.001*

Tablo 3.11. ‘deki sonuglara gore; spiral ganglionda Tunel boyama ile yapilan

incelemeler apoptotik indeks ortalamalarinda, 1. ve 4. Gruplarda fark gézlenmezken, 2., 3.

Ve 5. Gruplarda bazal, orta ve apikal bolgelerde anlamli fark bulunmustur.

Grup 1
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¢ dnip
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Grup 4

Grup 5

|

e ¥ M

Sekil 3.17. Sprial ganglionda gruplara gore apoptotik ve canli hiicre gosterimleri (40x)
beyaz iiggen canli hiicreleri, siyah ok isareti apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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Tablo 3.12. Spiral ligament (apoptatik indeks ortalamalar1)

Spiral Ligament (Apoptatik indeks Ortalamalari)
GRUP bazal % orta % apikal %
1 5.00 4.00 4.25
2 21.71 25.29 19.71
3 25.11 27.22 22.78
4 4.88 3.63 4.63
5 4.50 4.13 3.67
p o L4 0.959 0.721 0.798
p Crp 233 0.065 0.021* 0.019*

Tablo 3.12. verilerine gore, spiral ligamentte yapilan TUNEL boyama analizlerinde,
apoptotik indeks ortalamalari agisindan 1. ve 4. gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Bununla birlikte, 2., 3. ve 5. gruplarda hem bazal, hem orta hem de apikal
bolgelerde, kontrol gruplarina kiyasla anlamli diizeyde artmis apoptotik indeks degerleri

tespit edilmistir.

Grup 1
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Grup 2

Grup 3
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Grup 4
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Sekil 3.18. Sprial ligamentte gruplara gore apoptotik ve canli hiicre gosterimleri (40x)
beyaz liggen canli hiicreleri, siyah ok isareti apoptotik hiicreleri gdstermektedir.
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Tablo 3.13. Stria vaskiilaris (apoptatik indeks ortalamalar)

Stria Vaskiilaris (Apoptatik Indeks Ortalamalari)

GRUP bazal orta apikal
1 3.75 6.25 4.25

2 28.43 30.00 30.71

3 25.22 30.11 30.56
4 4.50 6.63 4.50
5 12.29 11.50 9.80

p o 1A 0.328 0.442 0.798

p o 233 0.000* 0.003* 0.006*

Stria vaskiilariste gergeklestirilen TUNEL boyama analizlerinde de 1. ve 4. gruplar
arasinda apoptotik indeks ortalamalar1 bakimindan anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.
Ancak 2., 3. ve 5. gruplarda, spiral ligament ve spiral ganglion'da oldugu gibi, stria
vaskiilaris'in bazal, orta ve apikal bolgelerinin tamaminda, kontrol gruplarma kiyasla

apoptotik indeks degerlerinde anlamli artiglar tespit edilmistir.

Tiiyli Hiicrelerde yapilan canlilik orani her koriti de 3 dig tiiylii ve 1 i¢ tiiylii hiicre

gormek normal olarak kabul edilip canli hiicrelerin ve hasar gérmiis hiicrelerin sayimlari

gerceklestirildi.
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Grup 1

Grup 2
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Grup 5

Sekil 3.19. Stria vaskiilariste gruplara gére apoptotik ve canli hiicre gosterimleri (40x)
beyaz iicgen canli hiicreleri, siyah ok isareti apoptotik hiicreleri gostermektedir

Tablo 3.14. Dig tiiylii hiicrelerin canlilik oranlarinin bulgular:

Dis Tiiylii Hiicreler (canhlik oram)
Grup bazal % orta % apikal %
1 90.90 93.07 87.86
2 42.16 57.26 47.22
3 45.00 59.03 55.56
4 90.61 92.54 96.46
5 77.42 83.68 86.64
p o 14 0.743 0.720 0.072
p O 233 0.025% 0.000* 0.080
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Tablo 3.15. I¢ tiiylii hiicrelerin canlilik oranlarmin bulgulart

I¢ Tiiylii Hiicreler (canlihk oram)
Grup bazal % orta % apikal %

1 97.78 100.00 100.00

2 80.09 91.84 69.44

3 100.00 87.50 77.78

4 100.00 97.61 100.00

5 96.79 98.19 100.00
p o 14 0.758 0.278 1.000
p O 233 0.04* 0.215 0.780

Tablo 3.14. ve 3.15. elde edilen sonuglara gore, Dis tiiylii hiicrelerin canlilik
oranlarinda 1. ve 4. gruplar arasinda anlaml bir farklilik gézlemlenmemistir. Ancak 2., 3. ve
5. gruplarda, bazal ve orta bolgelerde, kontrol gruplarina kiyasla anlamli farklilar
goriilmiistiir. I¢ tiiylii hiicrelerin canlilik oranlarinda ise yine 1. ve 4. gruplar arasinda anlamli
bir farklilik gozlemlenmemistir. Ancak 2., 3. ve 5. gruplarda, bazal bdlgede, kontrol

gruplarina kiyasla anlamli farklilar goriilmiistiir.

Sekil 3.20. Normal isiten grupta (Grup 1) tiiylii hiicrelerin resim olarak gosterimi (40x)
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Sekil 3.21. Giiriiltii grubunda (Grup 2) tiiylii hiicrelerin resim olarak gosterimi (40x)

Sekil 3.22. Giiriiltii ve Astaksantin verilen grupta (Grup 5) tiiylil hiicrelerin resim olarak
gosterimi (40x
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4. TARTISMA

Bu c¢alisma, astaksantinin giiriiltii kaynakli isitme kaybimna karsi potansiyel koruyucu
etkilerini arastirmak iizere tasarlanmistir. Giiriiltiiye bagl isitme kaybi (GBIK), diinya
capinda milyonlarca insani etkileyen yaygin bir saglik sorunudur ve su anda etkili bir
tedavisi bulunmamaktadir. Mevcut tedavi secenekleri cogunlukla isitme kaybinin
ilerlemesini yavaglatmaya odaklanmakta olup, hasarli isitme fonksiyonunu geri
kazandiramamaktadir. Bu nedenle, GBIK'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni ve etkili

stratejiler gelistirmek biiylik 6nem tagimaktadir (83).

GBIK kaybinda metabolik ve mekanik hasar mekanizmalar1 nedeniyle gegici esik
degisikligi ya da kalici esit degisiklikleri ile isitme kayiplar1 olusabilmektedir. hatta dis tliylii
hiicrelere hasarindan sonra 1 hafta sonra da devam ettigini gostermistir. Bu hasar morfolojik
olarak olusan cortide hasara ek olarak; metabolik hasarla devam ederek kalici bir hal alir.
Metabolik hasar yiiksek siddetteki giiriiltiinlin, koklea i¢indeki dengeyi reaktif oksijen
tiirlerinin ve reaktif nitrojen tiirlerinin salin1 ile oksidatif stres ile hiicre i¢i hassas dengenin
bozulmasi ile gerceklesir. Serbest radikallerin hiicre i¢i hemoastazi bozmasi; hiicre
membranlarina, proteinlere ve DNA'ya zarar vererek koklear fonksiyonu bozmasi ile

tetiklenir(84,85).

GBIK ve antioksidanlarin etkinligini arastiran ¢alismalarda in vivo modellemeler
agirliktadir. Bunun sebebi, giiriiltii maruziyeti ile ilgili ¢aligma tasarimini etik kurallar nedeni
ile insanlarda olusturulmasimnin miimkiin olmayisindan kaynaklanmaktir. Parametrelerin
esitligini saglamada ve histopatolojik ¢alismalara olanak tanimasi nedeniyle in vivo dizayn

modellemeleri tercih edilmektedir(86).

Literatiide gesitli antioksidanlar ile GBIK 'nin etkilerinin azaltilmasina ya da 6nlemeye
yonelik ¢cok sayida in vivo calismalar mevcuttur. Ancak Astaksantinin GBIK ’nda etkilerini

inceleyen arastirmalar mevcut degildir (87-90).
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Astaksantin, deniz {irlinlerinde bulunan ve giiclii antioksidan ve anti-enflamatuar
ozelliklere sahip bir ksantofildir. Son yillarda yapilan caligsmalar, astaksantinin cesitli
hastalik modellerinde, 6zellikle oksidatif stres ve inflamasyonun 6nemli rol oynadigi
durumlarda, koruyucu etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Astaksantinin, serbest
radikalleri temizleyerek, antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak ve inflamatuar
mediatorlerin  liretimini  baskilayarak hiicreleri hasardan korudugu diisiiniilmektedir

(82,91,92).

Literatiirde GBIK’na astaksantinin etkilerini arastiran ¢alismalar mevcut olmakla

birlikte, farkli patogeneze sahip isitme kayiplarini arastiran makaleler mevcuttur.

Cisplatin ototoksitesi ile koklear hasar medana getirilen siganlarda; Gu ve arkadaslar
(2022); arastirmalarinda, cisplatin kaynakli ototoksisiteyi Onlemek icin antioksidan
astaksantin (ATX) ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) duyarli/tiiketen nanopartikiillerin (PPS-
NP) kombinasyonu 6nermislerdir. ATX-PPS-NP, ROS’u temizleyen ve ATX’i serbest
birakmak icin parcalanan bir yapiya sahip olarak tasarlanmis olup, calismalarinda, bu
kombinasyonun hiicre Olimiinii ve inflamasyonu azaltti§ini, antioksidan savunmay1
artirdiginm1 ve isitme kaybini hafiflettigini gostermislerdir (93). Terzi ve ark. (2021);
caligmalarinda cisplatin adli kemoterapi ilacinin isitme kaybi (ototoksisite) iizerindeki yan
etkilerini azaltmak ic¢in astaksantin (ASX) adli bir antioksidanin koruyucu etkisi
aragtirmiglardir. Arastirma kapsaminda 36 sican alt1 gruba ayrip ve her gruba farkli dozlarda
ASX ve cisplatin uygulamislardir. Isitme kayb: diizeyi, kan 6rneklerindeki antioksidan ve
oksidatif stres 6l¢iimleri ile i¢ kulaktaki hiicresel degisiklikler incelemislerdir. Sonuglarinda,
ASX'nin, 6zellikle yiiksek dozda verildiginde, cisplatin kaynakli isitme kaybini azalttigini,
hiicresel dejenerasyonu engelledigini ve oksidatif stresi onemli Olclide disiirdiiglini
gostermislerdir. Bu ¢aligma, astaksantinin kemoterapiye bagl isitme kaybina kars1 koruyucu
bir ajan olabilecegini gostermektedir(94). Kinal ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada da,
cisplatin’in neden oldugu isitme kaybina (ototoksisite) karsi astaksantinin koruyucu etkisi
incelemislerdir. 35 adet Sprague Dawley cinsi disi si¢an bes gruba ayrip: kontrol, cisplatin
ve li¢ farkli dozda (10, 20, 40 mg/kg) astaksantin ile cisplatin alan gruplar. Cisplatin grubuna
tek bir doz 14 mg/kg cisplatin vermislerdir. Diger gruplara ise astaksantin her giin orogastrik
kantl ile verildikten sonra 7. giinde cisplatin uygulayip ve sitme testi olarak otoakustik

emisyonlar dl¢iilmiislerdir. 10. giiniin sonunda kan 6rnekleri alinip, isitme kaybinin yani sira
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histopatolojik analizler yapilmislardir. Sonuglar, yiiksek dozda astaksantinin (40 mg/kg)
yiiksek frekanslarda (24 ve 32 kHz) cisplatin kaynakli isitme kaybini Onleyebildigini
gostermistir(95). Ayrica, cisplatin grubuna gore toplam antioksidan kapasitenin daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Astaksantin, yiiksek dozda verildiginde isitme kaybina kars

koruyucu etkiler gostermislerdir.

Toprak ve ark. (2022); Bu ¢alismada, diyabetin isitme kaybina neden olan etkilerini
azaltmak icin astaksantinin koruyucu etkisi arastirilardir. Diyabetik isitme kaybi modelini
olusturmak i¢in 32 Wistar albino sican dort gruba ayirmiglardir: kontrol grubu (CNT),
diyabet grubu (DM), astaksantin uygulanan diyabet grubu (DM+AST) ve astaksantin
uygulanan diyabetik olmayan grup (AST). Diyabet, sicanlara streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu ile uyarmiglardir. AST tedavisi 60 giin boyunca uygulayip, isitme fonksiyonlari
IIBP ve DPOAE testleri ile degerlendirmislerdir. Ayrica, sicanlarm kan ve i¢ kulak
orneklerinden alinan pro-inflamatuar sitokinler ve antioksidan enzim diizeyleri
incelemislerdir. Sonug olarak; diyabetik siganlarda isitme kayb1 tespit edilirken, astaksantin
verilen diyabetik grupta isitme kaybinin dnemli 6lgiide azaldig1 gozlemlemislerdir. Ayrica,
astaksantin, oksidatif stresin ve inflamasyonun gostergeleri olan sitokin diizeylerini diisiiriip
ve antioksidan enzimleri artirmistir. Sonug olarak, astaksantinin diyabet kaynakli isitme

kaybina kars1 koruyucu etkisi oldugu gostermislerdir (96).

Her ne kadar ¢alismamizda Cisplatin kaynakli ya da diabet kaynakli koklear hasar
olusturulmasi tasarim iizerine kurulmasa da; anatomik yapilar itibari ile hiicre apoptozunu
onlemede hasara karst koruyuculugu baglaminda bahsedilen arastirmalar1 destekler

niteliktedir .

Mohamed ve ark.(2024); calismalarinda , sivi birikimi ile karakterize edilen orta
kulak enfeksiyonu olan otitis media ile effiizyonun (OME) patogenezinde sitokinlerin ve
Th17/Treg dengesizliginin rolii arastirmistir. Ayrica astaksantinin koruyucu etkisi ve
Notch1/Hes1/mTORC1/S6K1 sinyal yolaklari iizerindeki etkisi incelemistir. Caligmada, 48
cocuk li¢ gruba ayirmislardir: saglikli kontrol grubu, akut otitis media (AOM) grubu ve OME
grubu. Ayrica, lipopolisakkarit (LPS) ile OME indiiklenmis sigan modeli iizerinde
astaksantinin etkileri test etmislerdir. Sicanlar da ti¢ gruba ayrildi: normal kontrol, LPS grubu

ve astaksantin tedavi grubu. Astaksantin tedavisinin OMEin belirtilerini nasil etkiledigi,
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sitokin seviyeleri, Th17/Treg dengesizligi ve Notch1/Hes1/mTORC1/S6K1 sinyal yolaklar
Olciilerek degerlendirmislerdir. Astaksantin tedavisinin, OME'li siganlarda iltihaplanmay1
azalttigi, proinflamatuar sitokinleri baskiladigi ve Th17/Treg dengesini diizelttigi
gostersmiglerdir. Sonuglar, astaksantinin Notch1/Hes1/mTORC1/S6K1 yolunu baskilayarak
ve Th17/Tregs hiicre dengesini diizenleyerek OME'yi hafifletebilecegini gdstermektedir
(97). Yang ve ark. (2024); aragtirmalarinda, astaksantin i¢eren nanopartikiillerin (AST@dSe-
AFT) orta kulak s1v1 birikimi ve oksidatif stresle karakterize edilen sekretuar otitis media
(SOM) tedavisinde kullanilmasi arastirmistir. SOM, isitme kayb1 ve enfeksiyonla iliskilidir,
ancak mevcut tedaviler her zaman etkili degildir ve oksidatif stres bu hastaligin gelisiminde
onemli bir rol oynar. Astaksantin, gii¢lii bir antioksidan olsa da biyoyararlanim diisiiktiir ve
hizla okside olur. Bu sorunu agsmak icin AST, diselenyumla ¢apraz bagli apotransferrin (dSe-
AFT) ile nanopartikiiller halinde hazirlamiglardir. AST@dSe-AFT nanopartikiilleri, orta
kulakta oksidatif stresin azaltilmasi ve iltihaplanmay1 kontrol etmek icin gelistirmislerdir.
Bu nanopartikiiller, fare modellerinde SOM tedavisi i¢in uygulandi ve astaksantinin
kontrollii salinimi saglamislardir. Arastirmada, AST@dSe-AFT'nin inflamasyonu azaltarak
makrofajlar1 ve nétrofilleri anti-enflamatuar fenotipe yonlendirdigi ve giivenli oldugu tespit
etmislerdir. Sonug olarak, AST@dSe-AFT, SOM ve diger oksidatif stresle iligkili hastaliklar

icin umut verici bir tedavi olarak degerlendirmektedirler (98).

2 makaleninde dogrudan GBIK ile dogrudan ilgisi olmasa da 2 arastirmanm da ig
kulakta oksidatif stres ile iligkili mekanizmalarda astaksantinin olumlu etkilerini
desteklemektedir. Calismamiz molekiiler diizeyde yapilmis bir calisma degildir fakat hiicre

apoptoz oranlari ile incelendiginde ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.

Gu ve Arkadaslari, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada IUBC testi igin kullanilan
frekans aralig1 oldukca genis tutulmus ve 4, 5.6, 8, 11.2, 16, 22.6, 32 ve 45 kHz olarak
belirlenmistir. Her bir frekansta 0 ile 90 dB arasinda 5 dB'lik artiglarla detayli dlgitimler
yapilmistir (99). Bizim ¢alismamizda ise, odyolojik degerlendirmeyi optimize etmek ve
sonuglar1 daha pratik ve anlamli bir frekans araliginda toplamak amaciyla 4, 8, 12, 16 ve 32
kHz frekanslarmi kullandik. Bu seg¢imin, isitme kaybinin degerlendirilmesinde yeterli
hassasiyeti sagladig1 ve ayni zamanda analiz siireclerini kolaylastirdigi goriilmektedir.
Ayrica, c¢alismamizin sonuglarinin literatiirdeki benzer c¢alismalarla kargilagtirilabilir

olmasini da miimkiin kilmistir.
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Gu ve Arkadaglari'nin (2022) ¢alismasinda, cisplatin kaynakli ototoksisiteyi onlemek
icin antioksidan astaksantin (ATX) ve ROS-duyarli/tiikketen nanopartikiiller (PPS-NP)
kombinasyonu kullanilmistir. ABR testi, 4, 5.6, 8, 11.2, 16, 22.6, 32 ve 45 kHz frekanslarinda
gerceklestirilmistir (99). Bizim c¢alismamizda, ABR testlerini 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz
frekanslarinda 1., 7. ve 21. gilinlerde giiriiltii gruplar ile tedavi grubu arasinda anlamli
farklar1 tespit etmek i¢in kullandik. Sonuglarimiz, tedavi grubunda bu frekanslarda giiriiltii
grubuna gore anlamli derecede daha iyi isitme esiklerinin bulundugunu gésterdi. Gu ve
Arkadaslari'nin c¢alismasiyla karsilagtirildiginda, benzer frekans araliklarinda anlamli
sonuglar elde etmis olmamiz, astaksantinin isitme kaybi ilizerindeki koruyucu etkisini
desteklemektedir. Bizim ¢alismamizin daha odakl: frekans araliklarini kullanmasi, 6zellikle
ototoksisiteye duyarli frekanslarda astaksantinin etkinligini belirlemede 6nemli katkilar
saglamistir. Bu nedenle, her iki ¢alisma da astaksantinin isitme kaybina karsi potansiyel
koruyucu etkisini gostermekte ve frekans seciminin bu tiir arastirmalarda elde edilen

sonuglarin dogrulugunu ve klinik uygulanabilirligini artirdigina dikkat cekmektedir.

DPOAE testinde, Kinal ve ark. (2019); cisplatin’in neden oldugu isitme kaybinda,
isitme seviyeleri incelendiginde, astaksantinin 40 mg/kg dozunda verilen grubun 24 ve 32
kHz’de isitme seviyelerinde koruyucu etki gozlendi. Bu sonuglar, ¢alismamizdaki 8
kHz’deki bulgularla uyumlu olarak, astaksantinin yliksek frekanslarda koruyucu etkisinin
daha belirgin oldugunu gostermektedir. Gu ve arkadaslarinin ¢aligmasi, astaksantin kapsiillii
ROS-duyarli nanopartikiillerin (ATX-PPS-NP) etkisini inceleyerek, 4-45 kHz frekans
araliginda ABR o0lclimleriyle astaksantinin isitme kaybini 6nledigini gostermistir (95). Bu
calismada nanopartikiil formiilasyonun, astaksantinin daha etkin bir sekilde hedef dokulara
ulagmasini sagladig1 ve boylece ototoksisiteye karsi koruyucu etkisinin arttig1 goriilmiistiir.
Bizim c¢alismamizdaki sinyal-giiriiltii oranlarindaki artisin ve belirli frekanslarda
gozlemlenen anlamli farklarin, astaksantinin etkinligini ve uygun bir formiilasyon veya

dagitim sistemiyle bu etkinligin daha da giiglendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Ozetle; Calismamiz ve diger arastirmalarin tiimii, astaksantinin ototoksisiteye kars:
koruyucu etkilerini dogrulamaktadir. Bununla birlikte, farkli ototoksisite modelleri (diyabet,
cisplatin gibi) ve degisken uygulama protokolleri (dozaj, uygulama siiresi ve yOntemi)
astaksantinin etkinligini belirgin bir sekilde etkileyebilir. Bu durum, astaksantinin etkisinin

ototoksisite mekanizmasina bagl olarak degisebilecegini gosterir. Ozellikle astaksantinin
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yiiksek frekanslarda belirgin koruyucu etkisi, kokleanin bazal bdlgesinde yogun ototoksik
hasarin meydana gelmesiyle iligkilidir. Bu nedenle, astaksantin tedavisi, isitme kaybinin
erken donemlerinde veya yiiksek frekanslardaki igitme kaybinin 6nlenmesinde daha etkili

olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonuclar:

ABR testlerinde 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz frekanslarinda giiriiltii grubu ile astaksantin
tedavi grubu arasinda 1., 7. ve 21. gilinlerde anlaml farklar elde edildi. Bu bulgu,
astaksantinin isitme kaybim1 Onlemede potansiyel olumlu etkilerinin olabilecegini

gostermektedir.

DPOAE sonuglarinda ise 1 kHz’de anlamli fark bulunmazken, 2, 4 ve 6 kHz’de 1.
giinde anlaml farklar tespit edildi. 8 kHz’de ise 1. ve 21. giinlerde anlamli fark gdzlendi.
Ayrica, 1. giinden 21. giline kadar sinyal-giiriiltii oranlarinda ortalamalara bakildiginda
belirgin bir artis gozlendi, bu da astaksantinin ototoksisiteye karsi koruyucu etkisinin

stiregelen bir etkisi olabilecegini diistindiirmektedir.

Histopatolojik incelemelerde, giiriiltiiye maruz kalan gruplarda belirgin doku hasar1
tespit edilirken, astaksantin verilen grupta bu hasarin 6nemli Ol¢iide azaldigr goriildii.

Astaksantinin antioksidan etkileriyle potansiyel koruyucu etkileri olabilecegi gosterildi.

Oneriler:

Astaksantinin Potansiyel Kullanimi: Bu ¢alisma, astaksantinin giirtiltii kaynakli isitme

kaybin1 azaltmada potansiyel bir koruyucu ajan oldugunu gostermektedir.

Astaksantinin etkisinin doz-bagimli oldugu gz Oniine alindiginda, farkli dozaj ve
uygulama siirelerinin de arastirilmasi, optimal koruyucu etkinin belirlenmesinde faydali

olacaktir.

Uzun Donem Arastirmalar: Bu c¢alismada kisa vadeli etkiler goézlemlendi,
astaksantinin uzun vadede isitme fonksiyonlar: lizerindeki etkisinin ve doku diizeyindeki
koruyucu etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha uzun siireli ¢alismalar yapilmasi

Onerilmektedir.
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Astaksantinin isitme kaybi1 iizerindeki etkilerinin molekiiler diizeyde daha iyi
anlagilmasi, bu maddenin isitme kaybinin onlenmesi ve tedavisinde nasil etkili bir rol

oynayabilecegi konusunda daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir

Calismamizin bulgularinin insan popiilasyonunda dogrulanabilmesi icin kontrollii
klinik caligmalar yapilmasi Onerilir. Bu, astaksantinin giirtiltii kaynakli isitme kaybinin

onlenmesi ve tedavisinde klinik olarak kullanilabilirligini belirlemeye yardime1 olacaktir.

Sonug olarak, astaksantinin antioksidan 6zellikleri sayesinde giiriiltii kaynakli isitme
kaybina kars1 koruma saglayabilecegi goriilmiistir. Bu nedenle, astaksantin ve benzeri
antioksidanlarin ototoksisiteye karst koruyucu etkileri iizerine yapilan ¢aligmalarin devam

etmesi, isitme sagliginin korunmasinda 6nemli bir adim olacaktir.
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