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TESEKKUR
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OZET

AYDEMIR Berfin Eyliil, Sicanlarda Sodyum Salisilat ile Indiiklenmis Tinnitus Modeli
Olusturarak Klik ve Chirp Uyaran Faktoriiniin Degerlendirilmesi, Baskent
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Tezli Yiiksek Lisans, 2025.

Tinnitus, etiyopatogenezi halen tam olarak aydinlatilamamis olan, dissal bir akustik uyaran
olmaksizin sessizlikte algilanan fantom ses deneyimi olarak tamimlanmaktadir. Bu
calismada, deneysel hayvan modeli olusturularak sicanlarda sodyum salisilat uygulamasi ile
tinnitus indiiklenmis ve bu model iizerinden klik ve chirp uyaran kullanilarak isitsel beyin
sap1 cevaplart (IBC) kaydedildi. Elektrofizyolojik veriler, davranigsal odl¢iimlerle

desteklenerek modelin gegerliliginin iki yonlii olarak test edilmesi amaglandi.

Calismada IBC ile isitmelerinin normal oldugu belirlenen, 5 aylik 24 adet Sprague-Dawley
erkek sigan kullanildi. Oncelikle siganlarin Siganlar sham grubu ve tinnitus gubu olarak ikiye
ayrildi. Tiim siganlara deney oncesinde Guitton ve Dudai tarafindan gelistirilen T su labirenti
yontemiyle sesli-sessiz ortam kosullamasi yapildiktan sonra deney grubundaki si¢anlara 6
giin boyunca intraperitoneal yolla 300 mg/kg sodyum salisilat enjeksiyonu yapildi. Sham
grubuna ise ayni siire ve dozda intraperitoneal yolla %0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonu
yapildi. Enjeksiyonlarin ardindan gruplardaki tiim si¢anlar tinnitusun varligini davranissal
diizeyde saptamak amaciyla T havuzda yiizme deneyine alindi. Yiizme deneyinde siganlarin
T havuzun sesle ve sessizlikle kosullandirilan kollarindan hangisinde daha uzun siire
kaldiklar1 kaydedildi. Yiizme deneylerinden sonra hem klik hem de chirp uyaran
kullanilarak anestezi altinda isitsel beyin sap1 cevaplar1 kaydi alindi. Isitsel beyin sapi
cevaplarinda 80 dB nHL’de alman I, II, III, IV ve V. dalga latans ve amplitiidleri
degerlendirildi. Ek olarak isitme kaybi1 olup olmadigini degerlendirmek tizere 20 dB nHL de
II. dalga belirlemesi yapildi.

Elde edilen bulgularda deney grubunun sessiz kosullarda dahi 6nceden sesli kosulla
eslestirilmis kolda daha uzun zaman gegirmesi, tinnitus algisinin davranigsal temsili olarak
yorumlandi. Salisilat uygulamasi sonrasinda isitsel beyin sap1 cevaplari kaydinda II. ve III.
dalga amplitiidlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0,05). Ayrica klik
uyaranlara verilen yanitlarin chirp uyaranlara kiyasla daha belirgin sekilde etkilendigi
goriildii. Ayrica, klik uyaranin periferik ve merkezi isitsel yollar iizerindeki etkilerinin
tinnitusun ndrofizyolojik karakterizasyonu acisindan daha hassas bir degerlendirme sundugu

ortaya koyuldu.



Sonug olarak, bu tez caligmasi ile siganlarda sodyum salisilatla indiiklenmis deneysel
tinnitus modelinin hem elektrofizyolojik hem de davranigsal yontemle giivenilir sekilde
degerlendirilebilecegi ve klik uyaranin chirp uyarandan daha hassas bir degerlendirme
sagladig1 gosterildi. Calismanin deneysel tinnitus modeli gelistirilmesinde kullanilabilecek
bir yontem standardizasyonu ortaya koymasinin yani sira, deneysel modellemeye dayali

potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine de zemin olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Chirp uyaran, deneysel tinnitus modeli, isitsel beyin sap1 cevaplari,

klik uyaran, sodyum salisilat

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 23/24 say1li

karar1 ile onayland1 ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca desteklendi



ABSTRACT

AYDEMIR Berfin Eyliil, Evaluation of Click and Chirp Stimulus Factor by Creating
Sodium Salicylate Induced Tinnitus Model in Rats, Baskent University, Institute of
Health Sciences, Physiology Master's Degree, 2025.

Tinnitus is defined as a phantom auditory perception experienced in the absence of any
external acoustic stimulus, and its etiopathogenesis has not yet been fully elucidated. In this
study, an experimental animal model was established by inducing tinnitus in rats through the
administration of sodium salicylate, and auditory brainstem responses (ABRs) were
recorded using both click and chirp stimuli. The aim was to evaluate the validity of the model
through a dual approach that combines electrophysiological data with behavioral

assessments.

A total of 24 five-month-old male Sprague-Dawley rats with normal hearing confirmed via
ABR were used. The rats were randomly divided into two groups: sham and tinnitus. Prior
to the experiment, all rats underwent acoustic conditioning using the T-shaped water maze
method developed by Guitton and Dudai, which involved pairing one arm of the maze with
sound and the other with silence. Following conditioning, the tinnitus group received daily
intraperitoneal injections of sodium salicylate at a dose of 300 mg/kg for six consecutive
days. The sham group received the same volume of 0.9% sodium chloride via intraperitoneal

injection over the same period.

After the injection period, all rats were subjected to a swimming test in the T-maze to
behaviorally assess the presence of tinnitus. The time spent in the sound-paired versus silent-
paired arms of the maze was recorded. Following behavioral testing, ABRs were recorded
under anesthesia using both click and chirp stimuli. Latencies and amplitudes of waves I, 11,
III, IV, and V at 80 dB nHL were analyzed. In addition, wave II responses at 20 dB nHL

were evaluated to assess potential hearing loss.

The results showed that rats in the tinnitus group spent significantly more time in the arm
previously paired with sound, even in the absence of any acoustic stimulus, suggesting a
behavioral representation of tinnitus perception. Following salicylate administration,
statistically significant increases were observed in the amplitudes of waves II and III in the
ABR recordings (p < 0.05). Click-evoked responses were found to be more markedly

affected compared to chirp-evoked responses. Furthermore, click stimuli appeared to



provide a more sensitive assessment of both peripheral and central auditory pathway

alterations, offering enhanced neurophysiological characterization of tinnitus.

In conclusion, this thesis demonstrates that an experimental tinnitus model induced by
sodium salicylate in rats can be reliably evaluated using both electrophysiological and
behavioral methods. Click stimuli were found to offer greater sensitivity compared to chirp
stimuli. This study not only proposes a standardized methodology for developing
experimental tinnitus models but also lays the groundwork for the development of potential

treatment strategies based on experimental modeling.

Keywords: Chirp stimulus, experimental tinnitus model, auditory brainstem responses, click

stimulus, sodium salicylate

This study was approved by Baskent University Ethical Commitee for Experimental
Research on Animals with the decision numbered 23/24 and supported by Baskent

University Research Fund
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1. GIRIS

Tinnitus, dis ortamda akustik bir ses kaynagi olmaksizin, periferik veya merkezi
isitsel sistemdeki bozulmadan kaynaklanmaktadir. Genellikle sessizlikte algilanan hayali ses
algis1 olarak tanimlanan ve popiilasyonun ortalama %10-15"ini etkileyen bir semptomdur.
Algilanan ses, bir hastaliktan ¢ok isitsel sistemdeki anormalliklerden kaynaklanir. Tinnitus
algis1 sesin siddeti, frekansi, zamansal 6zellikleri, kafa ya da kulakta lokalize olmas1 veya

temporal 6zellikleri ile ayirt edilir ve bu 6zellikler bireyler arasinda farklilik gosterir (1).

Olusum mekanizmasinin hala ¢6ziillememesinden dolay1 ¢cok farkli siniflandirmalari
olsa da en basit sekliyle tinnitus, objektif ve subjektif tinnitus olmak lizere iki grupta
siniflandirilabilir. Objektif tinnitus, mekanik olarak tretilen akustik titresimsel aktivitenin
algilanmasidir. Baskas1 tarafindan da duyulabilmektedir. Vaskiiler, kas, iskelet veya
solunum sistemi kaynakli olabilir. Subjektif tinnitus ise, yalnizca tinnitus sikayeti olan
bireyler tarafindan duyulmaktadir. Tinnitusun en yaygin goriilen tiiriidiir. Kaynag ile ilgili
ortak bir goriis olmamasina karsilik, periferik isitme sistemindeki noral, hiicresel ya da
fonksiyonel bozulmalara santral isitme sistemi ve limbik sistem tarafindan verilen diizeltici

yanitlarin subjektif tinnitus algisina sebep oldugu diistiniilmektedir (1,2).

Tinnitusa sebep olan baglica risk faktorleri isitme kaybi, yaslanma, mesleki ya da
eglence kaynakli giiriilti maruziyeti ve ila¢ kullanimidir. Literatiirde isitsel sistem
hastaliklari, obezite, diyet, sigara/alkol tiikketimi, kafa travmalari, hipertansiyon,
hiper/hipotiroidi, genetik faktorler, viral enfeksiyonlar gibi olas1 risk faktorler de
bildirilmigtir (3-5). Olas1 risk faktorlerinin ortadan kaldirilmast ya da etkilerinin
azaltilmasiyla tinnitus tedavi edilebilmektedir. Ancak bazi durumlarda tinnitus tamamen
ortadan kalkmaz ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen uzun stireli rahatsizlik hissi basa

cikma stratejileri ile hafifletilmeye calisilir.

Prevelansindan, etiyolojisine; tanilama ve tedavi/ basa ¢ikma stratejilerine kadar her
alanda tinnitusla iligkili goriis farkliliklar1 bulunmakla birlikte, tinnitus konusu gerek insan
gerekse hayvan calismalariyla literatiirde giincelligini korumaktadir. Ozellikle son yillarda
yapilan deney hayvami g¢aligmalar1 tinnitusla ilgili detaylarin ortaya ¢ikmasina yardimci
olmustur (6-8). Insanlarda tinnitus varligini saptamak, karakteristik 6zelliklerini belirlemek,
isitme sisteminde meydana gelen degisiklikleri davranigsal ve elektrofizyolojik yontemlerle
incelemek lizere olusturulan ¢alismalar hayvan deneylerine gore daha kolay

diizenlenmektedir. Ancak tinnitus fizyolojisi ve olasi tedavi yontemleri lizerinde deneysel

1



calismalar yapmak i¢in de hayvan modelleri kullanimi kaginilmazdir. Ancak, bu yontemde
de hayvanlardaki tinnitusun algisal ve noral 6zelliklerini belirlemek insanlardaki kadar kolay

olmamaktadir.

Tiim ¢alismalara ragmen hayvan modelleri ile olusturulan tinnitus, insanlardaki gibi
cok yonlii etiyolojiye sahip olmadigi gibi, psikolojik olarak yol agtig1 sonucglarin da ayn
olup olmadigini anlayabilmek zordur. Bu nedenle hayvan modellerinin insanlarda tinnitusun
nedenlerini ve tedavilerini anlamak i¢in kullanimi siirhidir. Yine de hayvan modelleri,
tinnitusun mekanizmalarim ve tedavilerini arastirmak igin 6nemli bir aragtir. insanlarda
direk olarak gerceklestirilemeyecek alternatif tedavilerin gelistirilmesi i¢in yapilacak 6n

calismalarda deney hayvani modellerinin kullanilabilecegi g6z 6niinde tutulmalidir.

Tinnitus degerlendirmesinde kullamlan isitsel beyin sap1 cevaplar1 (IBC, Ing;
Auditory Brainstem Response-ABR) kaydi, deney hayvaninin maruz kalacagi stres
faktorlerinin en aza indirilmesi ile deney sonucunda alinan verilerin daha giivenilir olmasin
saglamak, 6l¢iim kolaylig1 ve cevaplarin tek seferde daha etkin alinmasi i¢in kullanilan
giivenilir bir yontemdir. Yapilan arastirmanin amacit da salisilat ile indiiklenmis tinnitus
deney hayvani modelinin olusturulmasi ve olusturulan bu modelin hem davranigsal hem de
IBC 6l¢iimii ile elektrofizyolojik olarak degerlendirilmesi ve bu modelde klik ve chirp
uyaranlarin cevaplarinin karsilastirilmasidir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda salisilat ile
indiiklenmis tinnitus modelinde bu uyaranlarin cevaplarini birlikte gosteren bir ¢alismaya
rastlanilamamis olup, calismamiz daha sonra yapilacak arastirmalar i¢in tinnitus hayvan
modeli temelinin olusturulmas:1 ve tedavide kullanilabilecek farkli alternatiflerin
olusturulmus olan model iizerindeki etkilerinin gdzlemlenmesi yaninda her iki uyaranin

farkin1 da gostermeyi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Deney hayvanlarinda tinnitus olusturmak ic¢in kullanilan farkli yontemler
bulunmaktadir. Bu ydntemlerde isitme sistemi hiicrelerinin hasar gérmesine ve isitme
kaybina neden olabilen salisilatlar, bazi1 antibiyotikler (6rnegin, gentamisin), kemoterapi
ilaglar1 (6rnegin, cisplatin), agr1 kesiciler (6rnegin, ibuprofen) ve giiriiltii maruziyeti gibi

ototoksik (kulak zararli) bilesikler tinnitus indiikleyici olarak kullanilmaktadir (9).

2.1. Tinnitus Indiikleyici Maddeler

2.1.1. Salisilatlar

Yaygin olarak kullanilan aspirinin aktif bileseni olan salisilat, orta dozlarda hafif
analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etkilere sahiptir (10). Salisilat toksisitesinin
insanlarda mide bulantisi, kusma, mide iritasyonu sebebiyle karin agrisi, medulla
oblongatadaki karbondioksit duyarliligini artirmasindan dolay1 respiratuvar alkalozla
sonuclanan hiperventilasyon, bikarbonatin fazla atimina bagl olarak idrarla sodyum ve
potasyum kayb1 gibi toksik etkileri bildirilmistir (11). Normal si¢anlarda ise karaciger
glikojenini azalttig1 ve kan sekerini yiikseltebildigi bildirilmistir (12). Bununla birlikte, daha
yiiksek dozlarda, insanlarda ve hayvanlarda gecici olarak orta derecede isitme kaybina ve

yuksek perdeli bir tinnitus algisina neden olabilmektedir (13).

Sodyum salisilat, non-steroidal antiinflamatuar bir ajan olup siklooksijenaz (COX)
enzim inhibisyonu yoluyla analjezik ve antipiretik etkilere sahiptir. Bununla birlikte, yiliksek
dozlarda (200-400 mg/kg) uygulandiginda isitme sisteminde ¢esitli degisikliklere yol agarak
tinnitus benzeri davranislara neden olmaktadir. Ancak yiiksek dozlarda kullanilmasina
ragmen meydana getirdigi isitme kayb1 ve tinnitus etkisinin gecici olmasi sebebiyle tinnitus

modelleme ¢aligmalarinda siklikla tercih edilmektedir (14—16).

2.1.1.1. Sodyum salisilat

Sodyum salisilatin pek ¢ok farkli yol ile isitme sisteminde hasara sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Bunlardan ilki isitme sinir hiicrelerinde glutamat saliniminin artmasina
sebep olarak isitsel yolaklarda hiperaktiviteye neden oldugudur (17). Sodyum salisilat
uygulamasi sonrasinda gama-aminobiitirik asit (GABA) seviyelerinde azalma meydana
geldigi gosterilmistir. Diger yandan GABA seviyelerindeki bu degisimin GABAerjik

inhibisyonu azaltarak isitsel korteks ve talamus seviyesinde gama dalga osilasyonlarini
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artirdig1 ve dolayisiyla merkezi isitme yolaklarinda eksitator aktivitenin artmasina yol agtig1
one siiriilmektedir (18). Ek olarak, Ustiindag ve arkadaslarinin (19) yaptiklar1 ¢alismada
sodyum salisilatin oksidatif stres seviyelerini artirarak hiicresel hasara yol agtig1 ve nitrik
oksit (NO) iiretimini artirarak noronal aktiviteyi modiile ettigi gosterilmistir. Sodyum
salisilatin koklear mikrosirkiilasyonu bozarak isitsel sinir sisteminde fonksiyonel
degisikliklere sebep oldugu (20) ve dis tiiy hiicrelerinin motor proteini olan prestinin kloriir
anyon baglanma bogesi i¢in rekabet¢i bir antagonist gibi davranarak hiicre zar1 potansiyelini

ve zar Ozelliklerini degistirdigi de bildirilmektedir (21).

Sodyum salisilatin isitsel sisteme olan etki mekanizmalarinin gesitliligi sebebiyle
isitme sistemi etkilenimi periferik ve santral olarak farklilik gostermektedir. Sodyum
salisilat, kokleadaki dig tiiylii hiicrelerin motor fonksiyonlarini etkileyerek otoakustik
emisyonlar1 azaltabilmekte ve spiral gangliyon ndronlarinda aktivite degisiklikleri meydana
getirebilmektedir (17). Ek olarak sodyum salisilat uygulamasinin inferior kolikulus ve
primer isitsel kortekste spontan ndronal aktiviteyi artirdigi gosterilmistir. Bu artig, tinnitus

algistyla iliskili olabilecek merkezi plastik degisiklikleri desteklemektedir (20).

Bireysel olarak degismekle birlikte salisilatlar ile indiiklenen tinnitusun hayvanlarda
da insanlardaki gibi genellikle 10-16 kHz veya 7-9 kHz frekans araliginda oldugu rapor
edilmistir (17,22). Ayrica, salisilatlarla iligkili tinnitus genellikle ilacin kesilmesinin

ardindan birkag giin i¢inde kendiliginden azalmaktadir (13).

Jastreboff ve arkadaslarinin (16) yaptig1 calismada, siganlarda intraperitoneal 350
mg/kg dozda sodyum salisilat uygulamasinin, isitme kaybina ve tinnitus gelisimine neden
oldugu gosterilmistir. Ek olarak yapilan baska bir calismada intraperitoneal enjeksiyondan
2-4 saat sonra kandaki sodyum salisilat konsantrasyonun en yiiksek degere ulastigi ve
enjeksiyondan 8-15 saat sonra ilacin yar1 démriinii tamamladigi bildirilmektedir (23). Yakin
zamanda ayn1 amagla yapilan ¢aligmalarda da intraperitoneal sodyum salisilat 7 ardigik giin
boyunca giinde 400 mg/kg (20), tek doz 350 mg/kg (15), 3 hafta boyunca haftada 5 giin ve
giinde 200 mg/kg gibi farkli dozlarda kullanilmistir (24).

Salisilat tlirevleri, deney hayvanlarinda isitme sistemi hasarina neden olarak tinnitusu
en iy1 modelleyen kimyasallardan biridir. Yiiksek dozlarda kullanilmasina ragmen meydana
getirdigi isitme kayb1 ve tinnitus etkisinin gegici olmasi tercih sebeplerindendir (14,15). Bu
aragtirma i¢in de yukarida sayilan sebepler ve literatiirde yaygin olarak kullanilmasi

nedeniyle tinnitus indiikleyici madde olarak sodyum salisilat tercih edilmistir.



2.1.1.2. Giiriiltii

Giirtiltii maruziyeti, canlilarda isitme sistemi sagligini etkileyen baslica faktorlerden
biridir. Maruziyetin siiresi, siddeti ve tiirii ile isitme sisteminde meydana gelen hasar da
degisebilmektedir. Ani akustik travma seklindeki giiriiltii maruziyeti ani ve nispeten kalici
bir isitme kaybi ve tinnitusa sebep olurken, uzun siireli ve yavas yavas ilerleyen bir
maruziyet giderek artan isitme kaybi ve tinnitusa sebep olmaktadir. Etkilenim ve sonug
iliskisindeki bu farklilik literatiirdeki giiriiltiiyle indiiklenmis tinnitus modellerinde de

farkliliklara neden olmustur.

Domeracka ve arkadaglari’nin (8) yaptig1 derleme ¢alismasinda son 10 yil igerisinde
literatiirde yaymlanmigs 39 deney hayvani tinnitus modelleme ¢alismasindan 19’unda
tinnitus indiikleyici olarak giiriiltii kullanildig: belirtilmistir. Kullanilan giiriiltii uyaraninin
ozellikleri unilateral ya da bilateral, uzun siireli ya da ani uyarim olarak 8-16 kHz araliginda
farkli frekans ve 80-194 dB SPL araliginda farkli ses siddetlerinde degisiklik gostermektedir
(25-27). Kullanilacak giiriiltii uyaraninin nasil olacagi sonugta modellenmek istenen hasarin

ozelliklerine gore belirlenmelidir.

2.2. Deney Hayvanlarinda Tinnitus Degerlendirme Yontemleri

Tinnitusun varligmi belirlemek, karakteristik 6zelliklerini anlamak ve isitme
sisteminde meydana gelen degisiklikleri incelemek amaciyla insanlarda davranigsal ve
elektrofizyolojik yontemlerle yapilan calismalar, hayvan modellerine gére daha kolay
organize edilebilmektedir. Ancak, tinnitusun fizyolojisi ve olas1 tedavi yontemleri iizerine
deneysel ¢aligmalar yiirlitmek i¢in hayvan modellerinin kullanimi ka¢inilmazdir. Bununla
birlikte, bu yontemle hayvanlarda tinnitusun algisal ve sinirsel 6zelliklerini belirlemek,

insanlardaki kadar kolay degildir.

Tinnitus varligi deney hayvani ¢aligmalarinda insan ¢aligmalarindan farkli olarak
anamnez ile tespit edilemeyeceginden daha ayrintili davranmigsal ve fizyolojik
degerlendirmelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde bu degerlendirme yontemlerinden

davranigsal ve fizyolojik olarak iki baslik altinda s6z edilmektedir.

2.2.1. Davramssal degerlendirme yontemleri

Tinnitus olusturma ve degerlendirme amaciyla literatiirde en ¢ok kullanilan deney
hayvanlar sicanlar (Long-Evans, Sprague Dawley, Norway rat, Wistar, Fisher 344), fareler,

kobaylar ve kedilerdir (1). Domarecka ve arkadaslar1 (8) tarafindan yapilan bir incelemede,
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tinnitus modellemesi yapilan deney hayvanlarinda elektrofizyolojik test yontemini
degerlendiren 36 ¢alisma incelenmis ve son on yilda yapilan caligmalarin yaklasik
%50’sinde erkek Sprague-Dawley si¢anlarinin kullanildigi bildirilmistir. Tiim bu
caligmalara ragmen, hayvan modelleriyle olusturulan tinnitus, insanlarda meydana gelen
tinnitus ile birebir ayni1 degildir. Bu nedenle, hayvan modellerinin insanlardaki tinnitusun
nedenlerini ve tedavi yontemlerini anlamada smirli oldugu kabul edilmektedir. Yine de
tinnitusun mekanizmalarini ve tedavi yontemlerini arastirmada hayvan modelleri 6nemli bir

arag olarak kullanilmaktadir.

Yukarida da belirtildigi gibi her ne kadar tinnitus olusum mekanizmasi ile tedavi
alternatifleri ve protokollerinin belirlenmesinde deney hayvant modelleri kullanimi
kacinilmaz olsa da bu modellerde tinnitus olusup olusmadiginin belirlenmesi ve bazi
Ol¢iimler insanlarda kullanilan yontemlere gore daha zordur. Davranig yontemleri, tinnitus
indiikleyici madde maruziyeti sonrasinda deney hayvanlarinda tinnitus meydana gelip
gelmedigini degerlendirmek icin kullanilan baslica yontemdir. Davranis yontemlerinin
temeli Jastreboff (1988) (22) ve Bauer (1999) (6) tarafindan olusturulan ilk metotlar olup,

gelistirilerek giiniimiize kadar bir¢cok yeni yontem literatiire kazandirilmistir.

Davranis yontemleri altinda farkli yontemler gelistirilmis olsa da temelde metot,
deney hayvaninin sesli- sessiz ortami ayirt etme becerisini degerlendirmektedir. Bu testlerde
tinnitus indiikleyici madde maruziyeti Oncesinde sesli-sessiz ortam farki 6gretilen deney
hayvanlarimin, tinnitus indiikleyici madde maruziyeti sonrasinda teste tabii tutularak aslinda
ortamda ses kaynagi olmamasina ragmen, daha once ses varken 6grendigi sekilde davranig

gosterip gostermedikleri degerlendirmeye alinmaktadir.

2.2.1.1. Jastreboff’un kosullandirilmis baskilama yontemi

Deney hayvanlarinda tinnitus degerlendirme amagcli kullanilan ilk davranig testidir.
Temel olarak uzun siireli susuzluk sonrasi, ses ile su igme davranisinin iliskisini 6greterek
deney hayvanini ses duydugunda su icmeye kosullandirmaktadir. Bu sayede hayvana sesli-
sessiz ortam farki 6gretilir. Yontem 3 agamadan olugsmaktadir; 2-3 giin baglangi¢ egitimi, 4-
5 giin Pavlov’un kosullandirilmis baskilama egitimi, salisilat uygulamasindan 2 saat sonra
davranig testi (Sekil 2.1). Baslangic egitimi Oncesinde deney hayvani normal barimma
kosullarinda, 18 saatlik susuzlukta, arka planda 10 kHz 60 dB saf ses dinletilerek
bekletilmektedir. Egitimin ilk asamas1 28 dakika sesli, rastgele 30’ar saniyelik 4 sessiz

bosluk ile toplamda 30 dakika stirmektedir. Giinde yarim saat uygulanan egitim art arda 3



giin boyunca devam etmektedir. Pavlov’un kosullandirilmis baskilama egitimi olan ikinci
asamada, ilk agamaya ek olarak sessiz kosulda hayvanin su igme davranisini engellemek i¢in
ayak soku verilerek kosullama yapilmakta ve yalnizca ses duydugu siire boyunca su igme
davranis1 6gretilmektedir. Ikinci asama da giinde 30 dakikalik periyodlarla 4-5 giin devam
etmektedir. Son agama olan davranis testi boliimiinde de ayak soku kullanilmaz ve hayvanin
sesli-sessiz kosuldaki davraniglari kayit altina alinmaktadir. Egitim siirecindeki sesli ve
sessiz durumda su igme sayisi oranlanmakta ve egitim sonrasindaki iiglincii asama olan
davranis testi asamasindaki sonuglar ile karsilastirilmaktadir. Ogrenme igin su i¢gmenin
baskilanma orani <0,5 olmalidir. Test asamasinda su igme davranigi 0.5’ten biiyiik ise

tinnitus olusmus anlamina gelmektedir (16, 22, 28).

Kosul 1.Sesli ortam Kosul 2.Sessiz ortam

ﬂ)) 10 kHz 60 dB SPL ﬂx
(2
) % >

Sekil 2.1. Jastreboff’un kosullandirilmis baskilama yontemi

2.2.1.2. Bauer ve Brazoski’nin kosullandirilmis ka¢cinma yontemi

Yontem Jastreboff’un kosullandirilmis baskilama yontemi gibi sesli sessiz ortam
farkin1 6gretme prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde uzun stireli aglik sonras1 60 dB SPL
genis bant artalan giiriiltiisiinde deney hayvanina yemek i¢in pedala basmasi dgretilmektedir.
Sessizlikte pedala basma davranisinin engellenmesi i¢in egitim siirecinde artalan giirtiltiisii
igerisindeki rastgele 60 saniyelik sessizlikte ayak soku uygulanmaktadir. Egitim siirecinde
pedala basma davranisinda %25 oraninda azalma oldugunda deney hayvaninin kosullandig1
diistiniilmektedir. Test asamasinda ayak soku uygulanmamakta ve deney hayvaninin
tinnitusu olusmasi durumunda sessizlikte de pedala basmaya devam etmesi temelinde

degerlendirme yapilmaktadir (6).

2.2.1.3. Guitton kosullandirilmis kacinma yontemi

Guitton ve arkadaslar1 deney hayvanlarina 6nce kosullandirma denemesi yaparak 3
dk boyunca 10 kHz 50 dB SPL saf ses varliginda kafes tabanindan verilen 3.7 mA’lik ayak
sokundan kacinmalarin1 Ogreten bir ydntem gelistirmistir. Daha once gelistirilen
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yontemlerde sessizlikte verilen ayak soku, bu yontemde sesli kosulda kullanilmaktadir.
Deney hayvanlar sesli kosulda kafesin kdsesine konumlandirilmis merdivene tirmanmaya
kosullandirilmaktadir. Daha sonrasinda ise 10 dakika siiren 10 deneme sonucunda deney
hayvan sesle birlikte verilen ayak soklarinin %80’inden ka¢indiginda egitimi 68rendigi
kabul edilmektedir. Tinnitus olusturuldugunda ise deney hayvaninin siirekli ses duymasi
nedeniyle merdivende daha fazla vakit gecirmesi ve kafes tabanindan kagimmasi

beklenmektedir (17) (Sekil 2.2).

Kosul 1.Sesliorfam Kosul 2.Sessiz orfam

|4 )) 10 kHz 50 dB SPL ﬂx

A, GHRg

Sekil 2.2. Guitton’un kosullandirilmis kaginma yontemi

2.2.1.4. Turner’mn irkilme refleksini baskilama yontemi

Turner ve arkadaslarimin irkilme refleksini baskilama ydntemi deney hayvaninin
egitimini gerektiren diger davranis yontemlerinden farkli olarak biligsel ve motivasyon
degiskenlerini kontrol altinda tutma temelinde tasarlanmistir. Bu yontemde tinnitus
degerlendirmesi i¢in deney hayvanina 6n egitim gerceklestirilmemektedir. Temelde ani sese
karst olusan irkilme refleksini degerlendirmeye dayanmaktadir. Degerlendirme siirecinde
tabaninda piezoelektrik doniistiirticii bulunan kafesteki deney hayvanina, siirekli dinletilen
60 dB SPL dar bant ses igerisinde rastgele 50 ms sessiz aralar verilir ve sessiz aralik i¢inde
20 ms 115 dB SPL genis bant ses verilmesiyle olusan irkilmenin basing degerinin olgiiliir.

Tinnitus olusan hayvanlarda bu irkilme basing degerinin azalmasi beklenmektedir (29).

2.2.1.5. Guitton T su labirenti

Yapilan tez calismasinda da kullanilmis olan su labirenti yontemi deney hayvaninin
iki segenek arasinda se¢im yapmasi prensibine dayanmaktadir. Diger yontemlerden farkli
olarak herhangi bir yoksunluk ya da ayak soku uygulanmadig: i¢in avantajli bir yontemdir.
Guitton ve arkadaglarinin gelistirdigi yontemde igine portatif bir kacis platformu

yerlestirilebilen T seklinde bir havuz kullanmilir. Deney hayvani baslangi¢ kolundan 21



santigrat derece suya birakilir ve ses varliginda havuzdaki ¢ikis platformu saga, ses
yoklugunda sola konumlandirilarak, sesli ve sessiz ortamda yonelmeleri gereken kol
ogretilir. Egitim 3 sesli, 3 sessiz kosul siralamasiyla toplamda 12 kosulluk seanslarla, giinde
1 seans olacak sekilde 3 giin boyunca devam etmektedir. Arastirmacilar sesli kosul icin 6
veya 10 kHz 45 dB SPL saf ses kullanimii 6nermektedir (Sekil 2.3). Egitim sirasinda 12
denemede ortalama platforma ulagma siiresi ve dogru karar yiizdesi 6grenme kriteri olarak
kullanilmaktadir. Daha sonrasinda da kimyasal ya da giiriiltii ile indiiklenerek tinnitus
olusturuldugu diisiiniilen hayvanlar arka plan sesi verilmeden, herhangi bir kolda platform
bulunmayan havuzun baslangic koluna birakilmakta ve hangi kolda vakit gecirdigi,
platformu nerede aradigi kriterlerine gore degerlendirilmektedir. Tinnitus indiiklenmis
hayvanda beklenen performans, egitim sirasindaki arka plan sesi veriliyormus gibi

davranmasi ve duydugu tinnitus nedeniyle sag kolda daha fazla vakit gecirmesidir (30).

Sessiz ortam kosulu Sesliortam kosulu
x (3 610 kHz
45 dB SPL

Sekil 2.3. Guitton’un T su labirenti yontemi

2.2.1.6. Riittiger’in kosullandirilmis kacinma yontemi

Riittiger ve arkadaslar1 bu yontemde ¢alisma amaclarina uygun olarak dizayn edilmis
ticari bir sartlandirma kabini kullanmaktadir. Kabin tabani ayak soku uygulamasi i¢in
elverisli barlardan ve bir tarafinda dinlenme yeri gorevi géren mekanik sensorlii platformdan
olugmaktadir. Kabin orta kisimdan bir duvarla iki kisa koridora ayrilmis ve koridorlarin
sonuna sivi besleyici ile hayvan hareketlerini izleyen foto sensor yerlestirilmistir. Sivi
besleyici igerisindeki %3 siikroz i¢eren su ile 6diil saglanmistir. Bu yontemde egitim haftada
bes giin, deney hayvaninin aktivitesine gore giinde 30-60 dakika siirmektedir. Egitim
stiresince merkezi bir hoparldrden stirekli 0.01-50 kHz bant genisliginde, 70 dB SPL beyaz

giiriiltli dinletilen deney hayvanina rastgele zamanlarda giiriiltii sesiyle birlikte 200 ms



uzunlugunda, 8 kHz, 70 dB SPL saf ses sunulmustur. Bu yontemde diger yontemler gibi
sessiz sesli ortam farki deney hayvanina 6gretilmektedir. Ses duydugunda sekerli su igerek
odiillendirilen deney hayvaninin sessizlikte su icme davranisinin ayak soku uygulamasi ile
baskilanmasi hedeflenmektedir. Tinnitus olusturulan hayvanda beklenen performans sessiz

aralikta bile su igme davraniginin devam etmesidir (31).

2.2.1.7. Lobarinas’in planh olusturulmus polidipsiden kacinma yontemi

Lobarinas ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen otomatik kacinma tekniginde
davranigsal tepkinin soniimlenmemesi sayesinde tinnitus degerlendirmesi uzun siire devam
edebilmektedir. Modelde gida kisitlamasi olan deney hayvanlarina diizenli araliklarla az
miktarda gida verilerek yiiksek oranda su igme davranigi tetiklenerek polidipsi
indiiklenmistir. Su igme davranisinin sesle eslestirme egitimlerinde 6 denemede rastgele 30
saniye 40 dB SPL dar bant uyaran ya da sessizlik kosulu bulunmaktadir. 6 denemeden
birindeki sesli kosulda su igme davranisi oldugunda ayak soku uygulanarak deney hayvanina
sessizlikte su icme davranisi 6gretilmektedir. Tinnitus indiiklenen deney hayvani sessiz
aralikta hayali ses duydugundan egitimdeki gibi su i¢cme davranigini baskilamasi

beklenmektedir (32).

2.2.1.8. Heffner’in sesin yerini belirleme yontemi

Tek tarafli giirtiltii maruziyeti ile unilateral tinnitus indiiklenen deney hayvanlarinda
tinnitus varligmin degerlendirilmesi amaciyla gelistirilmistir. Oncelikli olarak deney
hayvanlarn farkli yonlerden, kafeste 90 derecelik aciyla deney hayvaninin sagindan ve
solundan, gelen sese kosullandirilmaktadir. Siirekli olarak genis bant 35 dB SPL artalan
giiriiltiistine maruz birakilan deney hayvanina farkli frekanslarda isitme esiklerinin 20-30 dB
tizerinde saf sesler sunulmustur. Deney hayvani sunulan saf seslerin yoniinde bulunan
suluktan su igmesi tizerine egitilmistir. Dogru cevaplar su ile ddiillendirilmis, yanlis cevaplar
ise ayak soku ile negatif pekistire¢ ile engellenmistir. Deney asamasinda ise ortamda ses
olmamasina ragmen deney hayvaninin tinnitus indiiklenmis kulag: tarafindaki sesli kosul

davraniglarin1 gerceklestirmesi beklenmektedir (33).

2.2.2. Fizyolojik degerlendirme yontemleri

Fizyolojik yontemler, tinnitus ile iligkili oldugu diisliniilen noral aktivite
degisikliklerinin Slgiilmesi temeline dayanmaktadir. Bu 6lctimler elektrofizyolojik olarak,

tinnitus indiikleyici ajanlarla tedavi edilen hayvanlarin isitsel merkezlerindeki noral aktivite
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degisikliklerinin dogrudan kaydedilmesiyle elde edilmektedir (Kaltenbach, 2011) (34).
Gilincel c¢aligmalarda, aktivite degisiklikleri mikroPET, fMRI, SPECT, DTI gibi
norogoriintiileme teknikleri kullanilarak Olgiilmiistiir (35,36). Degisiklikler genellikle
tinnitus indiikleyici madde maruziyetinden Once ve sonra elde edilen verilerin
karsilastirilmasiyla ya da arastirma dizayninda deney ve kontrol grubu hayvanlardan elde
edilen sonuglarin karsilastirilmasiyla degerlendirilmektedir. Tinnitus, bir dis uyaranin
yoklugunda ses algilanmasi oldugundan, fizyolojik degerlendirmede beklenti tinnitusun
normalde yalnizca ses mevcut oldugunda meydana gelen aktiviteleri olusturmasidir. En
gecerli ve takip edilebilir aktivite, sesle uyarilan aktiviteyi taklit eden spontan noral atesleme
aktivitesidir. Fizyolojik yontemlerin avantajlari, aktivitedeki degisikliklerin 6zelliklerinin ne
oldugunu ve isitsel sistemin neresinde meydana geldigini gosterebilmesidir. En biiyiik
dezavantaj1 ise hayvanlarin tinnitus yasadigini dogrudan kanitlayamamasidir. Bu nedenle
fizyolojik yontemleri kullanmadan oOnce davranigsal yontemler ile hayvanda tinnitus

olusumunun ¢ift agamali olarak degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir (37).

Fizyolojik  tinnitus  degerlendirme  yoOntemleri  odyolojik  acidan da
cesitlendirilebilmektedir. Isitme sisteminin periferik ve santral degerlendirmesinde
kullanilan spesifik elektrofizyolojik test yontemleri bulunmaktadir. Bunlar; dis tiiy hiicreleri
kaynakli otoakustik emisyonlarin (OAE) ve isitsel sistemin sesli bir uyarana verdigi
elektriksel yanitlari Slgen isitsel uyarilmis potansiyellerin kaydidir. Isitsel uyarilmis
potansiyeller elde edilen cevaplarin latanslarina gore 3 kategoride incelenmektedir. Bunlar
isitme siniri ile beyin sap1 diizeyinde isitme yollarinin degerlendirilmesine olanak saglayan
erken latans isitsel beyin sap1 cevaplari (IBC), talamo-kortikal bolgedeki isitme
merkezlerinin degerlendirilmesini saglayan orta latans cevaplar1 (Ing: MLR) ve isitme
korteksinin islevini degerlendiren geg latans kortikal isitsel uyarilmis potansiyellerdir (Ing:

LLR)(38).

2.2.2.1. Isitsel beyin sap1 cevaplar

Deney hayvanlarinin bireysel farkliliklari, ortama ve teste hazir bulunusluklari,
hormonal ve biligsel farkliliklar1 nedeniyle davranigsal degerlendirmelerin, elektrofizyolojik
test ve gorlintiilleme yontemleriyle desteklenmesi tinnitus varligi icin daha kesin deliller
sunmaktadir. Bu elektrofizyolojik test yontemlerinden biri olan isitsel beyin sap1 cevaplari
Ol¢iimii ile hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda beyin sap1 diizeyine kadar olan

isitsel yollar objektif olarak degerlendirilebilmektedir. Ozellikle deney hayvanlarinda isitsel
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yollarda tinnitus kaynakli meydana gelen degisimlere spesifik yanitlar verdigi i¢in tinnitus

varliginin tespitinde gecerli ve giivenilir olarak kullanilmaktadir (8).

Isitsel beyin sap1 cevaplari, 3 farkli uyaran kullanilarak kaydedilebilmektedir: klik,
chirp ve tone-burst. Tone-burst uyaran isitme sistemini frekansa spesifik degerlendirme
olanag1 saglayan dar bant tonal uyaranlardir. Olgiim yapilacak frekanslar arastirma icerigine
gore belirlenebilmektedir. Klik ve chirp uyaran ise genis frekans bantlarini igeren kompleks
uyaranlardir. Klik uyaran tiim frekans bantlarini icermesine ragmen, ses dalgasi kokleanin
apeksine bazal bolgesinden daha geg¢ ulasir ve bunun sonucunda koklear dalga gecikmesi
meydana gelir (39). Chirp uyaran ise bazilar membranin tonotopik 6zelligi dikkate alinarak
kokleanin algak, orta ve yiiksek frekans bolgelerini ayn1 anda uyaracak sekilde tasarlanmistir
(40). Boylece koklear dalga gecikmesi ortadan kalkmakta, maksimum depolarizasyon
saglanmakta ve klik uyarana kiyasla daha yiiksek genlikli V.dalga elde edilmektedir (41,42).

Isitsel beyin sap1 cevaplari, genellikle bir isitsel uyarandan (6rnegin klik ya da ton-
burst) sonraki ilk 10 milisaniye i¢inde ortaya ¢ikan bes belirgin pozitif tepe noktasindan
(dalga I, II, III, IV ve V) olusur (Sekil 2.4) (43). Bu dalgalar hem klinik hem de arastirma
alanlarinda isitme esiklerinin belirlenmesi, isitme sisteminin biitiinliigii incelenerek isitsel
bozukluklarin tanisi ve yenidogan isitme taramalarinda objektif degerlendirme amaciyla
kullanilmaktadir. Her bir dalga, isitme yolunun farkli bolgelerindeki noéral aktiviteyi
yansitmakta ve bu tepe noktalarinin morfolojisi, isitme sagligini izlemek igin 6zgiin bir imza
niteligi tasimaktadir. Insanlarda elde edilen kayitlarda 1. dalga spiral ganglion ve isitme
sinirinden, II. dalga isitme sinirinin distali ve bazi1 koklear ¢ekirdeklerden, III. dalga siiperior
olivary kompleksten, IV. dalga lateral lemniscus ve ¢evresindeki yapilardan, V. dalga ise
inferior kollikulus diizeyinden orijin almaktadir (44,45). Kemirgenlerde I. dalga, isitme
sinirinden gelen uyarilmis potansiyellerle iligskilendirilirken, II-V. dalgalarin koklear
cekirdek, siiperior olivary kompleks, lateral lemniskiis, inferior kollikulus ve medial
genikiilat body gibi merkezi isitsel yapilarla baglantili oldugu diisiiniilmektedir (46,47). Bu
sinir jeneratdrlerinin olusturdugu IBC dalgalarmin sican ve insan arasinda farkl
konumlandig1 diisiiniilmektedir, 6rnegin sicanin II, III ve IV. dalgalar1 sirasiyla insanlardaki

III, IV ve V. dalgalar ile eslestirilmistir (48—50).
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Sekil 2.4. Sicanlarda 120 dB SPL ses siddetinde alinan isitsel beyin sap1 cevaplart dalgasi
(Jafarzadeh ve Pourbakht, 2019°dan alinmustir.)

IBC testinde elde edilen dalgalarin amplitiidleri, latanslari, dalgalar aras1 latanslari
ve amplitiid oranlar1 analiz edilerek isitme sistemi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir.
Dalga amplitiidleri noral yanitlarin giiciinii gostermekte olup 6zellikle I.dalga amplitiidii ve
latans1 koklear isitme fonksiyonu hakkinda énemli veriler sunmaktadir (51,52). V. dalga
insanlarda en belirgin sekilde elde edilen, en yiiksek amplitiide sahip dalga olmasi sebebiyle
ses siddeti azalimi dogrultusunda takip edilerek isitme esigi belirlenmesinde
kullanilmaktadir (53,54). Insanlara kiyasla sicanlarda II. dalga en yiiksek amplitiide sahip en
belirgin dalgadir (46). Bu sebeple II. dalga isitme esigi belirlemek i¢in siddet-latans
fonksiyonu dogrultusunda takip edilmektedir ve II. dalganin gozlendigi en diisiik ses siddet
seviyesi isitme esigi olarak kabul edilmektedir. Ek olarak hem si¢anlarda hem de insanlarda
I. dalga latans ve amplitiidiiniin, i¢ tiiy hiicreleri ile isitme sinir lifleri arasindaki sinaptik
baglantidaki etkilenimlere bagli gelisen koklear sinaptopatiye dair kanitlar sunabilmesi
sebebiyle tinnitus kaynakli koklear etkilenim hakkinda fikir verebilecegi diisliniilmektedir

(55-57).

Sicanlarda sodyum salisilat ile indiiklenen tinnitusta IBC testi sonuglarinda meydana

gelebilecek degisimler asagidaki sekilde maddelenebilmektedir;

e Isitme esiklerinde artis dolayisiyla isitsel duyarhilikta azalma II. Dalga
takibiyle goriilebilmektedir (7,58,59).

e lsitme siniri aktivitesinde diisiisle beraber I.dalga amplitiidiinde azalma
gozlenebilmektedir (7,8).

e II, III ve IV.dalga gibi santral isitme sistemi bdlgelerinden orijin aldig:
diistintilen dalgalarda amplitiid artig1 goriilebilmekte ve bu artisin merkezi

13



isitme  sistemi  hiperaktivitesinden kaynaklandigi  diistintilmektedir
(7,8,60,61).

e Tone-burst uyaran ile yapilan degerlendirmelerde Ozellikle yiiksek
frekanslarda dalga ve dalgalar arasi latanslarda uzama olabilecegi

bildirilmistir (7,62,63).

Literatiirde deney hayvanlarinda salisilat ile indiikklenmis tinnitus varliginin
tespitinde IBC testinin kullanildig1 ¢alismalarda tone burst uyaran tercih edilmistir
(20,64,65). Ozellikle isitme esigi degerlendirmesi yapildig1 durumlarda tone-burst uyaranla
4,8,16 ve 32 kHz gibi farkl: frekanslarda 6l¢iimlere ek olarak farkli siddetlerdeki 6l¢iimlerin
de eklenmesi ile test siiresi fazlasiyla uzamaktadir. Siirenin uzamasiyla birlikte deney
hayvanina 6l¢lim i¢in uygulanacak anestezi miktar1 ve stres faktorleri artmaktadir, bu
anlamda klik veya chirp uyaran kullaniminin siire acisindan avantaj saglayacagi
diistiniilmektedir. Frekansa spesifik degerlendirmeye ihtiya¢ olmadigi durumlarda, kokleay1
uyarma sekli sebebiyle insanlarda IBC’ye bakilmasi gereken klinik degerlendirmelerde daha
yiiksek amplitiidlii dalgalar gézlenmesi ve Glglim siiresinin kisa olmasi sebebiyle tercih
edilen chirp uyaranin, deney hayvani arastirmalarinda ¢ok sik kullanilmadigi goriilmiistiir.
Ozellikle son yillara kadar yapilan salisilat ile deney hayvani tinnitus modeli ¢aligmalarnda
tinnitus degerlendirmede chirp ve klik uyaran kullaniminin farkini veya dnemini gosteren

bir calismaya rastlanilamamaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Arastirma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (23/24) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonu’nca desteklendi (DA23/25).
Arastirmada kullanilan hayvanlarin tiimii Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi ve ¢alismanin tim deneysel agamalar1 yine ayni
merkezde yiiriitiildii. Deneysel biitiin prosediirler, deneysel ve diger bilimsel amaglar i¢in
kullanilan hayvanlarin bakimi ve kullanimi ile ilgili yasa ve yonetmeliklere uygun olarak

gercgeklestirildi.

3.1. Arastirmaya Dahil Edilecek Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Arastirma 24 adet, 5 aylik (250-300 gr), erkek, Sprague-Dawley cinsi si¢an ile
gerceklestirildi. Sprague-Dawley cinsi isitme sistemlerinin insan yapisina benzerligi,
tinnitus modelleme ¢alismalarinda siklikla ¢alisilmis olmasi, diger sigan cinslerine gore
nispeten sakin ve uyumlu bir yapis1 olmasi nedeniyle tercih edildi. Hayvanlar her bir kafeste
8 adet olacak sekilde, 2142 santigrat derece sicaklikta, 12 saatlik gece/giindiiz dongiisiinde

barindirildi. Hayvanlarin yem ve suya ulasimi ad libitum kosullarda saglandu.

Arastirmada Baskent Universitesi Istatistik Danismanhk ve Arastirma Merkezi
(BUISTDAM) tarafindan ’Kaynak Denklemi-Resource Equation’ ydntemi kullanilarak
hesaplanan Orneklem biiytlikliigii esas alindi. Deney hayvani calismalarinda ¢alismada
kullanilacak 6rneklem sayisi azaltmak i¢in siklikla kullanilan bir hesaplama yontemi olan
“Kaynak Denklemi-Resource Equation”, azalan getiri yasasina gore, “E= Toplam denek
sayist — Toplam grup sayis1” olup, E'yi 10 ila 20 arasinda tutan herhangi bir 6rneklem
biiylikliigii yeterli olarak kabul edilmektedir (66). Calismamizda sham kontrol grubu harig 1
deney grup olmasi planlandigindan E formiiliine gore ¢aligmaya her bir grupta en az 13
deney hayvani alinmasi planlandi. Dolayis1 ile E=1 x 13—1 = 12’dir. Hayvana yapilacak
uygulamalar ve c¢aligma siiresi goz Oniine alinarak her bir gruba 1 yedek hayvan daha
eklenmesi uygun goriildii ve sham ve deney grubunda 13’er hayvan olacak sekilde bir

planlama yapildu.

Deneye katilacak hayvanlarin normal isitmeye sahip olmalar1 ve sesli/sessiz ortama
kosullandirma egitiminde en az %80 oraninda basarili olmalari1 deneye dahil edilme kriterleri

olarak belirlendi. Bu kriterlere uymayanlar ¢alisma dis1 birakildi. Toplam 26 olarak
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hesaplanan 0rneklem sayis1 saglikli igsitmeye sahip ve kosullandirma deneylerinde %80

oraninda basarili olanlar arasindan segileceginden deneye 30 hayvan ile baslandi.

Sicanlar 2 aylik iken yapilan IBC degerlendirmesiyle, normal isitmeye sahip oldugu
tespit edilen sicanlar digerlerinden ayr1 bir odada bakima alinarak isitme sistemi giiriiltii
maruziyeti kaynakli hasarlara kars1 kontrol altinda tutuldu. Hayvanlar ¢alismaya baglamadan
1 hafta once deney ortamina aligmalar1 i¢in deneyin yapilacagi laboratuvara getirildi.
Isitmesi normal olan ve sesli/sessiz ortam kosullandirma egitiminde en az %80 oraninda
basarili olan sigcanlar icerisinden 26 adet hayvan secilerek esit sayida ve rastgele olacak
sekilde sham ve deney grubuna ayrildi. Randomizasyon GraphPad Rastgele Numara
atayicist (Random Number Calculator) programi kullanilarak yapildi. Calisma plan1 Sekil
3.1°de gosterildi.

Deneye dahil olacak sicanlarin se¢imi sonrasinda, dahil olmayan 4 sicanin 15 giinliik

karantina doneminden sonra saglikli hayvanlarin yanina alinarak yasamlarina devam etmesi

saglandi.
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3.2. T Havuzda Kosullama Egitimi

Tinnitus varliginin davranigsal degerlendirmesi i¢in Guitton ve ark. tarafindan 2007
yilinda (30) tanimlanan yontem esas alinarak T havuzda sesli ve sessiz ortamda sartlandirma
egitimi verildi. Yapilan 6n deneylerde sese kosullanma agisindan 5 giinliik egitimin daha
verimli sonug vermesi sebebiyle Guitton ve arkadaglarinin (30) yontemi 5 giin, giinde 16

seans olacak sekilde modifiye edildi.

Deney oOncesinde kosullama egitimi igin, sonrasinda da sodyum salisilat
uygulamasini takiben tinnitus varhi§inin degerlendirilmesi i¢in kullanilan T havuzun
baslangi¢ kolu 65x15x60 cm, sag ve sol kollar1 44x15x60 cm olacak sekilde siyah renk
plexiglass malzemeden yaptirildi (Sekil 3.2). Ayrica deney kosuluna gore yeri
degistirilebilecek sekilde, T havuzun kollarina koymak iizere 23 cm yiiksekliginde, 12 cm
capinda siyah renkli, harici bir platform imal edildi. Havuzun baslangi¢ koluna hayvanlarin
ylizmeye baglatilacag: siirgiilii bir kap1 eklendi. Yiiksekligi 60 cm olan havuza 24 cm
yiiksekliginde su doldurularak suyun sicakligi 21+2 santigrat dereceye ayarlandi. Havuzun
bulundugu oda egitim ve deneyler siiresince yerden los 151k veren sabit bir 151k kaynagiyla

aydilatildi.

Sekil 3.2. T havuz

Kosullama i¢in, sicanlar 5 giinliik egitime tabi tutuldu. Egitim, deney hayvaninin
sudan ¢ikmak i¢in platformu aramasi esas alinarak, ortamda ses oldugunda havuzun sesle

iliskilendirilen koluna (sesli kol) yerlestirilen platforma yonelmesi, ses olmadiginda da
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havuzun sessizlikle iligkilendirilen koluna (sessiz kol) yerlestirilen platforma yonlenmesi
esasina dayanmaktadir. Her bir sigan 5 ardisik giin boyunca her seferinde sirasiyla 4 sesli, 4
sessiz, 4 sesli ve en son yine 4 sessiz olmak lizere giinde 16 seans egitime tabi tutuldu. Sesli
kosullama icin, 6 kHz 65 dB SPL genis bant uyaran, havuz diizeneginin 150 cm
yukarisindan, serbest alan hoparlorii (JBL marka, 10Hz-20kHz frekans araligi) araciligryla
sunuldu. Sessiz kosulda da hoparlor ses verilmeden ayn1 yerinde asili tutuldu. Ses seviyesi
Olcme cihazi (Briiel&Kjer, Type 2250, Danimarka) ile egitim ve deney sirasindaki ortam
giirtiltiisii ve harici hoparlérden ¢ikan ses seviyeleri de ol¢iilerek deneyin ses kontrollii bir

ortamda yapilmasi saglandi.

Her bir seans, deney hayvaninin baglangi¢ kolunda siirgiilii kap1 ile sinirlandirilmis
alana birakilmasi ile basladi. Deney hayvani baslangi¢ koluna birakildiktan 3 saniye sonra
stirgiilii kap1 arastirmaci tarafindan kaldirildi. Yiizerek sag veya sol kolda ilerleyen siganin
platformu buldugunda 30 saniye boyunca platformun iizerinde kalmasina izin verildi ve siire
sonunda baslangi¢c koluna yeniden alinarak yeni seansa bagslandi. Sesli kosulda deney
hayvani baslangic koluna birakildigi an ses gonderilmeye baslandi ve sican platforma
ulastiktan sonra 25 saniye daha ses gonderilmeye devam edildi. Sartlama egitiminde sesli ve
sessiz kosullar arasinda ara verilmeden yalnizca uzaktan kontrol ile hoparlordeki ses agip
kapatilarak devam edildi. Son seansin bitiminde deney hayvani, kurumasi i¢in i¢inde kuru
bir bez olan ve 1sitilmis bir kafeste bekletildikten sonra kendi kafesine alindi. Diger sicanlar
kosullama sirasinda verilen sesten etkilenmemeleri i¢in deney ortaminin disinda sessiz bir
ortamda kendi kafeslerinde bekletildi. 16 seans toplaminda deney hayvaninin dogru kolda
gecirdigi slire deney diizeneginin 150 cm {iizerindeki harici kamera ile kaydedildi.
Hayvanlarin bireysel yon tercihlerinin aragtirma sonuglarini etkilememesi i¢in her 5
hayvanda bir sesli kosuldaki platform yonii degistirildi. Bes giinliik egitim sonunda dogru
kolda gecirilen siire ortalamas1 %80’in {lizerinde oldugunda kosullanma saglandigi kabul
edildi (30). Sesli ve sessiz ortam kosullanmasi saglandig1 belirlenen hayvanlardan 26 tanesi

ile deneye devam edildi.

3.3. Tinnitus Modeli Olusturulmasi

Bes giinliik kosullandirma egitiminde basarili olan hayvanlar GraphPad Dotmatics
randomizasyon programina gore her birinde 13 sicanin bulundugu toplam iki gruba ayrildu.
Ik grup salisilat ile indiiklenmis tinnitus varliginin degerlendirildigi salisilat grubu, diger

grup ise sham grubu olarak etiketlendi. Deney grubundaki 13 hayvana 6 ardisik giin boyunca
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intraperitoneal yolla 1 ml %0,9 sodyum kloriir (NaCl) soliisyonu ile ¢ozdiiriilen 300 mg/kg
sodyum salisilat (Sigma Aldrich, ReagentPlus®, S3007, Amerika) enjeksiyonu yapildi
(Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Sham grubunda olanlara ise yine 6 ardistk giin boyunca
intraperitoneal yolla, giinde 1 ml %0.9 NaCl soliisyonu enjeksiyonu yapildi. Sodyum
salisilat enjeksiyonunun 3. giiniinde ve enjeksiyonlarin bittikten sonraki 2. giinde deney
grubunda 2 hayvan oliimii gergeklesti. Calismaya, deney grubunda 11 hayvan, sham

grubunda 13 hayvan ile devam edildi.

Sekil 3.3. Sodyum salisilat

Sekil 3.4. Intraperitoneal enjeksiyon

19



3.4. T Havuz ile Tinnitus Varhginin Gosterilmesi

Arastirma gruplarindaki tiim siganlar, son enjeksiyondan 1 giin sonra, tinnitus olusup
olusmadigini degerlendirmek tlizere egitim gordiikleri T havuzda, ¢evresel ses verilmeden ve
platform yerlestirilmeden yiizdiiriildii. Tinnitusu olan hayvanlarin test sirasinda platform
bulunmasa dahi daha 6nceki kosullandirma egitimindeki sesli kosulda oldugu gibi platformu
sanki ¢evresel ses varmis gibi sesli kolda aramalar1 ve sesli kolda daha uzun siire gegirmeleri
beklenmektedir (30). Bunun i¢in, deney hayvani1 T havuzun baslangi¢ koluna birakildiktan
3 saniye sonra kap1 acild1 ve deney hayvani1 100 saniye boyunca izlendi. Baslangi¢ koluna
birakilan deney hayvanlarinin ilk 50 sn ve son 50 sn’de en ¢ok zaman gegirdikleri kol bilgisi
harici kamera araciligr ile kayit altina alindi (Sekil 3.5). 100 saniyenin sonunda deney
hayvani kurumasi saglandiktan sonra kendi kafesine alindi. Test agsamasi egitim siirecinden
farkl1 olarak tek seferde, tek deneme seklinde uygulandi. Deney hayvaninin g¢evresel
verilerden referans almasinin 6niine gegmek amaciyla kamera ve hoparlor gibi ekipmanlar

egitim sirasindaki diizenekle ayn1 sekilde yerlestirildi.

Sekil 3.5. Yiizme deneyi izleme ve kayit diizenegi
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3.5. Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar1 Kayd1

Tiim siganlarin T havuzda kosullama egitimi 6ncesinde ve son enjeksiyon giiniinii
takiben yapilan davranis testi sonrasinda olmak iizere toplamda iki kez IBC’leri kaydedildi.
IBC kayd1 éncesinde siganlara 60 mg/kg ketamin (Keta-Control, Doga Ilag, Istanbul) ve 10
mg/kg xylazine (Control %10, Doga Ilag, Istanbul) karigtmi intraperitoneal olarak
uygulanarak genel anestezi altinda kayit yapildi. Deney hayvanlarinin anestezi sirasinda
viicut 1silarinin diigmesini engellemek amaciyla altlarina 1sitma pedi koyuldu ve ped ayari
37 C’ye ayarlandi. IBC kaydi icin Intellegent Hearing System (IHS, Inc., Miami, FL, USA)
cihaz ile deney hayvanlarinin sag ve sol kulak isitme dalgalar1 kaydedildi (Sekil 3.6).
Olgiimde 27.7 rate, alterne polarite klik ve A-chirp uyaran kullanildi. Uyaranlar sirastyla 80
ve 20 dB nHL ses siddetinde, 3M-Ear Link kulak i¢i kulaklik ile sunuldu. Analiz penceresi
12 ms’ye ayarlanarak 2000 sweep 6rneklem alindi. Olgiimde deney hayvanlari igin {iretilmis
subdermal igne elektrot yerlesim dizayni kullanildi (43,67). Bu dogrultuda pozitif (inverting)
elektrot vertekse, negatif (non inverting) elektrotlar sag ve sol kulak mastoid bolgesine,
toprak elektrot ise sirt bolgesinde kuyruga yakin sekilde orta hatta yerlestirildi (Sekil 3.7).
Elektrotlarmn impedanslari 3 kohm’un altinda oldugunda kayda baslandi. IBC kaydinda test
edilen her ses siddetinde ¢ift dalga kayd: alinarak I-II-III-IV-V. mutlak dalga latanslar1 ve
amplitiidleri incelendi. Isitme esiginin belirlenmesi i¢in 20 dB nHL ses siddetinde II. dalga

takibi yapildi. Cevap artefaktinin 6rneklem sayisinin yiizde 10’undan az olmasina dikkat

edildi.

Sekil 3.6. Beyin sap1 cevaplar1 kaydi i¢in 6l¢lim ortami
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Sekil 3.7. Sicanda IBC kaydinda kontralateral elektrot ve kulaklik yerlesimi

Sham grubuyla yapilacak karsilastirmalar, yapilacak olan ylizme denemelerinin ve
intraperitoneal uygulamalarin strese neden olarak tinnitus yaratma potansiyelinin olup
olmadiginin gosterilmesi i¢cin ve olusturulmasi planlanan tinnitus semptomlarinin
olusturdugu dalgalarin interfere edilip edilmedigini gostermek acgisindan 6nemlidir. Sodyum
salisilatin igitme kaybi1 ve tinnitus etkisinin gecici olmasi ve yapilacak degerlendirmelerin
deney hayvaninda kalici hasar olusturmamasi sebebiyle, literatiirde 15 giin sonra
hayvanlarin normale dondiigii bildirimleri bulunmakla birlikte, bu siire uzatilarak son IBC
Olclimiinden itibaren hayvanlarin karantinaya alinarak 30 giin sonra giindelik yasamlarina

geri donmesi saglandi (14,15).

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen beyin sap1 cevaplari dalga latans ve amplitiidleri hem deney grubu hem
de sham grubu i¢in enjeksiyonlarin Oncesinde ve sonrasinda gruplar arasi ikili olarak
karsilastirildi. Deney siiresince agirlik degisimlerini incelemek i¢in grup i¢i ve gruplar arasi
zamansal kargilastirma yapildi. Arastirma verilerinin analizinde normal parametrik olmayan
iki grup ortalama karsilagtirma testi “Mann Whitney U testi” ve coklu degisken
karsilastirmalarinda tekrarlayan Ol¢timlerde ‘Tek yonli ANOVA’ testi kullanildi. Tiim
hipotez testlerinde 1. Tip hata olasilig1 a=0,05 olarak alind1 ve istatistiksel degerlendirmeler

icin SPSS v25.0 paket programi kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg1 Degisimleri

Deney ve sham grubunun deney basinda, enjeksiyon oncesinde ve deney sonunda
Olclilen viicut agirliklart kiyaslandiginda gruplar arasinda agirlik bakimindan anlamli
farklilik bulunmadi (p>0,05). Ancak agirlik bakimindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar
olmamasina ragmen deney grubu zamanla agirlik kaybi1 yasarken, sham grubunda agirlikta
artts meydana geldi. Gruplar arasindaki bu zamanla agirlik degisimi anlamli farklilik
gosterdi (F=4,780, p=0,026) (Sekil 4.1).

320 1 ® Sham grubu

310 4 T 'I' Deney grubu

300

290 (1) ‘i—-—
280

270

Viicut Agirhgi (gram)

260

250

240 I I I | I | [ I 1
5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Giin

Sekil 4.1. Sham ve deney grubunda giinlere gore agirlik degisimi.

Tekrarlayan 6l¢iimlerde tek yonliit ANOVA analizi, Ortalama+Standart Sapma

4.2. T Havuz Testi Sonuclari

T havuz testinde deney gruplarindaki siganlarin toplamda 100 saniye boyunca sesli
ve sessiz kolda durma siireleri ve ilk tercih ettikleri kol farklig karsilagtirildi (Sekil 4.2).
Mann-Whitney U testi sonuglarina gore, ilk 50 saniyede sesli kolda gegcirilen siire sham ve
deney gruplari arasinda anlamli fark gosterdi (U=21,50; Z=-2,897; p=0,002). Benzer sekilde,
son 50 saniyede sesli (U=32,50; Z=-2,260; p=0,022) ve sessiz kolda gecirilen siire (U=26,00;
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7=-2,636; p=0,007) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gdsterdi. Buna karsin,

ilk 50 saniyede sessiz kolda gegcirilen siire bazinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.2. Sham ve deney gruplarinin yiizme deneyi sirasinda T havuzda gegirdigi siireler.

Mann-Whitney U analizi, *p<0.05

4.3. Isitsel Beyin Sapi1 Cevaplar1 Dalgalari

4.3.1. Dalga latanslar

Deney baslangicinda 80 dB nHL de klik ve chirp uyaran ile alinan IBC kaydinda I,
IL, III, IV ve V.dalga latanslar1 gruplar arasinda sag ve sol kulakta anlamli fark gostermedi
(p>0,05). Deney sonunda klik ve chirp uyaran kullanilarak 80 dB nHL’de alinan sag ve sol
kulak IBC kaydinda da iki grup arasinda dalga latanslarinda anlaml fark gériilmedi (p>0,05)
(Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Hem deney baslangicinda hem de deney sonunda Il.dalga takibi
yapilarak, 20 dB nHL siddetinde isitme esigi elde edildi.

Tablo 4.1. Sham ve deney gruplarinda deney sonunda alinan sag kulak isitsel beyin sap1

cevaplari dalga latanslar1 (ms)
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i§itsel Beyin Sap1 Cevaplar: Dalga Latanslari

I.dalga II.dalga ITT.dalga IV.dalga V.dalga
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
_ Klik 1.2 2,25 3,25 3,88 4.8
'E vyaran 0,93-1,73 192,58 2.4-345 3341 41488
Eﬂ Chirp 1,43 2.33 3.2 1,08 5,08
% uyaran 1,05-1,75 2.,15-2.95 2.63-3.65 3.6-455 442578
- Klik 1,02 238 3,27 3,92 4,08
'E uyaran 0,93-1,85 1,9-2.58 2.4-3.42 3.25-4.05 4.10-5
f,-i'i Chirp 1.4 238 32 3,92 4,09
E uyaran 1,07-18 2.15-2.88 2.63-3.58 3546 4.42.583
P Klik p=0,167 p=0,459 p=0,608 p=0,207 p=0,608
degeri  Uyaran
Chirp p=0,649 p=1,00 p=0,832 p=0,531 p=0.569

uyaran

Mann-Whitney U analizi, p<<0,05
NMin-max: mimmum-maksimum

Tablo 4.2. Sham ve deney gruplarinda deney sonunda alinan sol kulak isitsel beyin sap1

cevaplari dalga latanslar1 (ms)

Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar1 Dalga Latanslar

L.dalga IL.dalga IlI.dalga IV.dalga V.dalga
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
_ Klik 1,15 2,23 3,20 3,90 4,78
'E vyaran 0.9-1.75 2.00-2.65 2.5-3.52 3.3-4.03 3.95-5.15
g Chirp 1,32 2,58 3.17 4,03 5
% uyaran 1,02-1,80 2.05-2,88 2.65-3.75 3.52-4.67 4.42-5 60
: Klik 1,13 2,17 3,25 3,92 483
7 vyaran 0.95-1.73 2.0-2.58 2535 33-4 42-495
; Chirp 1,38 2.3 3.42 3.92 475
E vyaran 1,02-1,65 2.05-2,88 2.65-3 83 3.5-4.67 4.42-555
= Klik p=0.910 p=0,733 p=0.649 p=0.955 p=0.776
JE,;. uyaran
= Chirp p=0,649 p=0.424 p=0.955 p=0.691 p=0.392
A uyaran

Mann-Whitney U analizi, p=<0,05
Min-max: minimum-maksimum
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4.3.2. Dalga amplitiidleri

Deney baslangicinda ve sonunda, sag kulaktan hem klik uyaran hem de chirp uyaran
ile 80 dB nHL’de alinan I, II, III, IV ve V. dalga amplitiidleri karsilastirildi. Deney oncesi
alinan kayitlarda sham ve deney gruplarinda sag kulak dalga amplitiidleri her iki uyaran i¢in
de farklilik géstermedi (p>0,05). Sodyum salisilat enjeksiyonunu takiben deney sonunda
klik uyaran kullanilarak alinan kayitta sag kulak II ve III. dalga amplitiidleri (U=20,50, Z=-
2,955 p=0,002; U=22,50, Z=-2,841, p=0,003) deney grubunda anlamli sekilde ytiksek elde
edildi. Sag kulakta klik uyaran kullanilarak alinan I, IV ve V. dalga amplitiidleri anlaml1 fark
gostermedi (p>0,05). Chirp uyaran ile alinan sag kulak kayitlarinda hi¢bir dalgada amplitiid
farklilig1 goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Sham ve deney gruplarinda deney sonunda alinan sag kulak isitsel beyin sap1

cevaplari dalga amplitiidleri (LV)

Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar1 Dalga Amplitiidleri

L.dalga IL.dalga II.dalga TV.dalga V.dalga
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
B Klik 3,95 2 42+ 0,99 1,35 0,89
'g uyaran 0.99-7.28 0,68-5.10 0.32-1.87 0.21-2.6 0,40-2.02
g Chirp 2,09 0.89 0,58 0,56 0.25
% uyaran 0,78-4.6 0,15-2,07 0.41-1.16 0,13-1,88 0,13-1,18
B Klik 5.6 4,360 2,13 1,53 1.12
B uyaran 1,06-1,51 2.55-7.89 0.68-3.19 1,05-2.63 0,33-2.52
; Chirp 191 1,23 0,88 0,75 0,41
E uyaran 0.35-2.97 0,29-1,91 0.35-1,03 0,39-1,72 0,18-0.95
P Klik p=0,494 p=0,002 p=0,003 p=0.459 p=0.649
degeri ~UYaran
Chirp p=0.424 p=0.228 p=0,055 p=0392 p=0.082
uyaramn

X,y: Aym sotundaki farkli harfleri tagryan degerler arasindaki fark nemlidir (Mann-Whitney U testi)
Min-max: minimum-maksimum

Deney baglangict ve sonunda sol kulaktan klik ve chirp uyaran kullanilarak 80 dB
nHL’de alinan IBC kaydinda hicbir dalga amplitiidii gruplar arasinda anlamli fark
gostermedi (p>0,05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Sham ve deney gruplarinda deney sonunda alinan sol kulak isitsel beyin sap1

cevaplari dalga amplitiidleri (LV)

Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar: Dalga Amplitiidleri

L.dalga IL.dalga III.dalga IV.dalga V.dalga
Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
_ Klik 2,98 1,23 1,38 1,36 2.08
= vyaran 1,65-6.97 1,03-7,02 0.22-3.68 0.56-3,14 0,24-3,58
=T1]
g Chirp 2,08 1,29 0,67 0,61 0.40
= -
= vyaran 1,10-4,52 0,49-3,23 0,21-2.31 0.24-2.10 0,04-1,17
o Klik 5,08 3,56 2.41 2,06 121
= 7
= vyaran 1.48-8.05 1.37-6.19 0.2-4.14 135-3.18 0.28-1.71
Bo
E* Chirp 1,90 1,32 0,92 0.61 0,55
A vyaran 0.57-3.36 0.64-3.17 0.29-2 54 0.21-147 0.24-1.03
P Klik p=0,303 p=0,150 p=0,392 p=0,055 p=0,569
degeri  UYaran
Chirp p=0,691 p=0,691 p=0,424 p=0,955 p=0.691
uyaran
Mann-Whitney U analizi, p<0.05
Min-max: minimum-maksimum
Sham grubu Sham grubu
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Sekil 4.3. Deney sonunda sham ve deney grubundan klik ve chirp uyaran ile sag kulaktan

alinan isitsel beyin sap1 cevaplari dalga kayit 6rnekleri.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, sicanlarda sodyum salisilat ile indiiklenen tinnitus modeli davranigsal
ve elektrofizyolojik olarak degerlendirildi ve daha 6nce bu modelde kullanilmamais olan klik
ve chirp uyaranmn IBC’ye etkileri incelendi. Ayn1 zamanda, ¢alisma metodu daha 6nce
yapilan ¢aligmalardan yararlanilarak modifiye edildi ve daha sonra bu konuda yapacagimiz
calismalarin temelini olusturacak sekilde standardize edildi. Bu sekilde hem boliimiimiize
hem de Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde yiiriitiilecek diger arastirmalar

icin deneysel bir model kazandirildi.

Sodyum salisilat enjeksiyonunun olusturabilecegi metabolik stres nedeniyle agirlik
degisimleri ve bazi sistemik etkiler bildirilmektedir (11,12). Deneysel olarak isitme
sisteminde meydana gelen hasarlar agirlik kaybi ve 6liime neden olabilir. Sodyum salisilatin
yarattig1 tinnitus sebebiyle olusan stres de hayvanlarda agirlik kaybina sebep olabilmektedir.
Kellerhals ve Zogg (68), giiriiltii ve sodyum salisilat kaynakli tinnitusun yarattig1 stres
nedeniyle sicanlarda minimal agirlik kaybi goézlendigi bildirmistir. Arastirmamizda
kullanilan siganlarin viicut agirliklarindaki degisim, 6zellikle deney grubunda giderek azalan
bir grafik ¢izse de deney sonunda sham grubuna kiyasla anlamli farklilik gdstermedi.
[statistiksel olmasa da bir miktar gézlenen bu agirlik kaybmin daha onceki galismalarda
oldugu gibi tinnitus kaynakli stres nedeniyle olusabildigini diislinmekteyiz. Salisilat
toksisitesinin farkli metabolik etkilerinin olabilecegi bildirilse de sodyum salisilat
enjeksiyonunun siganlarda ani agirlik kayiplarina sebep olmamasi, viicut agirligindaki
azalmanin da kontrole gore farkli olmamas1 sodyum salisilatin isitme sistemi harici olas1

sistemik etkilerinin minimum diizeyde oldugunu diislindiirmektedir.

Yiiksek dozda sodyum salisilat uygulamasi, gegici isitme kayb1 ve geri doniisiimlii
tinnitus gibi ototoksik etkiler yaratabilir. Bu etkiler, salisilatin hem koklear hem de santral
sinir sistemi {izerindeki dogrudan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Ancak bu etkiler
kullanilan sodyum salisilat dozuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Literatiirde
siganlarda tinnitus olusumu i¢in kullanilan sodyum salisilat dozu 150- 400 mg/kg arasinda
degismektedir (24,69). Ayn1 zamanda salisilatin uygulama siiresinin de literatiirde 1 giin ile
7 glin arasinda degistigi hatta aralikli uygulamalar ile 3 haftaya kadar uzatilabildigi
gozlemlenmistir (37,60,64). Calismamizda bu dozlar ve siireler esas alinarak yapilan 6n
caligmalar sonucu en iyi sonuca 6 giin boyunca art arda uygulanan ip 300 mg/kg sodyum

salisilat enjeksiyonu ile ulagildu.
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Sodyum salisilat enjeksiyonu sonrasinda tinnitus varligini degerlendirmek igin
uygulanan davranis deneyi sonunda, deney grubundaki siganlar Guitton ve ark.(30)’nin
calismasina benzer olarak ilk ve son 50 saniyede sesle iliskilendirilen kolda daha uzun siire
gecirdiler. Bununla orantili olarak sham grubundaki sicanlarin tinnitusu olmadigi icin
sessizlik ile iligkilendirilen kolda daha uzun siire ge¢irmesi beklendi. Sham grubu son 50
saniyede sessiz kolda daha uzun siire gegirerek beklentiyi karsiladi ancak ilk 50 saniyede
sessiz kolda daha uzun siire gegirmesine ragmen anlamli fark gézlenmedi. Bunun nedeni de
ilk 50 saniyede sessiz kolda gegirilen siire i¢in elde edilen degerlerin min-max araliklarinin
cok genis olmasina baglanabilir. Yapilan ¢ekimler incelendiginde sham grubundaki bazi
sicanlarin herhangi bir kola yonelmeden orta hatta uzun siire bekleyerek bekleme siiresini

uzattiklar1 goriildii.

Deney grubundaki siganlarin test agamasinda platform bulunmamasina ragmen daha
once sesli kosulla iliskilendirilen kolda daha uzun siire gegirmesi, tinnitus varliginin
davranigsal diizeyde kaniti olarak degerlendirildi. Bu bulgu, Guitton’un modelinde
ongoriilen fantom ses algisinin kosullu 6grenme ile birleserek davranisa doniistigi
varsayimini dogrular niteliktedir. Benzer sekilde, Liu ve arkadaglari (61) da Turner ve
arkadaglarinin (29) yonteminden yola ¢ikarak yaptiklari davranis degerlendirmesi ile tinnitus
varliginda hayvanin sessizlik araligimi fark edemedigini gostermislerdir. Riittiger ve
arkadaslar1 (31) da farkli kosullandirma modelleriyle tinnitus varligin1 gosteren ¢aligmalar
yapmistir. Bu ¢alismalarla karsilastirildiginda, Guitton’un su labirenti modelinin en 6nemli
avantaji, hayvana herhangi bir aclik, susuzluk veya aversif uyar1 (6rnegin, ayak soku)
uygulanmadan sadece yonelimsel davraniglara dayali bir 6l¢cim sunmasidir. Dolayisiyla bu
calismada kullanilan davranis modeli ile hem hayvan refahina duyarli hem de 6grenilmis

davranislar temelinde tinnitusun degerlendirilmesini saglayan bir metot ortaya konulmustur.

Tinnitus varhginin degerlendirmesinde davranis modelini desteklemek iizere IBC
kaydi aliarak I-V. dalga latans ve amplitiidleri de degerlendirildi. Literatiirde sodyum
salisilat ile indiiklenen tinnitus modelinde OAE ile IBC, MLR ve LLR gibi isitsel uyarilmis
potansiyelleri degerlendiren ¢esitli calismalar bulunmaktadir (7,59). Bu ¢alismalarda iBC,
tone burst uyaranlar (37,60,69,70) kullanarak kaydedilmistir. Literatiirde deney
hayvanlarinda sodyum salisilat ile tinnitus modellemesi yapilan ¢aligmalarda klik ya da chirp
uyaran ile IBC kaydi alan herhangi bir calismaya rastlanamadigi icin dogrudan bir

karsilastirma yapilamamastir.
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On giin boyunca 200 mg/kg sodyum salisilat verilerek tinnitus olusturulan
calismalarda tone burst uyaran ile 1. dalga latansinda degisim gozlemezken (37) dalga
amplitiidiinde azalma meydana geldigi bildirilmistir (7,62). Calismamizin sonucunda klik ve
chirp uyaranlarda esik seviyesinde dahi I. dalga latans1 ve amplitiidiinde farklilik olmamasi
ve 20 dB nHLde elde edilen II. dalga esigi sebebiyle siganlarda sodyum salisilat kaynakli
isitme kayb1 olusmadigi ve ig tiiylii hiicreler ile isitme sinir lifleri baglantisi kaynakli koklear
etkilenim olmadigini diisiindiirmektedir. Ancak klik ve chirp uyaranlarin frekansa spesifik
degerlendirme yapmadiklart ve tone burst uyaranlara kiyasla farkli sonuglar elde

edilebilecegi goz ardi edilmemelidir.

Castaneda ve ark. (7) 3 giin boyunca 350 mg/kg sodyum salisilat enjeksiyonunu
takiben tone burst uyaran kullanarak yaptiklar1 ¢calismalarinda 4 kHz ve 8 kHz’de II, III ve
IV. dalga latanslarinda degisim goriilmezken, ayni dalga amplitiidlerinde artis meydana
geldigini bildirmislerdir. Bizim g¢alisma sonuc¢larimizda da Castaneda ve ark.’na benzer
olarak 4 ve 8 kHz bolgesinin degerlendirilebildigi klik uyaranda II ve III. dalga
amplitiidlerinde artis gézlenmistir. II ve III. dalga amplitiidlerinde goriilen bu artigin koklear
cekirdeklerin lokasyonundan orijin almalari sebebiyle bu bolgede artan spontan ndral
ateslemelerden kaynaklanabilecegi diistintilmektedir. Ayrica klik ve chirp uyaran
kullanilarak hem esik seviyesinde hem de 80 dB nHL’de yapilan tanisal degerlendirmede
diger dalga latanslarinda da farklilik gozlenmemesi hem koklear hem de retrokoklear isitme
sisteminde kalici yapisal bozulmalar meydana gelmedigini diislindlirmektedir. Ayrica,
amplitiidteki artislar, 6zellikle superior olivary kompleks ve ilgili beyin sap1 ¢ekirdeklerinde
noronal senkronizasyonun arttigini diisindiirmektedir. Bu bulgular, tinnitusun yalnizca
periferik degil, ayn1 zamanda santral mekanizmalara da dayandigini desteklemektedir
(2,37). Yine de nihai sonug i¢in salisilat enjeksiyonunu takiben orta latans (MLR) ve P1, N1,
P300 gibi gec latans isitsel potansiyellerin (LLR) kaydi ile st isitsel yollar1 degerlendiren
ek yontemler ile sonuglar desteklenebilir. Beyin sap1 diizeyine kadar olan isitsel yollardaki
etkilenimi gostermek i¢in literatlirde yer alan isitsel beyin sap1 kayitlarinda kullanilan uyaran
cesidi, uyaran rate’i gibi farkli kayit parametreleri ve degerlendirme kriterleri nedeniyle
ortak goriis bulunmamaktadir. Bu sebeple bundan sonra yapilacak g¢alismalarda kayit
parametreleri ve degerlendirme kriterlerinin standardize edilmesinin faydali olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC

Sodyum salisilat enjeksiyonu ile deneysel tinnitus modeli olusturulan siganlarda
uyguladigimiz sese sartlandirma temelli davranis deneyinde, tinnitusu olan siganlarin sesle
iliskilendirilen kolda daha uzun siire gecirdigi goriildii. Davranis deneyindeki bu yonelim,
yapilan elektrofizyolojik 6l¢lim ile elde edilen beyin sap1 dalgalarinda amplitiid artis1 ile de
desteklendi. Arastirmanin en biiylik avantaji tercih edilen elektrofizyolojik yontemde
kullanilan uyaranlar sayesinde hayvanlarda anestezide gecirilen siirenin kisalmasi ve
davranigsal yontemde herhangi bir yoksunluga maruz kalmamasidir. Deneysel tinnitus
modelinde IBC kayitlarinda klik uyaran kullaniminm siirh sayida olmasi ve daha énce
chirp uyaran kullanilmamis olmasi sebebiyle literatiirdeki calisma sayisinin yetersiz
olmasindan dolayi tartismanin yeterince yapilamamasi da aragtirmanin kisith yanlar1 olarak
goriildii. Siganlarda tinnitus degerlendirmesinde, isitsel beyinsapi cevaplarinin yani sira,
koklear dis tiiy hiicrelerinin islevini yansitan otoakustik emisyon dlgiimlerinin de yapilmasi,
isitme  sisteminin  periferik  diizeydeki durumunun degerlendirilmesine  katki

saglayabileceginden ileride planlanacak ¢alismalara eklenmesi onerilebilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile laboratuvarimizda tinnitus arastirmalarinda kullanilmak
tizere dizayn edilen bir deney hayvani modeli standardize edilerek, tinnitusun gdstergesi
olarak kullanilabilecek davranissal ve elektrofizyolojik yontemlerin birbirini destekledigi
kombine bir metot olusturuldu. Bu metodun tinnitus etiyolojisi, patofizyolojisi veya tedavi
yontemleri ile ilgili diger arastirmalarda, literatiirdeki diger yontemlere kiyasla daha kisa
stireli ve hayvan refah1 agisindan daha etkili bir yontem olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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