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OZET

Sisplatin Ototoksisitesinde CORM-3’iin (Carbon Monoxide Releasing Molecule-3)
Koruyucu Rolii

Giris: Sisplatin kanser hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan giiclii bir
ajandir. Ototoksisite, sisplatin kullaniminin 6nemli bir yan etkisidir. Bu durum 6ncelikle
oksidatif strese bagli i¢ kulak tiiyli ve spiral ganglion hiicrelerinin kayb1 ile
iligkilendirilmistir. Sisplatin kullanimiyla iligkili isitme kaybi sensorinoral, bilateral,
progresif ve genellikle geri dondiiriillemezdir. Bu deneysel ¢alismanin amaci oksidatif
stresi azalttigl bilinen CORM3’{in (Carbon Monoxide Releasing Molecule-3) sisplatin
ototoksisitesi lizerinde koruyucu roliinii aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Isitmesinin normal oldugu bazal dl¢iimlerle tespit edilen yirmi sekiz
adet albino wistar erkek rat esit sekilde 4 gruba ayrildi. Sisplatin grubunda, 7 rata
calismanin 5.glinlinde 16 mg/kg sisplatin tek doz intraperitoneal olarak uygulandi.
SisplatintCORM-3 grubunda, 7 rata 8 giin boyunca hergiin 10 mg/kg CORM-3
intraperitoneal olarak ve ¢alismanin 5.giliniinde 16 mg/kg sisplatin tek doz intraperitoneal
olarak uygulandi. CORM-3 grubunda, 7 rata 8 giin boyunca 10 mgkg CORM-3
intraperitoneal olarak uygulandi. Kontrol grubunda, 7 rata 8 giin boyunca serum
fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi. Caligmanin 1.giinlinde elektrofizyolojik
testler (Isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyeller ve otoakustik emisyonlar) yapildi.
Sisplatin ve CORM-3 kombinasyonu ile tedavi edilen grupta, CORM-3 uygulamasi
sisplatin uygulamasindan 5 giin 6nce bagladi. Sisplatin uygulamasindan 3 giin sonra 8.giin
Olgtimleri ile testler tekrarlandi.

Bulgular: Isitsel uyarilmis beyinsap1 potansiyeller ve otoakustik emisyon test sonuglari
tiim frekanslarinda sisplatintCORM-3 grubunda sisplatin verilen diger gruba kiyasla
daha iyi igitme esikleri oldugunu gosterdi. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05).

Sonug¢: Elde edilen verilere gore CORM-3, sisplatin ototoksisitesinde koruyucu ajan
olarak kullanilabilecek etkili bir antioksidan olabilir. Ancak bu koruyucu etkinin
kanitlanmasina yonelik ek arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Carbon Monoxide Releasing Molecule-3,

Ototokisisite, Rat, Sisplatin, CORM-3
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ABSTRACT

Protective Role Of CORM-3 (Carbon Monoxide Releasing Molecule-3) In
Cisplatin Ototoxicity

Introduction: Cisplatin is a powerful agent widely used in the treatment of cancer
diseases. Ototoxicity is an important side effect of cisplatin use. This is primarily
associated with loss of inner ear hairy and spiral ganglion cells due to oxidative stress.
Hearing loss associated with cisplatin use is sensorineural, bilateral, progressive and
usually irreversible. The aim of this experimental study was to investigate the protective
role of CORM-3 (Carbon Monoxide Releasing Molecule-3), known to reduce oxidative
stress, on cisplatin ototoxicity.

Materials and methods: Twenty-eight albino wistar male rats with normal hearing were
divided equally into 4 groups. In the cisplatin group, 7 rats received a single dose of 16
mg/kg cisplatin intraperitoneally on the 5th day of the study. In the cisplatin + CORM-3
group, 7 rats were administered 10 mg/kg CORM-3 intraperitoneally every day for 8 days
and 16 mg/kg cisplatin single dose intraperitoneally on the 5th day of the study. In the
CORM-3 group, 7 rats were administered 10 mg/kg CORM-3 intraperitoneally for 8 days.
In the control group, 7 rats were administered saline intraperitoneally for 8 days.
Electrophysiological tests (Auditory evoked brainstem potentials and Otoacoustic
emissions) were performed on the 1st day of the study. In the group treated with cisplatin
and CORM-3 combination, CORM-3 administration started 5 days before cisplatin
administration. The tests were repeated with day 8 measurements 3 days after cisplatin
administration.

Results: Auditory evoked brainstem potentials and otoacoustic emission test results
showed better hearing thresholds at all frequencies in the cisplatintCORM-3 group
compared to the cisplatin group. However, these findings were not statistically significant
(p>0.05).

Conclusion: According to the data obtained, CORM-3 may be an effective antioxidant
that can be used as a protective agent in cisplatin ototoxicity. However, additional studies
are needed to prove this protective effect.

Keywords: Antioxidant, Carbon Monoxide Releasing Molecule3, Ototoxicity, Rat,
Cisplatin, CORM-3
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1.GIRIS

Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi platin bazli kemoterapétik ilaclar, testis,
yumurtalik, serviks, meme, mesane, bas-boyun ve akciger kanseri dahil olmak tizere hem
yetiskin hem de pediatrik hastalarda solid malign tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sisplatin (sis-diamindikloroplatin (II)) en yaygin kullanilan platin bazl
ilagtir. 1978'de ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasindan bu yana
sisplatin, onkolojide temel bir tedavi ve germ hiicreli malign tiimorler i¢in temel bir
sistemik tedavi olmustur’.

Sisplatin, DNA'nin ¢apraz baglanmasini ve DNA adiiktlerinin olusumunu indiikler
ve bunun sonucunda kanser hiicrelerinde apoptozu tetikler>*. Klinik etkinligine ragmen
sisplatin, hem kanser hiicrelerini hem de saglikli dokular1 hedef alan spesifik olmayan
etki mekanizmalar1 nedeniyle ciddi yan etkilere neden olabilir. Sisplatinin yan etkileri
doza baghdir ve ototoksisite, nefrotoksisite, norotoksisite, hepatotoksisite,
gastrointestinal toksisite ve retinal toksisiteyi igerir. Ototoksisite, sisplatinin koklear
dokularda birikmesi ve uzun siire tutulmasi nedeniyle en sik goriilen yan etkidir®.

Sisplatin ototoksisitesi esas olarak duyusal tily hiicreleri, spiral ganglion néronlar
ve kokleanin salgi ve bag dokulari (stria vaskiilaris ve spiral ligament) iizerindeki
etkilerden kaynaklanir®. Tiiy hiicrelerinde ve spiral ganglionlarda rejeneratif kapasitenin
olmamasi, hasarlar1 geri dondiiriilemez ve kalic1 sensorinoral isitme kaybina neden olur.

CORM ajanlar ile yapilan, son yillarda giderek artan sayida ¢alismada CO’nun
vazodilator, antiinflamatuar, antioksidan, antiapopitotik ve antiiskemik etkilerini daha da
destekleyerek, umut verici sonuglar bildirilmistir™

Arastirmamizda CORM-3’iin sisplatin ototoksisitesinde koruyucu ve terapotik rolii
olup olmadigin1 odyolojik olarak arastirmayr amacladik. Yapilan ingilizce literatiir
taramasinda, CORM-3"1lin sisplatin kaynakli ototoksisite lizerinde koruyucu etkisine
yonelik benzer bir odyolojik calisma ile karsilasmadik. Bu nedenle arastirmamiz bu

amagtaki ilk calisma olarak 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kulak Anatomisi ve Isitme Fizyolojisi

Isitme, ses dalgalarmin kulak tarafindan algilanip, beyin bolgelerinde anlamli bir
bilgiye doniistiiriilmesi siirecidir. Ses enerjisi aurikula ve dis kulak yolunda toplanip
iceriye dogru hareket ederken, 6nce kulak zarina ¢arpar ve orta kulaktaki malleus, inkus
ve stapese iletilir. Bu mekanik iletim, i¢ kulaga ulasir. Kokleadaki s1vi dalgalanmasi, sesin
frekansina gore 0zel hiicrelerin (tonotopik organizasyon hipotezi) uyarilmasina neden
olur. Bu uyarilar koklear sinir araciligiyla santral isitme merkezine dogru ilerleyerek
temporal lobda bulunan transvers temporal girus (Heschl'in girusu) bdlgesine ulasir.
Ayrica, ses bilgisi, beyin sapinda tonotopik bir sekilde islenir ve ardindan kortikal
alanlarda daha karmasik analizler i¢in daha yiiksek seviyedeki beyin merkezlerine iletilir.
Isitme sistemi ayrica, seslerin yoniinii ve mesafesini belirlemeye yardimc1 olan binaural
dinleme mekanizmalarina da sahiptir, bu da iki kulak arasindaki ses farklarini analiz

ederek yon belirleme yetenegi saglar®'°.

2.1.1.D1s Kulak

Dis kulak, aurikula, dis kulak yolu (DKY) ve timpanik membran(TM) lateral
yiiziinii iceren bolgeyi kapsar ve sesin toplanmasi ile yonlendirilmesinde kritik bir rol
oynar. Aurikula ince elastik bir kartilaj igerir, ¢esitli baglar ve kaslar ile kafatasina
tutunmustur. Timpanik membranin durus agisina bagli DKY uzunlugu on-altta yaklasik
30 ve arkada 25 mm’dir. Dis 1/3’0 kikirdak yapisindadir, kil folikiilleri ile seriimen
bezleri bulundurur, i¢ 2/3’i kemik yapidadir, deri ekleri igermez ve burada timpanik
membran ile sonlanir. Aurikula, ses dalgalarini 135 derecelik bir agiyla toplar ve DKY’ye
yonlendirir, bu acinin disindaki sesleri ise yansitir; bu, sesin yon tayininde énemli bir
faktordiir. Ayrica, DKY sesi iletirken seslerin daha iyi duyulmasina ve ayristirilmasina
yardimct olacak 15-20 dB’lik bir akustik artig saglar. Bu akustik artis, igitme
fonksiyonunun optimize edilmesi ve cevresel seslerin etkili bir sekilde algilanmasi
acisindan dnemlidir'»'2.
Timpanik membran, distan i¢e dogru DKY cildinin devami olan epitelyal tabaka,

fibroz tabaka ve orta kulak mukozasiyla devam eden mukozal tabakadan olugsmaktadir.
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Fibroz tabaka sirkiiler, radyal, parabolik ve semilunar dizili lifler igerir; bu lifler
membranin gerginligini saglar ve rotasyon hareketlerini destekler. Anulus fibrosus
(Gerlach halkas1), timpanik membrani temporal sulcusa sabitleyen fibroz bir yapidir, iistte
tam olmayip ant. ve post. malleolar ligament ile devam eder ki bu ligamanlarin iistiinde
kalan zar bolgesine pars flaksida, altinda kalan kisma pars tensa denir. Pars flaksida, daha
gevsek ve dar bir yapida olup, dogrudan isitme islevini etkilemez; ancak Ostaki tiipili
hareketlerine duyarlidir ve orta kulakta basing diizenlemesine katkida bulunur. Pars tensa,

zarm biiyiik kismin1 olusturur ve esas titresen kisimdir!>!4,

2.1.2.0rta Kulak

Orta kulak, timpanik zar kemik labirent arasinda kalan, aditus yoluyla mastoid ile,
Ostaki tiipiiyle dis ortamla iligski kuran, mukozayla ortiilii yaklasik 0.5 cm?® hacminde bir
bosluktur. Kulak zarina gére 3 topografik alana ayrilir; epitimpanum, mezotimpanum ve
hipotimpanum.

Orta kulak boslugunun alt1 duvari vardir:

1. Ust duvar (Tegmen tympani): Epitimpanumun tavanini olusturur, timpanik
kaviteyi orta kranial fossadan ayirir.

2. Alt duvar: Hipotimpanumun ddsemesini olusturur. Juguler bulbus ve karotis
interna ile komsudur.

3- On duvar: En alt boliimii karotis kanalinin dikine pargasi ile komsuluk gosterir.
Ustte tensdr timpani kasini ig¢inde barindiran semisirkiiler kanal ve hemen altinda ise
Ostaki borusunun timpanik orifisi bulunur.

4- Arka duvar: Orta kulak ile mastoid arasindaki duvardir. Ust pargasmi aditus ad
antrum yapar. Piramidal eminens bu duvarda yer alir. Piramidal eminens iizerinde
m.stapedius bulunur, fasyal sinirin ikinci pargast ile ¢ok yakin komsuluk gosterir.
Piramidal eminensin lateralinde fasyal reses, medialinde siniis timpani bulunur.

5- Dis duvar: Bu duvarn kulak zar ile skutum yapar. Kulak zarmnin pars tensa
parcasinda ortada yukardan asagi dogru uzanan malleusun kulak zar1 igerisinde yer alan
parcast olan manubrium mallei bulunur. Manubrium mallei’nin bitimindeki nokta
seklindeki goriintiiye umbo denir.

6-I¢ duvar: Orta kulag: i¢ kulaktan ayirir. Epitimpanum kisminda ii¢ semisirkiiler

kanal ve Fallop kanali bulunur. Mezotimpanum kisminda promontoryum ve labirent
3



pencereleri bulunur. Promontoryumun arka-iist tarafindaki cukurluk, oval pencere
(fossula fenestra vestibiili) adin1 alir ve stapes tabaninin yerlestigi yerdir, arka alt tarafinda
yuvarlak pencere (fossula fenestra cochlea) bulunur ve fibroz bir doku ile kaphdir.
Timpanik kaviteye uygulanan medikal preparatlarin i¢ kulak sivilarina ana gegis yeri
yuvarlak penceredir ve membrani ayrica ses iletiminde de rol alir!>!4,

Timpanik kavitede iist-arka yerlesimli ve ¢esitli baglarla orta kulak bosluguna asili {i¢
hareketli kemikg¢ik bulunur. Kemikgiklerin en biiyiigii Malleus adin1 alir. Malleus bas,
boyun ve ii¢ ¢ikintidan olusur, manibrium mallei ¢ikintis1 ile kulak zarina yapisir. Inkus,
bir gévde ve iki koldan olusur. Inkusun gévde kismi malleus ile, uzun kolu ise stapes ile
eklem yapar. En kii¢iik kemikgik stapes, bas, boyun, taban ve iki bacaktan olusur, tabani
lig. annulare ile oval pencereye sikica yapisir'!°.

Ostaki tiipii, orta kulak boslugu ile nazofarenksi birbirine baglar ve nazofarenkse
dogru anteroinferolateral seyir gosteren, huni seklinde bir yapidir. Cocuklarda daha kisa
ve diiz bir seyir gosteren bu tiipiin agilip kapanmasindan m. tensdr veli palatini, m. levator
veli palatini ve m. salpingopharyngeus sorumludur. Ostaki tiipii orta kulak basinglarinin

dis ortamla esitlenmesine, orta kulak ortaminin temizligine katki saglar'#!®.

2.1.3.i¢ Kulak

I¢ kulak, temporal kemigin petroz kisminda derin yerlesimi olan isitme ve denge
organlarini barindiran karmasik bir yapidir ve morfolojik olarak iki ana bilesenden olusur:
membrandz labirent ve kemik labirent.

Kemik labirent, vestibiil, koklea ve semisirkiiler kanallar ile vestibuler ve cochlear
aquaductuslardan olusur, sodyum agisindan zengin perilenf ile doludur. Kemik labirentin
icerisinde yer alan membrandz labirent ise, korti organi, duktus endolenfatikus, duktus
perilenfatikus, duktus koklearis, duktus semisirkiilaris, utrikiil ve sakkiilden olusur,
potasyum agisindan zengin endolenf ile doludur. Membran6z labirent, kemik labirentin
ancak 1/3 iinii olusturur. Bu yapilar arasindaki sivi dengesi, hem isitme hem de denge
sistemlerinin diizglin ¢calismasi i¢in hayati 6neme sahiptir. Kemik labirent ve membran6z
labirent arasindaki bu sivi degisimleri ve yapisal farklar, ses ve denge algisinin saglikli

bir sekilde isleyebilmesi i¢in gerekli kosullar saglar!'®-18,



2.1.4. Koklea

Koklea, i¢ kulagin 6n kisminda bulunan, salyangoza benzeyen kemik bir tiiptiir,

isitme sisteminin temel bir bileseni olup, akustik enerjiyi elektrokimyasal uyariya
dontistiiren reseptor organ olarak islev goriir. Kokleanin eksenini olusturan modiolus
icerisinde koklear sinir dallar1 ve damar yapilar1 bulunur. Modiolus etrafinda yaklasik
2.5 tur donen koklear kanal, modiolustan koklear kanalin serbest kenarina uzanan baziler
membran araciligiyla iki bélmeye ayrilir; skala timpani ve skala vestibiili olarak
adlandirilan bu iki skala kupula denen zirve noktasinda birlesirler'”.
Membrandz labirentin bir parcast olan duktus koklearis, histolojik kesitlerde kokleanin
icinde {liggen benzeri bir yap1 olarak izlenir (skala media); bu {iggen baziller membran,
reissner membran1 ve koklea dig duvari ile sinirhidir. Apikal ucunda ¢ekum kupulare,
bazalde ¢ekum vestibulare ile sonlanan {i¢ yiizlii tiip benzeri bu yapi, duktus reuniens ile
sakkulusle baglantilidir. Kokleanin igindeki akustik uyaranlarin iglenmesi icin gerekli
olan yiiksek potasyum igerikli endolenf bu boslugu doldurur.

Endolenf, stria vaskiilariste {iretilir ve potasyum agisindan zengin igerigi ile
membrandz labirentin elektrokimyasal ortamini diizenler. Stria vaskularis basal
membrani olmayan 6zel bir epitel tiiriidiir; basal, intermediate ve marjinal olmak {izere 3
hiicre grubu bulunur. Marjinal hiicreler elektrokimyasal gradiyentin saglanmasindan
sorumlu esas hiicre grubudur. Stria vaskiilaris, mitokondri bakimindan zengin olmasi
nedeniyle kokleanin enerji kaynagi olarak onemli bir islev goriir ve transdiiksiyon
siireclerinde onemli rol oynar. Bu yapida Na+/K+ ATPaz, karbonik anhidraz ve adenil
siklaz gibi endolenf sivisinin ve iyonlarin taginmasinda gorevli enzimler yogun olarak
bulunur.

Baziller membranin insanda ortalama uzunlugu 31.5 mm’dir. Bazal turdan apikale
dogru genisligi artis gosterir, membranin uzunlugu boyunca kalinligi ve genisligindeki
bu degisiklikler frekansa 6zgli maksimum titresimler ve “ilerleyen dalga” olusumundan
sorumludur. Diigiik frekansli ses dalgalari, baziler membranin genisliginin artmasi
nedeniyle daha uzun mesafeler kat edebilirken, yiiksek frekansli sesler daha kisa
mesafelerde etkili olur ve kokleanin apikal bolgesine ulasamaz. Baziler membranin dis

tarafinda Claudius ve Boettcher hiicreleri bulunur. Bundan sonra Korti organi baslar.'*-
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2.1.5. Korti Organi

Korti organi, bazal membranin iizerinde ve skala media icerisinde ¢esitli formlarda
siralanmis duyu ve destek hiicrelerinden olusan elektrokimyasal bir reseptor organdir.
Duyusal hiicreler, dis tiiylii hiicreler (DTH) ve i¢ tiiylii hiicreler (ITH) olarak iki gruba
ayrilirken; Claudius, Deiters, Boettcher ve Hensen hiicreleri ise destek hiicrelerini
olusturur. Bazal membran iizerinde yerlesen bu organ, tipki bazal membran gibi apekse
dogru genisleme gosterir. DTH’ler diizensiz bir dizilim gdsterirken, ITH’ler tek sira
halinde diizenlenmistir. Tiiylii hiicrelerin st yiizeyinde bulunan stereosilyalar, gercek
silyalardan ¢ok, hiicre membraniyla g¢evrili aktin filamentlerinin olusturdugu
mikrovilluslardir ve mekanik uyaranlara yanit olarak hareket ederler.

Korti organindaki destek hiicreleri, organin yapisal biitiinliigiinii saglarken,
retikiiler lamina ve tektoriyal membran ile birlikte duyu hiicrelerinin islevselligine
katkida bulunur.

Tektoriyal membran, gelen ses dalgalarinin etkisiyle hareket ederek, tiiyli
hiicrelerin stereosilyalarinin biikiilmesini saglayarak isitme siirecine katkida bulunur. Bu
mekanizmalar, sesin algilanmasinda kritik bir rol oynar ve isitme sinirlerinin aktivasyonu

i¢in gerekli elektriksel sinyalleri olusturur>2*.

2.1.6. i¢ Tiiylii Hiicreler

Bu hiicreler baziler membrana ulasan mekanik ses titresimlerini elektriksel
uyarilara doniistiiren ana hiicrelerdir. Her bir insan kokleasinda yaklagik 3500 adet
bulunurlar. Destek hiicreler ile cevrili ve tek sira halinde dizilmislerdir. I¢ tiiylii hiicreler
(ITH), isitme siireci temel bilesenleri olarak kabul edilir ve afferent sinirlerle yogun bir
baglant1 kurarlar. Koklea i¢indeki afferent sinir u¢larinin yaklasik %95'i ITH'lere baglidir
ve bu sinirler Tip I olarak adlandirilir. Bu hiicrelerin hiicre govdeleri, spiral gangliyonda
yer alirken, aksonlar1 beyin sapindaki koklear nukleusa gider. Dendritleri ise spiral lamina
ve temporal kemikte yer alir?*2°,

ITH'lerin iist kismindaki stereosilyalar, mekano-elektriksel transdiiksiyon siirecini
igerir. Stereosilyalari uzun olan silyuma dogru egilmesiyle birlikte, mekanik gerilimle
iyon aktarim baglantilar1 agilir. Bu kanal ag¢ilimi, hiicre icindeki potansiyel farki
degistiriken, potasyum iyonlarinin (K+) hiicreye girisini saglar ve boylece depolarizasyon

meydana gelir. Depolarizasyon sonucunda hiicre i¢indeki negatif yiik azalir ve bu durum,
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voltaj duyarl kalsiyum (Ca?") kanallarinin agilmasina yol acar. Ca*" iyonlarinin hiicre
icine girmesiyle, sinaptik bosluga glutamat salinimi gerceklesir ve afferent sinir lifleri
uyarilir?426,

Hiicre i¢indeki Ca*" iyonlarmin artmasi, duyarli K* kanallarin1 etkileyerek
potasyum hiicre disina ¢ikar ve bdylece repolarizasyon igleminin baslamasina yol acar.
Dinlenme halinde, stereosilyalardaki mekano-elektriksel transdiiksiyon kanallar1 agik
durumdadir, bu da ndrotransmitter salmimmin devam etmesini saglar. ITH'lerin

fonksiyonu, isitme siirecinin dinamik ve hassas dogasini siirdiiren karmasik bir

mekanizma olarak dnemli bir rol oynar?+2°,

2.1.7. Dis Tiylii Hiicreler

Dis tiiyli hiicreler (DTH), kokleada isitme mekanizmasinin kritik bir parcasini
olusturur. Yaklagik 13,000 kadar bulunurlar ve boyutlar1 10-80 mikrometre arasinda
degisirken, c¢aplar1 8 mikrometre civarindadir. Hiicrelerin tepe kisminda bulunan
stereosilyalar, belirgin bir diizen igerisinde siralanmistir: bazal kivrimda stereosilyalar W
seklinde orta bolgede V' seklinde, apekste ise diiz bir hat boyunca dizilidir. Bu hiicreler,
tektoriyal membrana gdmiilii bir sekilde yer alir. Yapisal desteklerini: bazal kisimda
Deiters hiicreleri, apikal bolgede ise dis pillar ve Hensen hiicreleri saglar.

DTH'lerin stereosilya sayisi, bazalden apikal bolgeye dogru ilerledikge azalma
gosterir. Bu 6zellik, baziler membranin frekansa 6zgii titresimlerini diizenleyebilmesi igin
onemli bir anatomik adaptasyondur. Kokleanin tonotopik organizasyonu, farkli
frekanslarin igitilmesini miimkiin kilar. Bazal kisim yiiksek frekansli, apikal kisim ise
diisiik frekansh seslere duyarlidir. DTH'lerin bu tonotopik yerlesimi, igitme sisteminin
genis bir frekans aralifini algilamasina olanak tanir. Ayrica, DTH'ler baziler membranin
titresim genligini artirarak mekanik bir amplifikatdor olarak gorev yapar. Bu
amplifikasyon mekanizmasi, diisiik siddetli seslerin algilanmasini miimkiin kilar ve
isitme sisteminin hassasiyetini artirir. Stereosilyalarin hareketi, bu amplifikasyonun temel
mekanizmasini olusturur ve isitme fonksiyonunun genis bir ses siddeti araliginda etkin
bir sekilde ¢alismasini saglar.

Dis tiiylii hiicrelerin (DTH) islevselligi, somatik elektromotilite ad1 verilen 6zel
bir mekanizma ile agiklanmaktadir. Bu 6zellik, DTH'lerin noéral uyarilara yanit olarak

sekil degistirme, yani uzama ve kisalma yetenegi ile karakterizedir. Bu siirecte kritik rol
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oynayan yapi, DTH'lerde bol miktarda bulunan prestin adli motor proteindir. Prestin,
hiicre zarindaki iyon hareketlerine bagli olarak hiicrenin mekanik yanit olusturmasini
saglar ve bu da kokleanin amplifikasyon fonksiyonuna katkida bulunur.

DTH'lerin  elektromotilite  6zelliginin ~ kaybi,  koklear  amplifikasyon
mekanizmasmin bozulmasina yol agabilir. Ozellikle DTH hasarinda, elektromotilitenin
etkisiz hale gelmesi durumunda yaklasik 40-60 dB diizeyinde bir isitme kaybi
gozlemlenmektedir. Bu durum, diisiik siddetli seslerin algilanamamasi1 ve isitme

duyusunun genel hassasiyetinde belirgin bir diisiis ile sonuglanir?’-?’.

Tiiylii Hiicrelerin Innervasyonu

Koklear sinir, isitme sisteminin temel bilesenlerinden biridir ve yaklasik 30,000
adet miyelinli afferent sinir lifi barindirir. Bunlar, duyusal bilgilerin iletilmesinde hayati
bir rol oynar. Sinir lifleri, spiral ganglionda yer alan afferent hiicrelerden olusur. Afferent
lifler, modiolus boyunca ilerleyerek spiral kanala ulasir ve burada terminal dendritleri
aracihigiyla tiiylii hiicrelerle sinaptik baglantilar olusturur?’.

Koklear sinirde iki ana afferent néron tiirii yer alir. Tip I olarak adlandirilan
ndronlar biiyiik hiicre govdelerine sahip olup miyelinli liflerden olusur ve toplam sinir
fibrillerinin %95’ini meydana getirir. Bu ndronlar, periferal kisimlarinda ITHler ile
baglant1 kurar ve santral kisimlarinda koklear nukleusta son bulur. Tip II néronlar ise Tip
I noronlara gore daha kiiciikk hiicre gdovdelerine sahiptir ve miyelinsizdir. Afferent
ndronlarm kalan %5°1ik bir kismini temsil eder. Tip II sinir lifleri, tek bir lifin birden fazla
DTH ile baglant1 kurdugu bir diizenle karakterizedir°.

Efferent sinir fibrilleri, beyinsapinda diizeyinde bulunur ve spiral gangliyondan
gecer. Bu efferent noronlar, siiperior vestibiiler sinir igerisinde yer alir ve isitme
sisteminde geri bildirim gorevini Ustlenir. Efferent sinirlerin temel gorevi, tiiyli
hiicrelerin aktivitesini diizenlemektir. Bu diizenleme, isitme duyusunun hassasiyetini

artirmayi ve yiiksek siddetli giiriiltiiye karsi koruma saglamay1 amaglar®*-3!,

2.1.8. Kokleanin Diger Hiicreleri
Korti organinin destek hiicreleri, isitme sisteminde 6nemli bir islev goren farkl
hiicre tiirlerinden olusur. Bu destek hiicreleri arasinda Deiters hiicreleri, pillar hiicreleri,

Hensen hiicreleri ve falangeal hiicreler yer alir. Bu hiicreler, hem tiiylii hiicrelerin
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mekanik stabilitesini saglamak hem de kokleanin islevsel biitiinligiinii desteklemek i¢in
kritik bir role sahiptir.

Deiters hiicreleri, baziler membrana bagli sekilde konumlanir ve dis tiiylii hiicreleri
(DTH) gevreleyerek onlara destek olur. Hensen hiicreleri ise korti organinin yan sinirinda
yer alir ve apekse dogru uzanim gosterir. Hem Deiters hem de Hensen hiicreleri, afferent
ve efferent sinirlerle innerve edilmistir, bu sayede isitme mekanizmasinda dinamik
rollerini giiclendirir.

Claudius hiicreleri kiibik sekilde olup skala media ve skala timpani arasinda bir sinir
olusturur. Boettcher hiicreler ise tek katli kiibik sekilli hiicreler olup koklea bazalinden
apeksine dogru uzanir ve yol boyunca sayilari azalir. Bu hiicreler fibronektin ve matriks
yapilarini saglar.

Claudius, Deiters ve Hensen hiicrelerinin, iyon dongiisiinde, 6zellikle potasyum
dengesinde Onemli bir goérevi oldugu diisiiniilmektedir. Bu hiicreler, kokleanin

homeostazini saglamak ve tiiylii hiicrelerin fonksiyonlarma katki saglamaktadir?*2%-2,

2.1.9. Santral Isitme Yollar

Spiral ganglionda yer alan bipolar ndron yapilarinin santral uzantilari, VIIIL. sinirin
miyelinli koklear kismin1 meydana getirir. Bunlar, tonotopik bir diizene sahiptir; yani
alcak frekansli akustik uyaranlar sinirin merkezinde, yiiksek frekansli akustik uyaranlar
ise dis ylizeyde yer alan apikal lifler tarafindan algilanir. Bu yapu, isitsel girdilerin dogru
bir sekilde islenmesini saglar.

Santral isitme yollarinda, akustik girdilerin islenmesinde yedi ana merkez 6nemli
bir rol listlenmektedir. Bu merkezler, asagidan yukariya dogru su sekildedir; medulla
oblongatada yer alan koklear nukleus(CN), pons bolgesinde superior olivar kompleks
(SOC), mezensefalonda bulunan lateral lemniskus, inferior ve superior kollikulus,
talamusta medial genikulat cisim ve en son olarak temporal lobda yer alan isitsel korteks
bulunmaktadir. Bu merkezi yollar, isitsel bilgilerin degerlendirilmesinde, sesin
kaynaginin konumunun tespitinde ve seslerin anlamlandirilmasinda 6nemli bir rol
iistlenir. Isitsel korteks, gelen uyarilar1 analiz ederek cevresel sesleri tanimamiza ve
onlara uygun tepkiler géstermemize olanak tanir. Santral isitme yollarinin verimli

caligmasi, isitme duyusunun saglikli bir sekilde islev gérmesi i¢in gereklidir.



Koklear nukleustan kaynak alan liflerin biiyiik kismi, kontralateral SOC’a ulagirken
daha az sayida lif ipsilateral SOC’a gider. SOC, isitme yolundaki bilateral uyaran sonucu
olusan verilerin birlestigi ilk merkezdir. Burdaki niikleuslar, gelen uyarilara bagl olarak
eksitator veya inhibitdr gorevi goriirler. Genellikle kontralateral uyarilar, noronlarda
eksitator bir yap1 olarak calisirken, ipsilateral kulaktan gelen uyarilar inhibitor bir etki
meydana getirir.

Medial superior olivar kompleksi, DTH ile ¢apraz yapan efferent liflerin baslangig¢
noktasidir. Bu lifler, sesin tespiti ve isitsel sinyallerin diizenlenmesinde biiyiik bir etkiye
sahiptir. Ote yandan, lateral SOC, ITH ile sonlanan ve ¢apraz yapmayan efferent liflerin
kaynagint olusturur. Bu yapilar, isitsel uyarilarin iglenmesi ve isitme duyusunun
dogrulugunun artirllmasinda kritik bir rol oynar. Bu o6zellikler, isitme yollarindaki
kompleks baglantilar araciligi ile ¢evresel seslerin dogru bir sekilde analizinde ve sesin

lokalizasyonunda yardimci olur®-%°,

2.2. Isitme Fizyolojisi

Akustik sinyaller, stapese ulasir ve oval pencere ilizerindeki hareketinin baglamasini
saglar. Baglayan bu hareket skala vestibiili boyunca dalgalar meydana getirir. Bu dalgalar,
helikotrema adi verilen baglantidan skala timpaniye ulagir ve yuvarlak pencerede disa
dogru baskilara yol agar. Perilenfte olusan dalgalar, skala media ve baziler membran
boyunca apikal bolgeye dogru hareket eder.

Yiiksek frekansl akustik uyaranlar, kokleanin apikal bolgesine ulasamazken, alcak
frekansl akustik dalgalar1 baziler membran boyunca daha fazla yayilabilir. Bu titresimler
sonucunda, i¢ tiiylii hiicrelerin (ITH) stereosilyalar1 biikiiliir ve bu durum, hiicrelerdeki
iyon kanallarinin ag¢ilmasina neden olur. Endolenfteki potasyum iyonlari, hiicre igine
gecerek depolarizasyonu baglatir.

Depolarizasyon, hiicrede yer alan voltaj duyarli kalsiyum (Ca?**) kanallarinin
acilmasima yol agar ve bu da perilenften kalsiyum transferine neden olur. iTH’lerden
sinaptik bosluga glutamat akist sonucu afferent sinir uyarimi baslar. DTH’lerde
elektromotilite devreye girer; stereosilyalarin ters yonde hareketi hiperpolarizasyona
neden olur. Bu mekanizmalar, isitme duyusunun temelini atarak mekanik ses dalgalarinin
elektriksel sinyallere doniistiiriilmesinde Onemli rol dstlenir ve isitme sisteminin

etkinligini destekler®>’.
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Endokoklear potansiyel, endolenf ve perilenf sivilarinin 80 mV'luk elektriksel
farkina verilen addir. Bu potansiyel, isitme siirecinin 6nemli bilesenlerinden birini
olusturur. Kokleanin uyarilmasiyla olusan elektriksel uyarilar, VIII. sinir noronlar ile
ipsilateral koklear nukleusa aktarilir. Bu uyarilar, oradan kontralateral superior olivar
komplekse iletilir’”*®. Sonraki kisimda, akustik girdiler lateral lemniskusu gegtikten
sonra inferior kollikulusa iletilir. Bu yapi, isitsel bilginin entegrasyonu ve
lokalizasyonunda 6nemli bir rol {istlenir. Arkasindan, uyarilar medial genikulat nukleusa
aktarilir. Sonunda, bilateral temporal lobdaki birincil isitsel kortekslere gelir, seslerin

algilanmas1 ve analizinde 6nemli siirecler tamamlanir®”3%,

Bu yolaklar, isitme
fonksiyonunun karmasik sistemini ve seslerin islenmesinde izlenen yollar1 yansitir. Isitme
ile ilgili bu merkezlerin etkili ¢calismasi, ¢cevresel seslerin dogru bir sekilde analiz edilmesi

ve anlamlandirilmasi agisindan ¢ok 6nemlidir.

2.3. Sican Kulak Anatomisi ve Isitme Sistemi

Insan hastaliklarmin incelenmesinde hayvan modelleri kullanilmaktadir, ciinkii
biyomedikal bilgide ilerleme kaydetmek i¢in gereken arastirmanin ana hatlarinin ¢ogu,
insanlar iizerinde etik olmayan paradigmalari kullanmaktadir. Bilim insanlarmin bir
denegi yliksek diizeyde ototoksit bir ilag vererek igitme kaybina neden yapmalarinin etik
olmayacag aciktir. Bu nedenle, hayvan modelleri daha etik bir arastirma yolu saglar.

Sican (Rattus cinsi), viicut uzunluklar1 12-13 cm veya daha uzun olabilen, gorece
daha biiyiik kemirgen tiirlerini ifade etmek i¢in kullanilan genel bir terimdir. Arastirma
hayvanlar1 olarak siganlar; uyumluluklari, saglamliklari, hayatta kalabilmeleri ve zekalar1
g0z Oniline alindiginda tibbi, biyolojik, genetik ve davranigsal olaylarin incelenmesi i¢in
miikemmel modeller olustururlar. Yonetim agisindan bakildiginda, siganlar ekonomiktir
ve bakimlar nispeten kolaydir®®-°.

Isitme agisindan, insanlar ve sicanlar arasinda hem benzerlikler hem de énemli
farkliliklar vardir. Gelisimsel olarak, sicanlarin isitme duyusu ancak dogumdan sonra
olgunlagirken, insanlar dogumdan 6nce isitebilmektedir. Bu ¢ok énemli fark, isitmenin
insanlarda miimkiin olandan daha fazla sekilde incelenmesini miimkiin kilmaktadir.
Bagka bir deyisle, insan kokleasi dogumdan oOnce olgunlastifi icin, bilim insanlari
kokleanin olgunlagsmasini, isitme hassasiyeti ve gelismekte olan insan igitme sistemindeki

diger parametreler acisindan inceleyememektedir. Buna karsilik, isitsel beyin sapi
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cevaplar1 (ABR) gibi objektif isitme dl¢limleri, sican kokleasi tam olarak olgunlasmadan
once, dogumdan 12 ila 14 giin sonra sigan yavrularindan elde edilebilir. Bu, memeli
kokleasinin nasil olgunlastig1 ve farkli yeteneklerini ve o6zelliklerini nasil gelistirdigine
dair yenilik¢i gelisimsel ¢alismalar i¢in firsat yaratmaktadir. Ayrica, insanlara kiyasla
sicanin bu benzersiz 0Ozelligi, arastirmacilara gelisimsel, yapisal ve islevsel
malformasyonlara ve bunlarin igitme sonuglarint nasil etkiledigine dair klinik agidan
onemli bir pencere saglar. Sican isitme duyusunun frekans araligi yaklasik 250 Hz ila 80
kHz'dir ve en yliksek hassasiyet 8 kHz ila 38 kHz arasinda meydana gelir; bu aralik
insanlarda bulunandan c¢ok daha yiiksektir. Buna karsin, orta kulak mukozasi ve
kemikgikleri insanlara oldukga benzerdir. Insanlar gibi, sican kokleas1 da i¢ ve dis duyusal
tiiy hiicrelerinin benzer bir diizenlemesi ile yaklasik iki buguk tura sahiptir. Sican merkezi
isitme sistemi de insanlarda bulunan bir¢cok anatomik ve fizyolojik dzelligi paylasir*®4!,

Isitme iizerine yapilan arastirmalarda, sicanlar ve guinea pigler, insan kulaginin
anatomik ve fizyolojik yapisina benzerlik gostermesi sebebiyle 6nemli model denek
olarak 6ne c¢ikmaktadir. Bu tiirlerin isitme fonksiyonlari, insanlarda goézlemlenen
patolojilerin tanimlanmasi ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesi agisindan kritik veriler
saglar. Bu sebeple, sicanlar isitme ¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan bir model
haline olmustur*>#4,

Ratlarin kulak anatomisi, insana benzer sekilde dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢
boliimden olugsur. Dis kulak yolunun medial boliimiinde, insanlardaki mastoid hiicrelere
benzeyen yapi olan bulla bulunur. Timpanik membranin alani, insanlarda yaklasik 66
mm? iken, ratlarda bu alan yaklasik 11 mm?*dir. Ayrica, ratlarin timpanik membraninda
pars flaksida kismu yoktur®*,

Bu anatomik farkliliklar ve benzerlikler her iki canli i¢in sistemin nasil ¢alistigini
anlamak i¢in 6nemlidir. Ornegin, ratlarin daha kiigiik alana sahip timpan membrani,
akustik uyaranin iletilmesinde farkli dinamikler ve mekanizmalara ihtiya¢ duyar. Bu
sebeple, ratlar, isitme calismalari i¢in Onemli bir model organizma olarak kabul
edilmektedir**°.

Sican ve insan orta kulak yapilar1 benzerlik gosterir ve temporal kemikte bulunur.
Orta kulak kemikgikleri, epitimpanumda yer alir ve insanlardaki malleus, inkus ve stapes
yerine si¢canlarda malleoinkudal kompleks ile stapes bulunur. Bu yapilar, insan
kemikgiklerinin yaklasik dortte biri biiyiikliigiindedir*®*!
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tamamen kikirdaktan olusur. Orta kulak ile nazofarenks arasinda basing dengesini saglar.
Insanlarda yapisal olarak kemik doku daha fazladir.

Ratlarda koklea, modiolus ¢evresinde ii¢ tur doniis yapar ve yaklasik 9-11 mm
uzunlugundadir. Bu doniis sayisit insanlarda 2.5-2.75 turdur. Kokleanin yapisinda
insanlara benzer sekilde skala media, skala vestibiili ve skala timpani yer alir. Endolenf
ve perilenfiyon bilesenleri insanlar ile ayn1 6zelliktedir. Bu benzerlikler, siganlarin isitme
sisteminin degerlendirilmesinde kritik bir avantaj sunar ve isitme mekanizmasi iizerine
yapilan ¢alismalar i¢in ratlar1 kiymetli bir model organizma haline getirir*>*°.

Skala vestibiili oval pencereye, skala timpani yuvarlak pencereye acilir ve her ikisi
de perilenf s1visi igerir. Skala mediada endolenf bulunur. Skala vestibiili ve skala timpani
apikalde birlesir. Skala media ve vestibiilinin arasinda, insanlara benzer sekilde Reissner
membrani bulunur. Skala medianin tabaninda ise korti organi yer alir.

Ratlarda, yaklasik 7000 dis tiiylii hiicre (DTH), 2000 i¢ tiiylii hiicre (ITH) bulunur.
Ratlarin  kokleasindaki tiiylii hiicrelerin bu oransal dagilimlari, insanlara olan
benzerlikleri nedeniyle igsitme ¢alismalarinda degerli bir model olmasini saglar.

Sicanlar, uyum kabiliyetleri, saglamliklari, hayatta kalma kabiliyetleri ve zekalar1
g0z Oniine alindiginda tibbi, biyolojik, genetik ve davranissal olgularin incelenmesi i¢in
miitkemmel modeller olustururlar. Siganin isitme sisteminin genel anatomisi ve fizyolojisi
insanlarda gozlemlenenlere benzerdir ve bu, memeli isitme sistemi iizerindeki

ototoksisyite etkisinin arastirilmasinda kullanilmalarina yol agmistir.

2.4. Sisplatin Ototoksisitesi

Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi platin bazli kemoterapétik ilaglar, testis,
yumurtalik, serviks, meme, mesane, bas ve boyun ve akciger kanseri dahil olmak {izere
hem yetiskin hem de pediatrik hastalarda solid malign tiimorlerin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sisplatin (sis-diamindikloroplatin (I)) en yaygin kullanilan
platin bazli ilagtir. 1978'de ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasindan
bu yana sisplatin, onkolojide temel bir tedavi ve germ hiicreli malign tiimoérler i¢in temel
bir sistemik tedavi olmustur®’.

Sisplatin, DNA'nin ¢apraz baglanmasini ve DNA adiiktlerinin olusumunu

indiikler ve bu da nihayetinde kanser hiicrelerinde apoptozu tetikler**°. Klinik
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etkinligine ragmen sisplatin, hem kanser hiicrelerini hem de saglikli dokular1 hedef alan
spesifik olmayan etki mekanizmalari nedeniyle ciddi yan etkilere neden olabilir.
Sisplatinin yan etkileri doza bagldir ve ototoksisite, nefrotoksisite, nodrotoksisite,
hepatotoksisite, gastrointestinal toksisite ve retinal toksisiteyi igerir. Ototoksisite,
sisplatinin koklear dokularda birikmesi ve uzun siire tutulmasi nedeniyle en sik goriilen
yan etkidir*®.

Sisplatin ototoksisitesi esas olarak duyusal tiiy hiicreleri, spiral ganglion ndéronlar1
(SGN'ler) ve kokleanin salgi ve bag dokular1 (stria vaskiilaris ve spiral ligament)
lizerindeki etkilerden kaynaklanir ( Sekil 1)*. Kokleanin bazal doniisiinde 6nemli
miktarda DTH kaybina sebep olan bu toksisite, tiiy hiicrelerinde ve SGN'lerde rejeneratif
kapasitenin olmamasi nedeniyle. irreversible hiicre 6liimiine ve kalici sensorinoral isitme
kaybina neden olur. Sisplatin kaynakli ototoksisite, bilateral, orta-ileri siddette, yiiksek
frekanslar tutan isitme kaybina sebep olur. Sisplatin esas olarak isitsel islevi etkilese de,
i¢ kulak toksisitesi, tinnitus ve nadiren de vestibiilotoksisiteye bagli denge bozuklugu
olarak da ortaya cikabilir’ 2. Ototoksisiteden etkilenme durumu, hastanin yas1, kiimiilatif
sisplatin dozu ve yatkinlik dahil olmak iizere ¢esitli faktorler tarafindan belirlenir?.
Sisplatin kaynakli isitme kaybi yetigkinlerin %40-60"1n1 etkiler ve bunlarin %18'inde
sisplatin tedavisinden sonra ileri ila ¢ok ileri derecede isitme kayb1 goriiliirken, vakalarin
%40"1nda tinnitus goriiliir’*. Sisplatin ile tedavi edilen ¢cocuklarin ise %60 kadar1 isitme
kaybindan etkilenir >°. Genellikle 4,000- 8,000 Hz araligindaki frekanslarda baslar ve 15-
65 dB arasinda degisen siddette bir isitme kaybina sebep olur.

Ototoksik etkiyi arttiran baska nedenler de vardir. Bunlar sisplatinin dozu, yas,
giiriiltiiye maruziyet, nefropati, ek ototoksik ila¢ kullanimi, yetersiz beslenme ve
radyoterapi varligidir. Sisplatine bagli ototoksisitede oncelikle yliksek frekanslarda isitme
kayb1 baglar. Dozu 100mg/m2 ’yi asan uygulamalarda orta frekanslarda da isitme kaybi1
meydana gelir. Histopatolojik incelemeler sonucunda sisplatin ototoksisitesinin zarar
verdigi bolgelerin baginda kokleanin bazal ve orta boliimlerinde DTH’ler oldugu ortaya
cikmigtir. Tiiyli hiicre hasar1 sirasiyla bazalden apekse, 3. sira DTH’lerden 1.sira
DTH’lere ve daha sonra ITH’lere dogru olustugu gostermektedir. Genellikle destek
hiicreleri ve stria vaskiilaris de etkilenmektedir. Deneysel sisplatin ototoksisitesinde elde
edilen elektrokokleografi bulgularinda, koklear mikrofoniklerdeki degisimlerin

endokoklear potansiyel degisikliklerinden daha belirgin olmasi, etkilenen kisimlarin
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DTH’ler oldugu sonucunu ¢ikarmistir’®. DTH hasar1 akustik uyaranin mekanoelektriksel
transdiiksiyon sisteminde bozulmaya neden olur; bu durum kokleanin sensitivite ve
frekans selektivite 6zelliklerini olumsuz etkileyerek koklear sistemin isleyisini ortadan

kaldirmaktadir’’.

Cochlea

Scala vestibuli
(perilymph)

Site of cisplatin
absorption
Stria vascularis Spiral ganglion
neurons
Spiral ligament

Scala media
(endolymph)

Scala tympani A WA UL
erilymph \
(peitymeh) Organ of Corti
Supporting cells  Outer hair cell Inner hair cell

Sekil 1.Koklear yapinin ve sisplatin emilim yerinin genel goriiniimii 8

Bu sekil, i¢ kulakta bulunan isitme organi olan kokleanin anatomik yapisini tasvir ederek, sisplatin kaynakli
hasara karsi hassas olan ¢esitli hiicre tiplerini vurgulamaktadir. Koklea, ii¢ sivi dolu bdlmeden olusur;
Na " bakimindan zengin perilenf ile dolu skala vestibuli ve skala timpani, ve K " bakimindan zengin
endolenf ile dolu skala media. Skala media, i¢ tily hiicrelerini (isitsel transdiiksiyondan sorumlu), dis tily
hiicrelerini (koklear amplifikasyon i¢in dnemli) ve ¢evreleyen destek hiicrelerini iceren Korti organini
barindirir. Korti organinin bitigiginde, stria vaskiilaris (duyusal transdiiksiyonun itici giicii olan endokoklear
potansiyeli olugturmaktan ve siirdiirmekten sorumlu) ve spiral ligamenti (stria vaskiilarisi ve koklear sivi
homeostazini destekleyen) igeren lateral duvar bulunur. Spiral ganglion ndronlar: duyusal tiiy hiicrelerini
innerve eder ve isitsel sinyalleri beyin sapindaki isitsel ¢ekirdeklere iletir. Sisplatin, stria vaskiilaristeki
kapillerler araciligiyla skala mediadaki endolenfe girer ve daha sonra Korti organindaki duyusal tily

hiicreleri tarafindan emilir (kirmizi kesikli oklar).
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Pediatrik hastalar isitme bozukluklar1 nedeniyle konugma ve dil gelisimi zorluklari
yasayabilir. Sisplatin kaynakli isitme kaybinin diger sonuclari arasinda hastanin genel
refahin1 olumsuz etkileyen sosyal izolasyon, anksiyete ve depresyon bulunur.
Ototoksisite yapma ihtimali olan ajanlarla medikal tedaviler esnasinda odyolojik
degerlendirmeler gerekir. Bunun i¢in genellikle saf ses odyometrisi, yiiksek frekans

odyometri, TEOAE, DPOAE, ABR o6l¢timleri kullanilmaktadir.

Sisplatin Ototoksisitesinde Apoptozis Mekanizmasi

Sisplatin sitotoksisitesinin hiicresel mekanizmasi tam olarak netlesmemistir. Bu
nedenle toksisite mekanizmasini anlamak amaciyla, sisplatinin etkisi ¢esitli hayvan
modelleri iizerinde c¢alisilmistir. Sisplatin toksisitesinden sorumlu birden fazla
mekanizmanin oldugu diistiniilmektedir.

Uzun bir siiredir, sisplatin ototoksisitesinin esas olarak i¢ kulak hiicrelerinin
sisplatin ile indiiklenen apoptozisine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Sisplatin uygulamasi
kan akis1 yoluyla kokleanin lateral kismindaki stria vaskularise ulasir. Bu baglamda stria
vaskularisin marjinal hiicreleri ototoksik etkilenmenin ilk hedefi olabilir*®. Marjinal
hiicrelerin apoptozisi stria vaskiilaris fonksiyonunu bozarak endolenfatik potansiyelin
kaybina ve normal isitsel fonksiyonun siirdiiriilebilmesi igin gerekli olan endolenfatik
elektrolit bilesiminde bozulmaya neden olur. Sisplatin kan-labirent bariyerini geger
(BLB) ve marjinal hiicrelerdeki organik katyon tasiyici 2 (OCT2) ve bakir tasiyict 1
(CTR1) araciligiyla skala mediadaki endolenfe girer’’. Endolenfte sisplatin, apikal
membranlarda pasif difiizyon yoluyla bile ¢esitli katyon tasima proteinleri ve mekano-
elektriksel transdiiksiyon (MET) kanallar1 yoluyla koklear tiiy hiicrelerine girebilir ve
aylarca ve yillarca kalabilir. Stria vaskiilaris tarafindan iiretilen endolenfatik potansiyel,
tily hiicrelerinin MET'sini gii¢lendirerek koklear tiiy hiicrelerinin sisplatin alimim
kolaylastirabilir’’.

Koklear tiiy hiicresi hasarinin ana tetikleyicisi, genetik materyalin replikasyonunu
ve transkripsiyonunu etkileyen monohidrat sisplatin kompleksinin DNA'ya
baglanmasidir. Boylece normal hiicre i¢i metabolik faaliyetleri bozarak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) asir1 birikmesine yol agar. Biriken reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal

membran gegirgenliginin artmasina, mitokondriyal redoks mekanizmasinin bozulmasina,
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solunum zinciri hasarma ve potasyum iyonu c¢ikigina yol agarak sonugta geri doniisii

olmayan bir reaksiyona yol agar’>>3.

2.5. Sisplatin Ototoksisitesi Onleme Stratejileri

Onkolojik hastalarda , sisplatine alternatif veya gerekli sisplatin dozunu azaltacak
medikal kombinasyonlar sayesinde ototoksisiteden etkilenme olasiligin1 azaltma yoluna
gitmek akilci ve pratik bir yaklagim olabilir. Ancak sisplatin kullanim1 bazi durumlarda
tedavinin temel yapitasi konumundadir, bu baglamda otoprotektif bir medikal
uygulamaya ihtiya¢ vardir. Onkoloji hastalarinda uygulanabilecek, etkin, giivenli, yan
etkisi az, kolay uygulanabilir ideal bir otoprotektif ajanin, sisplatinin antitiimdral
etkinligini bozmamasi veya azaltmamasini da gerektirir.

Sisplatin ototoksisitesini dnlemeye yonelik en fazla arastirilan strateji, reaktif
oksijen/nitrojen tiirlerinin toksik diizeyde olusumunu veya proapoptotik faktdrlerin
tiretimini engellemeye yonelik ¢aligmalar olmustur. Sistemik olarak verilen ototoksik
ajanlarin BLB'yi gecisinin ve i¢ kulak sivilarina girmesinin engellenmesinde énemli bir
rol oynar. Ancak ne yazik ki sisplatin ajanlar i¢in ototoksisitenin azalmasina ragmen
sisplatinin etkinligin azalmasi da tartisma konusu olmustur>®>°.

Preklinik ve klinik aragtirmalardaki otokoruyucu ajanlariin ¢ogunun antioksidan
veya anti-inflamatuar ajanlar1 igermektedir. Sisplatin ototoksisite mekanizmasindaki
yolaklardan bir veya birkacini inhibe ederek etki gdsterirler. Otokoruyucu bilesiklerin
oral veya sistemik olarak verilmesi gerekiyorsa ve birincil hedef bolge i¢ kulagin kendisi
ise bu bilesiklerin dncelikle toksisiste olugturmayan terapotik dozlarinin verilmesi ve
BLB'yi ge¢mesi saglanmalidir. Bu durum pek miimkiin degildir ve otokoruyucu ajanlar
perilenfte etkili ise intratimpanik yol ile lokal yayilim gosterebilirler. Kemoterapi alan
hastalarda yaslanma, bobrek yetmezligi, inflamasyon, genetik polimorfizmler veya ek
tedaviler gibi risk faktorleri daha yiiksek derecede bir ototoksisite riskine yatkin hale
getirir. Nonfarmakolojik ek otokoruyucu uygulamalar i¢inde mikrobiyal DNA dizilerinin
tiire 0zgli tespit edilmesi veya ototoksisiteyi arttiran genomik polimorfizmler igin
genomik taramalarin yapilmasi faydali olabilir. Giiniimiizde ototoksisiteye yatkin hale
getirdigi bilinen mitokondriyal polimorfizmler i¢in klinik yonergeler vardir. Ayrica

popiilasyondaki her bireyin tibbi gecmisi ve ototoksisiteye sebep olan dozlama
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Oykiistinlin degiskenligi nedeniyle ¢cogu predispozan faktoriin prevalansi ve insidansi
belirlemek oldukc¢a zorlastirmaktadir. Kistik fibrozistedeki gibi, hayati tehdit eden kritik
durumlarda bireylere ototoksik ajanlarin recete edilmesi gerekliligi dikkate alindiginda,
ototoksisite izleme protokollerinin uygulanmasi oldukca onemlidir. Ototoksisite izleme
protokollerinin yaygin sekilde uygulanmasi, kokleotoksisite ve vestibiilotoksisitenin

prevalansi ve insidans1 hakkinda daha giivenilir yeni bilgiler saglayacaktir>>6°,

2.6.Antioksidanlar

Antioksidanlar, ROS olusumunu engelleyen ve oksidatif stresi kontrol eden
maddeler olarak tanimlanir. Antioksidanlar genel olarak, canli organizmada iiretilen
endojen antioksidan enzimler ve viicudun disindan saglanan ekzojen antioksidanlar
olarak siiflandirilir. Ekzojen antioksidanlar, suda ve lipitte ¢oziinen bilesenlerden olusur.
Alfa-lipoik asit gibi bipolar antioksidanlar, antioksidan gorevi goriir ve glutatyon, A

vitamini, C vitamini ve E vitamininin antioksidan etkilerini geri kazandirir.
Reaktif oksijen metabolitleri oksijen merkezli serbest radikallerdir veya serbest
radikallerin indirgenme iiriinleridir. Reaktif oksijen metabolitleri (siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit) normal metabolizma isleyisinde iiretilmektedir.
Insanlarda serbest radikallerin tahribatini engelleyen, kisitlayan ve kismen onaran
antioksidan mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalar normal biyokimyasal siirecler
esnasinda simirli miktarda meydana gelen radikalleri noétralizeedebilir. Ancak
hiperoksijenasyon, iskemi ve sonrasinda meydana gelen reperfiizyon, radyasyon, stres,
dokularda reaktif oksijen radikallerini olusturan ksenobiyotiklere (sigara dumani, ozon,
asbest, v.b gibi) maruziyet ve bu radikalleri bol miktarda meydana getiren aktive edilmis
notrofiller eozinofiller ve makrofajlarin hiicrelerde birikmesi gibi durumlarda
oksidan/antioksidan dengesi bozularak antioksidan ¢alisma mekanizmasini engeller.

Artan sitotoksik radikal etkinlik hiicresel hasara ve apoptoza sebep olur’®>’.
Antioksidanlar, hiicrelerin ROT/RNT’den zarar gérmesini engelleyen veya en aza
indirgeyen molekiillerdir. Fizyolojik sartlarda ROT/RNT seviyelerini toksik olmayan
diizeyde tutmay1 saglarken; hiicre ici ROT/RNT artisina neden olan patolojik sebeplere
antioksidan savunma giiciiniin yetersiz kalmasi sonucu hasar mekanizmalar1 meydana
gelir. Antioksidan savunma mekanizmasi, elektron ¢ifti verici ve detoksifikasyon

amaciyla gerekli enzimlerin ¢calismasinda katalizor gorevini yerine getirir Antioksidanlar,
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reaktif oksijen tlirevlerinin olusumunu, bdylelikle lipid peroksidasyonunu onlemeyi
saglar. Antioksidanlarin dort farkli etki mekanizmasi vardir:

1. Toplayict Ozellik: Serbest radikallerle etkilesime gecerek daha zayif yeni
molekiillere ¢evirirler.

2. Bastiricr 6zellik: Serbest oksijen radikallerine hidrojen aktarip etkinliklerini
azaltma ya da inaktif forma doniistiirtirler (Vitaminler bu sistem ile etki ederler).

3. Zincir kiric1 6zellik: Serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerine zarar
vererek, islevsiz hale getirirler (Seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller bunlara
ornektir).

4. Onaric1 0zellik: Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onarirlar.

Sisplatin ototoksisitesine karsi antioksidanlar
Gegmisten bu yana, sisplatinin antitiimoral etkinligini bozmadan vestibulokoklear
sistem iizerindeki toksik etkilerini azaltmak amaciyla bir ¢ok calismada sisplatin ve

otoprotektif ajan kullanimi ¢alistimistir 606!

. Sisplatine karsi koruma mekanizmalari
endojen enzimleri, eksojen ajanlari veya endojen koruyucu mekanizmalari tetikleyen
cksojen ajanlarm bir kombinasyonunu igerir’’. Endojen antioksidanlar yiiksek doz
sisplatine kars1 etkili degildir. Klinik ve hayvan g¢aligsmalarinda kullanilan otoprotektif
ajanlar arasinda amifostin, D -veya L-metiyonin, metiltiyobenzoik asit, lipoik asit,
tiopronin, glutatyon ester, sodyum tiyosiilfat, melatonin , E vitamini ve trolox, N-
asetilsistein, deksametazon, resveratrol, ginkgo biloba ekstresi, dietilditiyokarbamat,
metiltiyobenzoat, CAPE (kafeik asit fenetil ester), tiyoiire, ebselen, salisilat®*¢2. Tiim bu
molekiiller, basta serbest radikal temizleme olmak {izere farkli yollar1 aktive ederek
deneysel modellerde isitme esigi seviyelerini iyilestirmistir, bu nedenle klinik uygulama
i¢in umut verici bilesikler olarak kabul edilirler®®. Ancak, bu ajanlarin hicbiri sisplatinin
neden oldugu ototoksisiteyi dnlemede etkili bulunmadigindan, klinik uygulamada rutin
kullanim i¢in zaten &nerilmemektedir 54,

Bir¢ok antioksidanin umut verici oldugu goriilmiistiir, ancak bunlarin ¢ogu hala
deneysel asamadadir. Kanser tedavisine kisisellestirilmis bir yaklasim perspektifinde,

antioksidanlarin sisplatin ototoksisitesine kars1 koruyucu ajanlar olarak yararl etkilerini

gostermis ve klinik caligmalara yol agabilecek 6n veriler saglamistir.
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2.7. CORM-3 (Carbon Monoxide Releasing Molecule-3)

Hem oksijenaz-1 (HO-1) tarafindan iiretilen endojen bir parakrin faktor olan karbon
monoksit (CO), gii¢lii anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkileriyle bilinmektedir 6°.
CORM-3 molekiilii; iskelet kas1 iskemi reperfiizyon hasari, hemorajik sok, akut miyokard
enfarktiisii, iskemik inme, renal transplantasyon sirasindaki hiicre Oliimleri, renal
iskemiye sekonder akut renal yetmezligi gibi deney modellerinde test edilmistir. Nitrik
oksitin (NO) kesfi, nitrik oksitle karbon monoksitin (CO) yapisal benzerliklerinin
tanimlanmasiyla, karbon monoksitin de vaskiiler tonus iizerinde etkili olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ancak organizmalarda karbon monoksitin toksik etkileri belirsizlik
yaratmaktadir. Karbon monoksit iizerine yapilan aragtirmalarda, CO’nun farkli
konsantrasyonlarda antioksidan, antiapopitotik, antiproliferatif ve ndroprotektif
etkilerinin mevcut oldugu gosterilmistir.

Endotelyal hiicre metabolizma iirlinli olarak meydana gelen CO diiz kasta ve
dolasimdaki kan hiicrelerine parakrin etkileri olmaktadir. Nitrik oksit gibi CO da, damar
ceperlerindeki kas tonusunu iizerinde etkili olup, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de
dilatasyona sebep olabilmektedir. Vaskiiler hasar sonrast damarlarin diiz kas
hiicrelerinde, yikilan endotelyal hiicrelerin Hemoksijenaz-1 enzimini indiiklemesi sonucu
meydana gelen CO; vazodilatasyon, antiproliferasyon, antiinflamatuar, antioksidan ve
antitrombotik 6zellikleri vardir. Vaskiiler hasar sonucu, dolasimdaki Interlokin -1B ve
TNF-o gibi proinflamatuar sitokinleri salan monosit ve makrofajlar, hasarli bolgeye
gecerek inflamatuar  sitokinlerde artisin  gerceklesmesini  saglar.  Boylelikle
Hemoksijenaz-1 enzimi aktive olur. Olusan CO, cGMP miktarin1 arttirmasiyla
notrofillerin travmatik boliime gociinii engelleyerek antiinflamatuar etki saglar.
Oksidasyonu azaltarak, O2 radikallerini zararsiz hale getirip oksidatif hasar1 engelleyen
etkileri mevcuttur. Hemoksijenaz-1, Mitojen Aktive Protein Kinaz (MAPK) yolagini
aktive ederek hiicre apopitozisini de engellemesiyle; CO, antiapopitotik etki
olusturmaktadir. Hasar sonrasi aktive olan HO-1 enziminin bir iiriinii olan CO, hasarli
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vazokonstriiksiyonu engelleyerek ve antiproliferatif etki ile

damar homeostazisini meydana getirir®”"3. (Sekil 2).

20



CORM === Karbon Monoksit &————= HO yolag

(-) Sitokrom C oksidaz

NADPH oksidaz

iINOS

(+)  GTP |guanilat siklaz > cGMP p21

Antiproliferasyon

(+) Vazoregilasyon

» p38 MAPK —— Antiapopitozis

Antiinflamasyon

Sekil 2.CORM tarafindan salinan CO metabolizmasi ve HO yolagi®’

Yapilan ¢aligmalarda CO’nun fizyolojik ve patolojik mekanizmalarda aktif rol oynadigi
gosterilmistir. CO’nun daha kontrollii, giivenli dozlarda kullanimi amaciyla karbon
monoksit releasing molekiiller (CORM) gelistirilistir. CORM-1 [Mn2(CO)10)] ve
CORM-2 [Ru(CO)3CI2]2’nin 400 mikromol/L varan dozlara kadar hiicrede hayati
fonksiyonlar1 olumsuz etkilenmemistir. CORM-3, vazodilator etkisini cGMP salinimini
etkileyip K+ kanallarin1 uyararak gerceklestirmektedir. CORM’lar sadece organik
coziiciilerde ¢oziinebilen ve CO’yu salabilmesi ic¢in 151k gibi fiziksel ve kimyasal
reaksiyonlara ihtiya¢ duyan molekiillerdir. Karbon monoksiti kolaylikla salabilen ve
distile suda ¢oziinebilen ilk iiretilen molekiil, trikarbonilkloro (glisinat) rutenyum(II) olan

CORM-3"tiir.(Sekil 3)
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Sekil 3.CORM-3 kimyasal yapis1®’

CORM-3, CO salanim1 yapabilen farmakolojik aktif bir molekiildiir ve terapdtik
amaglarla kullanilabilirler. CORM-3’iin bir canlida CO birakma siiresi 1 ile 5 dakika
arasinda degismektedir. CORM-3, oda sicakliginda ve degisken sartlarda (oda
sicakliginda, suda, asidik ortamlarda vb.) 24 saatten uzun siire stabile kalabilir. CORM-3
CO’yu hizla salmasi sayesinde ndrotransmisyon, akut hipertansiyon, anjina ve iskemik
inme hasar1 gibi durumda kullanimina iligskin bircok deneysel arastirma yapilmasina
olanak saglamistir. CORM-3’iin toksisiteye neden olmadig1 ve terapotik dozlarda canl

hiicrelere olumsuz tepkimelere neden olmadig1 gdsterilmistir®”-7>.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Cukurova Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlari Etik Kurul
Bagkanliginin 04.08.2022 tarih ve 6 sayil1 toplanti kararinin onayzi ile yiiriitiilmistiir (Ek-
1). Arastirma, deneysel c¢alisma olarak planlandi. Arastirmanin  odyolojik
degerlendirmeler kismi Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali Odyoloji Unitesinde ve deneysel kismi Cukurova Universitesi Saglik
Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirildi. Arastirmada
ortalama 250-300 gr agirliginda olan, 28 adet wistar cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar
arastirma siiresince oda 1sisinda (21 =2 °C) ve 12’ ser saatlik aydinlik / karanlik ortaminda
tutulup, standart pellet wistar rat yemi ve dinlendirilmis musluk suyu ile ad-libitum

beslendi, suya serbestce ulagabilmeleri saglandi.

3.1.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplan

Arastirmaya 28 ratin 56 kulagi dahil edildi. Tiim ratlarin isitme dl¢timiinden 6nce
otoskop ile degerlendirilerek, otoskopik bakisi normal olanlar aragtirmaya dahil edildi.
Deney gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi:

Grup 1 (i.p. serum fizyolojik, kontrol grubu, n=7): Kontrol grubuna bazal isitme
6l¢ilimiiniin ardindan 1. glinden 8. giline kadar intraperitoneal yol ile serum fizyolojik (SF)
uygulandi. Birinci ve 8. giinde isitme Ol¢iimleri gergeklestirildi. 9. giliniin sonunda

histopatolojik degerlendirme amaciyla sakrifiye edilmeleri planlandi.

Grup 2 (i.p. CORM-3 + Sisplatin grubu, n=7): CORM-3 + Sisplatin grubunun
arastirma oncesinde bazal isitme degerlendirmesi gerceklestirildi. Yarilanma omrii goz
Online alinarak 1. giinden 8. giine kadar intraperitoneal yolla 10 mg/kg CORM-3
uygulandi, Karaduman ve ark.”*’1 rat ekstremitesinde CORM-3"{in iskemi reperfiizyon
hasaria etkisini degerlendirdigi c¢alisma baz alinarak, c¢alismamizda 10 mg/kg/giin
CORM-3 uygulandi, 5. giin 16 mg/kg tek doz olacak sekilde sisplatin uygulandi. 1. giin
ve 8. gilin isitme Olglimleri yapildi. 9. gilinlin sonunda histopatolojik degerlendirme

amaciyla sakrifiye edilmeleri planlandi.
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Grup 3 (i.p. Sisplatin grubu, n=7): Sisplatin grubunun arastirma 6ncesinde bazal
isitme degerlendirmesi gerceklestirildi. 5.giin sisplatin 16 mg/kg tek doz olacak sekilde
intraperitoneal enjeksiyon yapildi. Birinci, besinci ve sekizinci giin isitme Ol¢limleri
degerlendirildi. 9. giinlin sonunda histopatolojik degerlendirme amaciyla sakrifiye

edilmeleri planlandi.

Grup 4 (i.p. CORM-3 grubu n=7): CORM-3 grubunun arastirma dncesinde bazal
isitme degerlendirmesi gergeklestirildi. Yarilanma 6mrii g6z oniine alinarak 1. giinden 8.
giine kadar intraperitoneal yolla 10 mg/kg CORM-3 uygulandi. 1. giin ve 8. giin isitme
Olctimleri yapildi. 9. giliniin sonunda histopatolojik degerlendirme amaciyla sakrifiye

edilmeleri planlandi.

Deneysel modeller uygun sartlarda ve cerrahi setler ile gercgeklestirildi.
Sakrifikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya ¢ikan atiklar, tibbi atik torbalarma alinarak
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari tarafindan hastanenin imha bdliimiine gonderilerek

kurallara uygun kosullarda ve sekilde yok edildi.

3.2.Veri Toplama Araclan

Ratlarin isitme duyarliliklarinin 0.25 kHz ile 80 kHz arasinda olmasi ve
ototoksisiteye bagl isitme kaybi modellerinde isitsel fonksiyonlarin degerlendirilmesi
icin yaygin olarak kullanilan isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyelleri testi ve distorsiyon
tirtinii otoakustik emisyon testi uygulandi. Ancak mevcut DPOAE test cihazi 1 kHz- 8
kHz frekans araliginda 6l¢iim yapabildigi i¢in ve yiiksek frekans 6l¢lim 6zelligine sahip
olmadig1 i¢in 8 kHz tizeri DPOAE degerlendirmesi gerceklestirilemedi. Goriilebilir bir
dis kulak yolu olan, kulak zarinda veya orta kulakta herhangi bir patoloji olmadig
otomikroskopi ile dogrulanan, DPOAE testinde sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ratlar
arastirmaya dahil edildi. Isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmeden dnce ratlara 40 mg/kg
Ketamin hidroklorid (Ketalar flk, Pfizer) ve 5 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Basilazine %2,
Bavet) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandi. Otoskopik bakist dogal ve DPOAE

testinde sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ratlara {TUBP testi uygulandi. Isitmesinin normal
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oldugu odyolojik degerlendirme ile belirlenen ratlarin rastgele segilmesiyle dort grup
olusturuldu.

3.3.Sisplatine Bagh Isitme Kayb1 Olusturulmasi

Terzi ve ark.”* ¢alismasinda sisplatine bagli isitme kayb1 grubu modelinde ratlara
1.p. yolla tek doz 16 mg/kg sisplatin verilerek 72 saat sonra anlamli odyolojik bozulma
edildiginden dolay1 calismamizin CORM-3 + sisplatin grubunda ve sadece sisplatin
grubunda ¢alismanin 5. gliniinde sisplatin uygulamasi yapildi, her iki grubun da isitme

Olclimleri 72 saat sonra yapildi.

3.4.Anestezi Yontemi

DPOAE ve [UBP testleri 6ncesinde ratlara anestezi uygulandi. Oncelikle 40 mg/kg
%10’luk Ketamin (Ketalar flk, Pfizer) ve 10 mg/kg Ksilazin (Basilazin %2, Bavet Ilag
San. ve Tic. A.S) intraperitoneal yolla verilerek anestezileri saglandi (Sekil 17). Ratlarin

9. gliniin sonunda histopatolojik degerlendirme amaciyla sakrifiye edilmeleri planlandi.

3.5. Isitme Fonksiyonlarmin Degerlendirilmesi
Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve Isitsel Uyarilmis Beyinsap1
Potansiyelleri Testi (IUBP); ratlara c¢alisamanin ilk giinii bazal isitmelerini
degerlendirmek icin ve 8. giin isitsel bulgular1 degerlendirmek amaciyla uygulandi.
DPOARE testinde 1 kHz sonrast tiim frekanslarda sinyal-giiriiltii orani elde edilen ve [UBP
testinde igitme esikleri 25 dB SPL ve altinda elde edilen ratlar arastirmaya dahil edildi.
Odyolojik testler ketamin+xyzalin anestezisi altinda ve 40 dB SPL (A)’nin altinda ortam

giirtiltlisii olan sessiz odada uygulandi.

3.5.1. Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Testi

Ketamin anestezisi altinda, ratlar yatar duruma alinip problar uygun konumda
yerlestirilerek DPOAE testleri yapildi. Ratlarin sag ve sol kulaklar1 “Otodynamics ILO-
V6 Cochlear Emission Analyzer”, 5.61 (Otodynamics, London) versiyonu kullanilarak
ayr1 ayn test edildi. DPOAE testi i¢in f2 ve fl frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1) 1.22
olacak sekilde ayarlandi. L1-L2 seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1 = 65 dB SPL,
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L2 = 55dB SPL) siddetinde tutuldu. DPOAE, fl ve f2’nin geometrik ortalamalarinda
1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz’deki sinyal-giiriiltii oranlar1 kaydedildi.
DPOAE’lar, 2f1-f2 frekansinda 6lgiildii. Sinyal giirtiltii oran1 her bir frekansta 3 dB
SPL’den biiyiik olarak elde edilen degerler OAE var olarak degerlendirildi.

i 4 ” L K
Sekil 4.Wistar ratlara uygulanan DPOAE testi

3.5.2. Isitsel Uyarilmuis Beyinsap1 Potansiyelleri (ABR) Testi

Isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyelleri olgiimleri igin GSI Audera cihazi
versiyonu kullanildi. Ol¢iim sirasinda ciltalt: igne elektrodlar kullanildi. Aktif elektrod
vertekse, referans elektrod test kulagina, toprak elektrod ise kars1 kulagin ventrolateraline
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(kulak alt1) yerlestirildi. Elektrod direngleri 1 kQ’nin altinda tutuldu. Elektrodlarla
toplanan biyoelektriksel yanitlar 31.3 mikrosaniye 6rnekleme hizinda analogdan dijitale
cevrildi. ABR testinde 4, 6 ve 8 kHz’de, uyaranin frekans spektrumunu daha darlastirmak
amaciyla Blackman zarfiyla, inis-¢ikis siiresi 1000 ms olan ton burst uyaran kullanildi.
II. dalganin elde edildigi en diisiik siddet diizeyi ratin o frekanstaki isitme esigi olarak
kabul edildi. 70 dB SPL siddetinden baslanarak II. dalga elde edildiginde esik iistii
seviyelerde uyaran siddeti 10 dB, esige yaklastik¢a uyaran siddeti 5 dB azaltilirken, II.
dalga elde edilmediginde uyaran siddeti 5 dB arttirilarak her iki kulagin isitme esikleri
belirlendi.

Sekil 5. Wistar ratlara uygulanan ABR testi

3.6. Tla¢ Uygulamasi
Toz formdaki CORM-3, distile su igerisinde ¢oziilerek giinliik 10 mg/kg/giin
dozunda olacak sekilde ayr1 ayr1 eppendorf tiiplere konularak -20°C’de saklandi. Her giin

tiiplerdeki hazir dozlar oda sicakligina getirildikten sonra intraperitoneal yolla uygulandi
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(Sekil 20). CORM-3+sisplatin grubuna ve sadece CORM-3 alan gruba 8 giin boyunca her
giin ayni saatte, intraperitoneal yol ile verildi. CORM-3 icin uygulanan uygun
intraperitoneal doz daha 6nce yapilmis arastirmalarda belirtilen dozlar dikkate alinarak

belirlendi.

Sekil 6.Wistar ratlara intraperiteonal CORM-3 uygulanmasi

3.7. istatistiksel Analiz

Kategorik ol¢limler say1 ve yiizde olarak, sayisal dl¢iimlerse ortalama ve standart
sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Sayisal
Ol¢timlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Shapiro Wilk testi ile test
edildi. Ikiden fazla grubun sayisal 6lgiimlerinin genel karsilastirilmasinda varsayimlarin

saglanmast durumunda Tek YoOnli Varyans Analizi, varsayimlarin saglanmamasi
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durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu kargilagtirmalarda anlamli bulunan
durumlar i¢in gruplarin ikili karsilagtirilmalarinda varsayimlarin saglanmasi durumunda
grup i¢i varyanslarin homojen olmaigindan gore Games-Howell testleri kullanildi.
Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise
Bonferroni diizeltmesi yapilmig Mann Whitney U testi kullanildi. Ayni1 bireyler tizerinde
farkli zamanlarda yapilan sayisal 6lgiimlerinin zaman ig¢indeki degisimini karsilagtirmada
Tekrarli 6l¢timler analizi kullanildi. Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics
Versiyon 20.0 paket programi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6onem diizeyi 0.05

olarak alindi.
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4. BULGULAR

Aragtirmamizda CORM-3’lin deneysel olusturulmus sisplatin ototoksisitesi
tizerinde koruyucu rolii arastirildi. Bu etkiyi degerlendirmek amaciyla her biri 8 wistar
rattan olusan 4 grup esit sekilde rastgele ayrilarak DPOAE ve ABR testleri kullanildi.
CORM-3 ve CORM-3+siplatin grubuna c¢alismanin 1. giiniinden itibaren intraperiotenal
CORM-3 verildi ve 1. giinde ABR testi esik ve DPOAE amplitiid degisiklikleri
degerlendirildi. 5. glinde CORM-3+sisplatin grubuna ve sisplatin grubuna intraperitonel
sisplatin enjeksiyonlar1 yapildi. Sisplatin kaynakli ototoksisiteyi degerlendirmek icin
enjeksiyondan 72 saat sonra (¢alismanin 8. giintinde) elektrofizyolojik testler tekrarlandi.

Elde edilen bulgular analiz edildi.

4.1. Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Bulgular1

Distorsiyon tiriinii otoakustik emisyon (DPOAE) yanitlar1 1 kHz, 1,5 kHz, 2 kHz,
3 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz frekanslarinda ve 65/55 dB SPL uyaran siddetlerinde sinyal
giiriiltii oran1 (S/N) hesaplanarak amplitiidler degerlendirildi.

Tiim gruplarin 1.glin DPOAE amplitiidlerine iliskin ortalama, + standart sapma
degerleri Tablo 1°de verilmistir. Tiim gruplarda 7 rat (n=14) olmak iizere toplam 56 kulak
degerlendirildi. Tiim frekanslarda elde edilen 1. giin DPOAE sinyal/giiriiltii oranlar1

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi (hepsi i¢in p>05).
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Wistar ratlarda zamana gore olusan sinyal /giiriiltii oranlar1 Sekil 7°de verilmistir.

QAE response - Probe 1

OAE response - Probe 1

OAE response - Probe 1

Sekil 7. DPOAE sinyal/giiriiltii oranlarinin zamana gore degisimi
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Tablo 1.Tiim gruplarin 1. Giin DPOAE sinyal/giiriiltii oranlan

Gru
Kontrol" Sisplatin’  Sisplatin + (?ORMGC CORM-3" F
1. Giin
1 kHz 0,742 -0,7+1 -0,1+1 -0,5+1 p<0,05*
1.5 kHz 4,243 0,9+2 5,141 1,5+2 p<0,05*
2 kHz 9,9+5 4345 11,141 8,643 p<0,05*
3 kHz 16,446 11,245 13,742 17,545  p<0,05*
4 kHz 26,349 22,746 23,543 28,2+7 p<0,05*
6 kHz 32,945 29,5+4 36,242 35,742  p<0,05*
8 kHz 38,945 37,943 42,243 40,742 p<0.05*

Tiim gruplarin 8.glin DPOAE amplitiidlerine iliskin ortalama, + standart sapma degerleri
Tablo 2’de verilmistir. Tim gruplarda 7 rat (n=/4) olmak iizere toplam 56 kulak
degerlendirildi. DPOAE bulgularinda 1 kHz ve 1,5 kHz frekanslarinda tiim deney
gruplarinda kabul edilebilir S/N orani elde edilemedigi i¢in analiz edilememistir.

Tiim deney gruplarinda 8.giin olugsan S/N oranlart istatistiksel olarak incelendi. Elde
edilen bulgulara gore gruplar aras1 karsilagtirmada Bonferroni analizi uygulandiginda
2,3,4,6,8 kHz frekanslarinda; kontrol gruplar ile ¢alisma gruplari arasinda anlamli
farklilik gozlemlendi(p<0.05). Sisplatin ve CORM-3+sisplatin gruplar1 arasinda 4 kHz
frekans1 hari¢ diger frekanslarda anlaml farklilik gozlemlendi(p<0.05).
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Tablo 2.Tiim gruplarin 8. Giin DPOAE sinyal/giiriiltii oranlar:

Kontrol® Sisplatin®  Sisplatin + CORM-3° CORM-3" P
8. Giin

1 kHz -0,2+1 1+8 0,1+1 -0,5+1 ok

1.5 kHz 6+1 -0,3+1 2,143 1,142 *k

2 kHz 12,3+1 2,343 6,2+1 7,543 a,b<0,05
b,c<0,05

3 kHz 19.7+2 5345 11248 16,743  a,b<0,05
b,c<0,05

4 kHz 24,542 9.5+8 12,848 25542  ab<0,05
b,c>0,05

6 kHz 36+3 1049 14411 32,743 ab<0,05
b,c<0,05

8 kHz 41,342 7.6+7 15,514 39.646  a,b<0,05
b,c<0,05

Tiim gruplarda DPOAE 2,3,4,6 ve 8 kHz frekanslarinda S/N oranlarinin 1.giinden
8.gline olan degisimleri Games-Howell analizi ile incelendi. Sisplatin ve CORM-

3-+sisplatin gruplar1 arasinda tiim frekanslarda anlamli farklilik gézlemlenmedi (p>0,05).

Tablo 3.DPOAE 1.giin ve 8.giin sinyal/giiriiltii oranlarinin zamana gore degisimleri

Kontrol® Sisplatin”  Sisplatin + CORM-3° CORM-3" P
1 kHz -0,2+2,1 1,7+6,9 0,0+0,9 0,0+1,4 *
1.5 kHz 1,7+5,1 -1,243,0 -2,243.8 -0,4+23 *x
2 kHz 2,4+6,1 2,0+5,2 -5,6+5,1 -1,1£5,1  ab>0,05
b,c>0,05
3 kHz 3,246,9 -5,846,9 -7.4+7,5 -0,846,6  a,b<0.05
b,c>0,05
4 kHz -1,7+10,1 -132+11,2 -10,7+7,3 22,6483  a,b>0,05
b,c>0,05
6 kHz 3,046,5 -19.5+12,0 21,9+10,4 3,0644  a,b<0,05
b,c>0,05
8 kHz 2.4+6.2 -30,2+8.6 -26,6+13,3 -1,1+5.8 a,b<0,05
b.c>0,05
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Tiim gruplarda 8. giin DPOAE sinyal/giiriiltli oranlariin (sirasiyla 4,6,8 kHz)

zamana gore degisimi Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. DPOAE degerlerinin zamana gore degisimi
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4.2. Isitsel Uyarilmuis Beyinsap1 Potansiyelleri (ABR) Bulgular:

DPOAE 6l¢iimii, 30-35 dB isitme kaybina kadar isitsel fonksiyon hakkinda bilgi verirken;
35-100 dB araligindaki isitme kayiplarinda tiiylii hiicre, vestibiilokoklear sinir ve i¢ kulak
fonksiyonu hakkinda bilgi vermediginden DPOEA, sisplatin ototoksisitesine bagli isitme
kayb1 modelinde yeterli degerlendirme saglamamaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda

elektrofizyolojik test olan ABR uygulandi.

Dalga Morfolojisi

Ratlara yapilan bazal ABR 6l¢iimiinde elde edilen dalgalar, morfolojileri agisindan
degerlendirildi. Bazal ABR degerlendirmesinde I, II, III, IV ve V. dalgalar elde edildi.
Tespit edilenler icerisinde II. dalga en belirgin dalga iken, III. dalga genellikle II. dalga
ile birlesik durumda ve en diigiikk amplitiidlii dalga olarak gozlendi. V. dalga her zaman
elde edilemedi. ilk ortaya ¢ikan, en belirgin ve en son kaybolan dalga olmasi nedeniyle

esigin belirlenmesinde II. dalga kullanildi.
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Sekil 9. Ratin 8 kHz’de frekansinda elde edilen ABR dalga morfolojisi
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Tiim gruplarin 1.giin ABR esiklerine iliskin ortalama, + standart sapma degerleri
Tablo 4’te verilmistir. Tim gruplarda 7 rat (n=I/4) olmak {izere toplam 56 kulak
degerlendirildi. Tim frekanslarda elde edilen 1. giin ABR ortalamalar1 kontrol grubu,
sisplatin grubu, CORM-3 grubu ve CORM-3+sisplatin grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik géstermedi (p>0,05).

Tablo 4.Tiim gruplarin 1. Giin ABR esik ortalamalarinin istatistiksel bulgular:

Grup
Kontrol® Sisplatin®  Sisplatin + CORM-3° CORM-3* P
1. Giin
4 kHz 16,1+3 16,4+2 17,1£2 16,183 p<0,05*
6 kHz 15,743 15,743 16,443 14,643  p<0,05*
8 kHz 12,842 13,243 13,543 15742 p<0,05*

Tim gruplarin 8.giin ABR esiklerine iliskin ortalama, & standart sapma degerleri
Tablo 5’te verilmistir. Tim gruplarda 7 rat (n=I/4) olmak {iizere toplam 56 kulak
degerlendirildi. Tiim frekanslarda elde edilen 8. giin ABR ortalamalar1 kontrol grubu,
sisplatin grubu, CORM-3 grubu ve CORM-3+sisplatin grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermedi (p>0,05).

Tiim deney gruplarinda 8.glin olusan ABR esik ortalamalari istatistiksel olarak
incelendi. Elde edilen bulgulara gore gruplar arasi karsilastirmada Bonferroni analizi
uygulandiginda 4,6,8 kHz frekanslarinda; kontrol gruplar ile calisma gruplari arasinda
anlaml farklilik gozlemlendi(p<0.05). Sisplatin ve CORM-3+sisplatin gruplar1 arasinda

tiim frekanslarda anlamli farklilik gézlemlenmedi(p>0.05).
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Tablo 5.Tiim gruplarin 8. Giin ABR esik ortalamalarinin istatistiksel bulgular

Grup
Kontrol” Sisplatin”  Sisplatin + CORM-3° CORM-3* P
8. Giin
4 kHz 16,4+3 28,147 253+10 16,743  a,b<0,05
b,c>0,05
6 kHz 15+3 33,2+10 3013 15,7+3 a,b<0,05
b.c>0,05
8 kHz 17,1+£2 43.2+12 34,6+17 15+3 a,b<0,05
b,c>0,05

Tim deney gruplarinda 8.giin olusan ABR esik ortalamalar istatistiksel olarak
incelendi. Elde edilen bulgulara gore gruplar arasi karsilastirmada Bonferroni analizi
uygulandiginda 4,6,8 kHz frekanslarinda kontrol gruplari ile ¢alisma gruplar1 arasinda
anlaml farklilik gozlemlendi(p<0.05). Sisplatin ve CORM-3+sisplatin gruplar1 arasinda
tiim frekanslarda anlamli farklilik gézlemlenmedi(p>0.05).

Tablo 6.ABR 1.giin ve 8.giin esik ortalamalarimin zamana gore degisimlerinin istatistiki bulgular1

Grup
Kontrol Sisplatin”  Sisplatin + CORM-3° CORM-3° P
4 kHz 0.354.5 11,7+8.2 8.2+11.3 0.7+6,1 _ ab<0,05
b,c>0,05
6 kHz 0.745.1 17.5+10.1 1354148 107452  a,b<0,05
b,c>0,05
8 kHz 4,243 3 30,0+13.5 21,0£17.4 0,7+4,3 a,b<0,05
b,c>0,05
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Tiim gruplarda 8. giin ABR esik ortalamalarinin (sirayla 4,6,8 kHz) zamana gore
degisimi Sekil 10°da verilmistir.
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5. TARTISMA

Platin bazli kemoterapi ajanlari, yiiksek etkinlikleri, maliyetleri ve
erisilebilirlikleri nedeniyle bir¢ok onkolojik ve hematolojik protokol tedavisinin temel
tagidir. Ancak, ototoksisite, nefrotoksisite, ndrotoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal
toksisite ve retinal toksisite dahil olmak tizere ciddi yan etkiler nedeniyle klinik kullanimi1
sinirlidir. Ototoksisite, sisplatin ve karboplatin gibi platin bazli bilesiklerin iyi bilinen bir
yan etkisidir ve bu ajanlar ile tedavi edilen yetiskinlerin %40-60'1nda ve ¢ocuklarin ise
%60 kadarinda geri dondiiriilemez, bilateral, yiliksek frekanslari tutan sensorindral isitme
kayb1 olarak ortaya ¢ikar. DSO'ye gore, 2022 yilinda diinya capinda 20 milyon yeni
kanser vakasi teshis edilmistir. Bu hastalarin tahmini bir milyonunun sisplatin ve/veya
karboplatine maruz kalmasi, yaklasik yarim milyon isitme kayb1 vakasiyla
sonuglanacaktir. 2050 yilinda yeni kanser vakalariin goriilme sikliginin yilda 35 milyon
olmasi1 dngoriildiiglinden, bu 2022'ye gore %77'lik bir artis1 temsil etmektedir. Platin bazl
kemoterapiye bagli yeni isitme kaybi vakalarinin da paralel olarak artacagi tahmin
edilmektedir. Onkolojik tedavilerin iyilestirilmesi ve kanser hastalarinin artan sagkalim
oranlari, yasam kalitelerini iyilestirmek i¢in yeterli 6nlemlerin belirlenip uygulanmasini
gerektirmektedir. Doz azaltma veya alternatif bir ilag se¢imi gibi tedavi degisiklikleri
genellikle miimkiin olmadigindan ve isitme kaybinin geri dondiiriilemez dogasi goz
oniine alindiginda, bu ortamda 6nleyici dnlemlere acil ihtiyag vardir’>7677,

Ototoksisitenin tiirii ve etkilenme derecesi, cinsiyet, yas, genetik yatkinlik, protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler, dnceki nérootolojik patolojiler, kemoterapi uygulama
araligi, dozaji (150 ila 225 mg/m2 doz aralifinda hastalarin %100 kadarinin etkilendigi
bulunmustur), eslik eden radyoterapi tedavileri ve hatta hastanin stres diizeyine bagl
olarak degismektedir’®*". Mevcut bilgiler platin kaynakli ototoksisitenin, serbest radikal
oksijen tiirlerinin artmasina, endojen antioksidanlarin tiikenmesine neden olup ve lipid
peroksidasyonunu artirarak Korti organindaki dis sac¢ hiicresi stereosilyalarinin
yirtilmasina neden oldugu multifaktoriyel bir siire¢ oldugunu gostermistir. Sisplatin
kokleada siiresiz olarak tutuldugundan ve endolenf kompozisyonunu koruyan stria
vaskiilaris bolgesindeki marjinal hiicrelerde apoptotik yolu aktive ettiginden, bu siireg

akut veya ilerleyici bir baslangica sahip olabilir®®-52,
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Sisplatinin neden oldugu isitme kaybi kalicidir ve 6zellikle ¢ocuk hastalarin yasam
kalitesini 6nemli 6l¢iide bozar. Bu nedenle, sisplatin ototoksisitesini nlemek veya en aza
indirmek i¢in etkili tedaviler gelistirmek hayati Onem tasimaktadir. Kapsaml
arastirmalar, sisplatin kaynakli ototoksisitede yer alan mekanizmalarin esas olarak
oksidatif stres, DNA hasari, inflamasyon, apoptoz ve ferroptozis oldugunu dogrulamistir.
Ayrica, oksidatif strese neden olabilen ROT birikiminin, sisplatin kaynakli isitme
kaybmin arkasindaki dnemli mekanizma oldugu ve bir¢ok patolojik siirecte yer aldigi

diistiniilmektedir®3-

. Su anda, sisplatin kaynakli isitme kaybini tedavi etmek i¢in birkag
etkili ilag veya yerlesik terapotik yaklasim mevcuttur. Bu, ¢esitli antioksidanlar ve anti-
inflamatuar ilaglar da dahil olmak iizere koruyucu ajanlarm belirlenmesine yonelik
gelismelerin Oniinii agmistir.

Karbon monoksit (CO), bir¢ok fizyolojik role sahip, stabil, yayilabilir, gaz
halinde bir aracidir. Cesitli memeli hiicrelerinde ve dokularinda, hem oksijenazlari
(HO'lar) ad1 verilen bir enzim ailesi tarafindan {iretilir. CO'nun iyi karakterize edilmis
fizyolojik etkileri vardir. Bunlar; anti-inflamatuar, antiproliferatif, anti-apoptotik ve
antikoagiilan etkilerdir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda CO sitotoksik hale gelir. Son
yillarda, ¢ok sayida deneysel caligmalarda endojen CO iiretiminin artirilmasinin ve
ekzojen CO iletiminin faydalarini gostererek, kanser dahil olmak iizere birgok hastalikta
CO'nun tmit verici terapotik potansiyeli vurgulanmistir. Gaz halindeki CO'mun saf
formunun farkli deneysel ortamlarda faydali etkiler gosterdigi bildirilmis olsa da, CO
uygulamasinin solunumu, esas olarak doku 6zgiilliigii ve giivenlik sorunlar1 nedeniyle
zorlayict olmaya devam etmektedir. CO'yu kontrollii bir sekilde biyolojik sistemlere
zamansal ve mekansal olarak salan bir dizi bilesik olusturmak i¢in biiyilk caba sarf
edilmistir. Bunlar CO salgilayan molekiiller (CORM'ler) olarak da bilinir ve klinik
uygulamada gaz halindeki CO'nun solunmasina umut verici bir alternatif sunar®®-°,

Karbon monoksit salan molekiillerin (CORM'ler) uygulanmasi, 6zellikle
onkoloji alaninda olmak iizere ¢esitli patolojik durumlarda terapdtik miidahaleler igin
umut verici bir stratejidir. CORM'lerin gaz halindeki CO ile karsilastirildiginda,
ozellikle antiinflamatuar aktiviteleri ortaya ¢ikardigi deneysel olarak gdsterilmistir®'+2.
Oksidatif stres ve kanser hiicrelerindeki inflamasyon arasindaki baglanti dikkate

alindiginda, bu bilesikler arastirmacilarin potansiyel otoprotektif ajan adaylari olarak

ilgisini cekmistir. Yakin zamanda yapilan bir incelemede,
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meme, prostat , kolon, serviks , pankreas, cilt, akciger adenokarsinomu , lenfoma ve akut
miyeloid 16semi dahil olmak tiizere farkli kanser tiirlerinde CORM!'lerin terapdtik
potansiyellerine iliskin kapsamli bir genel bakis sunmustur®>. Ayrica CORM'lerin
doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite, sisplatin kaynakli nefrotoksisite ve radyasyon
kaynakli sekonder kanser gibi onkolojik tedavi yOntemlerinin neden oldugu diger
olumsuz yan etkileri 6nledigi de bildirilmistir. CORM'lerin kanser tedavisinde de rol
oynadig1 one siiriilmiis olsa da, ilgili arastirmalar heniiz erken bir asamadadir ve tartismali
sonuclar vermektedir.

CORM’nin bir tiirevi olan CORM-3, su ve yagda hizla ¢oziinebilmesi nedeniyle
dokulara kolay ge¢is saglamaktadir. Bundan dolayt CORM-3 ile ilgili arastirma sayilari
her gecen giin artmaktadir. Yaptigimiz arastirmada da elde ettigimiz odyolojik bulgular
151¢1inda CORM-3 molekiilii ile ilgili daha ¢ok akademik ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Arastirmamizda antioksidan 06zelligi bilinen CORM-3’iin sisplatin
ototoksisitesinde koruyucu ve terapétik rolii olup olmadigini odyolojik olarak arastirmay:
amacladik. Yapilan literatiir taramasinda, sisplatin kaynakli ototoksisiteye CORM-3’{in
etkisine yonelik benzer bir odyolojik ¢aligsma ile karsilasmadik. Bu nedenle arastirmamiz
bu amagctaki ilk ¢alisma olarak 6nem tasimaktadir. Sisplatin ototoksisitesinde CORM-
3’iin etkisini gdstermek amaciyla [UBP ve DPOAE testleri ile degerlendirmeler yapildi.
DPOAE bulgulara gore sisplatin+ CORM-3 grubunun sisplatin grubuna gore daha ytiksek
S/N oranlari elde edildi. ABR bulgularina gore sisplatint CORM-3 grubunun sisplatin
grubuna gore daha korunmus esikler elde edildi. Ozellikle bu koruyuculuk 6 ve 8 kHz’de
4 kHz’ye gore daha belirgin ortaya ¢ikti. Caligma sonuglar1t CORM-3’lin sisplatin
ototoksisitesinde koruyucu rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada, sisplatin
enjekte edilen siganlarin ABR esiklerinin yiikseldigi ve amplitiidlerinin azaldigi
gozlemlendi, bu da koklear tiiy hiicresi yikimina isaret etmektedir. Kobaylarda sisplatin
enjeksiyonunu takiben dig tily hiicrelerinde morfolojik degisiklikler bildirilmistir ve bu
degisiklikler agirlikli olarak kokleanin yiiksek frekans bolgesini temsil eden bazal
bolgesinde olusmustur ve sonuglarimiz klinik ve kobay calismalarinda gosterilen yliksek
frekans isitme kayb1 sonuglariyla uyumluluk gostermektedir®®°. Bu ¢alismada sisplatin
enjekte edilen sicanlarda dalga ampliitiidlerinin azalmasi strial hasar1 diisiindiirmektedir.
Bu bulgular, sisplatin uygulamasini takiben stria vaskiileriste se¢ici olarak daha yiliksek

platin seviyeleri bildiren Schweitzer ve ark. sonuglariyla uyumludur® Dalga
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amplitiidinin ve ABR'lerdeki degisikliklerin koklear hasarin birden fazla bdlgede
olabilecegini diisiindiirmektedir.

CORM-3 ile ilgili mevcut tiim ¢aligmalarda koruyucu ajan olarak intraperitoneal yol ile
uygulanmistir. Biz de literatiire dayanarak CORM-3’1 ¢alismamizda intraperitoneal
uygulama yolu tercih ettik. Calismamizda sisplatin ototoksisitesinde CORM-3’{in
koruyucu roliinii arastirmak amaciyla ajanimizi ¢alismanin 1. Giinden itibaren vermeye
basladik. Sisplatin+CORM grubuna sisplatin uygulamadan once 5 giin boyunca her giin
CORM-3 intraperitoneal olarak verildi. Yapilan bazi ¢alismalarda sisplatin uygulamasi
sonrasl koruyucu ajan verilmistir. Hipotezimiz sisplatin maruziyeti éncesi CORM-3
verilerek otoprotektif etkisinin varliginin arastirilmasiydi.

Sisplatin  uygulamasi  sonrasi  ototoksisite meydana gelmesi hemen
gerceklesmemektedir. Campell ve ark. yaptigi ve D-metionin otoprotektif roliinii
arastiran ¢alismada elektrofizyolojik dlgiimleri 72 saat sonra yapmuslardir °*. Anlamh
sonuglar elde edilen bu ¢alismada kullanilan metodu kendi ¢alismamizda kullandik.

Bugiine kadar, hayvan modellerinde veya klinikte, sisplatin kaynakli hasardan
koklear yapilar1 ve isitmeyi tamamen koruyan higbir yontem veya ajan tanimlanmamaistir.
Bu gercek, platin bazli kemoterapi sirasinda antineoplastik etkilerini ortadan kaldirmadan
i¢ kulagin korunmasinda ilerleme saglamak i¢in iyi kurulmus hayvan modelleri ile daha
fazla deneysel caligmanin 6nemini vurgulamaktadir. Ancak, sisplatinin yliksek toksisitesi
nedeniyle ilgili hayvan modelinin kurulmasi zor bir girisimdir. Kobaylarda sisplatin
arastiran bircok ¢alismada, deneyler sirasinda hayvanlarin saglik durumu, 6liim oranlar1
ve hayvanlarda kabul edilebilir bir saglik durumunu siirdiirmek i¢in kullanilan bakim
protokolii bildirilmemistir.

Histolojik ve fonksiyonel isitme sistemi hasarinin kapsami ve derecesi, uygulanan
sisplatin dozu ile iliskili gériinmektedir. Bu iliskiyi aragtirmak i¢in kobay modellerinde
farkli metodolojiler ¢alisilmistir. 4, 8, 12 ve 16 giin boyunca giinde 1 mg/kg doz
uygulayan Schweitzer, maksimal hiicre kaybina (bu ¢alismada % 78) neden olmak igin
16 mg/kg kiimiilatif doz gerektigini 6ne siirmiistiir. Cardinaal ve ark. sekiz giin boyunca
2 mg/kg/giin dozunu takiben kokleanin bazal doniisiiniin dis tiiy hiicrelerinde maksimal
(yani % 65) kayip bildirmistir (bu da 16 mg/kg kiimiilatif dozu temsil etmektedir) °¢.

Pollera ve ark. yaptiklar1 ¢caligmalarinda, iki doz Sisplatin tedavisi alan hastalarin

%75'inde 4-8 kHz arasinda 15 dB’den daha fazla isitme kaybi saptamiglardir. Calisma
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sonucuna gore, hastalarin yarisinda, ilk doz verildikten 48 saat sonra 15 dB veya daha
fazla isitme kaybi tespit etmislerdir®’. Sisplatin ototoksisitesi hiicresel diizeyde 3. giinde
baslar ve 7-10 giinde maksimum diizeyine ulagir. Sisplatine bagli ototoksisitede isitme
kaybr genellikle ilk sisplatin dozunu takiben 3-4 giin sonra, yiiksek frekanslarda
goriilmektedir’®. Coklu doz sisplatin uygulama modellerinde goriilen 6liim oranlarinin
artmasi nedeniyle calismamizda isitme kaybi1 olusturacak ve minimal hayvan 6liimii ile
sonug¢lanmasini hedeflenerek tek doz 16 mg/kg sisplatin uygulanmaistir.

Deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda isitme degerlendirmesi i¢in genellikle
OAE ve ABR kullanilmaktadir. Caligmalarin ¢ogunda tek bir test kullanilmistir. OAE,
dis tiiylii hiicrelerin aktivitesini yansitan, objektif, hizli, giivenilir noninvazif bir test
yontemidir. Koklear patolojiler pilir tone odyometrisinde bulgu vermeden OAE ile
saptanabilir. Ozellikle yiiksek frekanslarda DPOAE ile saf ses odyometresinde elde
edilen seviyeler korele olmaktadir. Dig tiiylii hiicrelerin hasarina duyarli olan DPOAE,
ozellikle yiiksek frekanslarda meydana gelen kaybin erken teshisinde 6nemli rol oynar.
Sisplatin ototoksisitesi ile ilgili ¢calismalarda en ¢ok kullanilan test yontemidir. DPOAE
testinin yiiksek frekanslardaki hassasiyeti sebebiyle biz de calismamizda DPOAE testini
kullandik. Ayrica sisplatinin bilinen ndrotoksik etkilenim sebebiyle ndral isitme kaybini
daha net ortaya ¢ikarabilmek i¢in ABR de uyguladik. ABR beyinsap1 diizeyinde isitme
esigi tayininde kullanilan bir testtir. Deney hayvanlar1 ve insan ABR yanitlar1 arasinda
amplitiid, morfoloji ve latans parametrelerinde farkliliklar vardir. Insan ABR dalga
formunda en yiiksek ve en diisiik siddetli tespit edilebilen dalga V. dalga iken ratlarda bu
II. dalgadir. Ratlarda II. dalga koklear niikleuslardan kdken alir®'%. Bu bilgilere
dayanarak biz de ¢alismamizda ABR yorumlamasinda II. dalgay:1 baz aldik. Sisplatin
ototoksisitesinde meydana gelen hem kokleanin motor fonksiyonlar1 hem noral
etkilenmeyi degerlendirmek i¢in her iki testin birlikte kullanilmasi tercih edildi.

Lyo ve ark. CO’nun bagska bir tiirevi olan trikarbonildiklororutenyum (II) dimeri
CORM-2'nin sisplatin kaynakli isitme bozuklugunu tersine ¢cevirme ve i¢ kulakta sisplatin
birikimini azaltma potansiyelini gosteren bir ¢alisma yapmislardir. Calisma sonuglarina
gore bu i¢ kulakta aktif etkisi olan sisplatin azaltic1 bir ajanin ilk raporuydu. Onemli bir
sonug olarak; CORM-2 es tedavisi yiiksek kilcal sizinti, perisitler ve perivaskiiler yerlesik
makrofaj tipi melanositlerdeki hasar, inflamasyon, nekroptoz, plazma membran

bozulmasi ve apoptotik hiicre 6liimii dahil olmak {izere sisplatin kaynakli toksik hiicresel
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tepkilere karsi etkili bir sekilde koruma saglandigi bildirilmistir. Bu bulgular, CORM-2
es tedavisinin, sisplatin kaynakli isitme kaybina kars1 umut verici bir tedavi stratejisi
sagladigin diisiindiirmektedir'®'.

Yoon ve ark. CO-salgilayan molekiil-3'tiin (CORM-3) bobrek epitel hiicrelerini
sisplatin kaynakl1 sitotoksisiteden korudugunu bildirmistir'®?. {lging bir sekilde, CO'nun
cesitli kanser hiicre tipleri tlizerindeki kemoterapdtik ajanlarin anti-tlimor etkilerini
artirdig1 da bildirilmistir'®1%°. Bu sonucu desteklemek i¢in, Kawahara ve ark. fotoaktif
CORM'un, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasinda rol oynayan bir enzim olan
sistatiyonin [-sentazin aktivitesini inhibe ederek yumurtalik kanseri hiicrelerinin

sisplatine duyarliligini artirdig1 bildirilmistir'%

. Bu nedenle, ekzojen CO uygulamasinin
sisplatinin anti-tiimor etkilerinin artirilmas1 igin umut verici bir strateji oldugu
ongoriilmektedir.

Sisplatin  kaynakli ototoksisitenin Onlenmesine veya azaltilmasina yonelik
caligmalardaki ilerlemeler, kokleadaki oksidatif stresi ve inflamasyonu baskilamay1
amagclayan birkag¢ {imit verici otoprotektif tedavinin kesfine yol agcmistir. Birgok tedavi
klinik oncesi ¢alismalarda {imit verici sonuglar gostermis olsa da su ana kadar FDA
tarafindan onaylanan tek tedavi olan sodyum tiyosiilfat olarak bilinmektedir. Arastirilan
ajanlarin ¢ok az1 klinik ¢aligmalarda otoprotektif etkinlik gostermistir. Su anda klinik
gelistirme asamasinda olan diger farmakolojik miidahalelerin etkinligini ve giivenligini
kapsamli bir sekilde degerlendirmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Sisplatinle iligkili sensorinoral isitme kaybiyla miicadele i¢in olasit bir tedavi
stratejisi, ayn1 anda birincil mekanik yollar1 ek veya sinerjistik etkilerle hedef alan
"kokteyl terapisi" adi verilen ¢ok yonlii bir kombinasyon terapisini igerebilir. Bu
yaklagim, ozellikle mitokondriyal oksidatif stresi Onlemeye, koklear inflamasyonu
azaltmaya ve mitokondriyal apoptozu engellemeye yonelik bilesikleri kapsamaktadir.
Sodyum tiyosiilfatin son zamanlardaki basarisi, sisplatinin kemoterapotik etkinligini
korurken sensorindral isitme kaybini etkili bir sekilde 6nlemek i¢in tedavinin optimum
baslangicini ve siiresini belirlemenin hayati ihtiyacin1 vurgulamaktadir!?7-198,

Antioksidan sodyum tiyosiilfat (Pedmark®, Fennec Pharmaceutical Inc., Research
Triangle Park, NC, ABD) yakin zamanda lokalize, metastatik olmayan solid tiimoérleri

olan 1 aylik ve daha biiylik pediatrik hastalarda sisplatin kaynakli isitme kaybin1 6nlemek

icin FDA onayl ilk tedavi olmustur'®”!%. Bu onay, iki Faz 3 klinik ¢alisma sodyum
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tiyosiilfat (STS), sisplatin kemoterapisinden 6 saat sonra baslamak iizere 15 dakika
boyunca intravendz olarak uygulanmustir'®112, STS, iki farkli mekanizma araciligiyla
etki ederek 1 ay ila 18 yas arasi ¢ocuklarda isitme kaybi insidansin1 6nemli Olclide
azaltmistir. Pedmark®, 1 aylik ve daha biiyiik kisiler {izerinde yaptig1 2 farkli ¢alismada
sisplatin kullaniminin kisinin isitme duyusunu korumaya yardime1 olabilecegini gosterdi.
Uluslararas1 Cocukluk Cagi Karaciger Tiimorii Strateji Grubu (SIOPEL), standart riskli
hepatoblastoma (karacigerdeki solid tiimdr) nedeniyle sisplatin bazli kanser tedavisi
goren 1 ay ile 18 yas arasindaki toplam 114 hasta inceledi (STS+sisplatin grubunda 61
hasta, sadece sisplatin grubunda 53 hasta). Pedmark®, sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda isitme kaybini %42 oraninda azalttigi rapor edilmistir. Cocuk
Onkoloji Grubu (COG), sisplatin bazli kanser tedavisi goren ve metastatik olmayan 1 ila
18 yas arasindaki hastalar1 inceledi. Toplamda 77 hasta (STS+sisplatin grubunda 39
hasta, sisplatin grubunda 38 hasta) isitme kayb1 acisindan test edildi.. Pedmark®grubu

sisplatin grubuna gére isitme kaybini %25 oraninda azalttig: raporlanmustir'-113

[k olarak, STS bir ROT tutucu olarak hareket eder ve sodyum siilfat kotransporter
2 yoluyla sag hiicrelerine girdikten sonra endojen antioksidan seviyelerini artirir 34,
Ikinci olarak, sisplatin ile dogrudan etkilesime girerek ototoksik etkilerini nétralize eder
Sisplatin tedavisinden sonra STS'in gecikmeli olarak uygulanmasi, sisplatinin STS
tarafindan nétralize edilmeden 6nce anti-kanser dzelliklerini gdstermesini saglar!'>-11°,

Sisplatin kaynakli ototoksisiteyi oksidatif stres ve koklear inflamasyonu hedef alarak
onlemek veya azaltmak icin klinik 6ncesi (hayvan modelleri ve hiicre hatlari) ve klinik
calismalarda ¢esitli potansiyel tedaviler arastirilmistir!'812°, Bu yaklasimlar, sisplatinin
ototoksik etkilerini hafifletmek ve isitme kaybini 6nlemek i¢in tedavilerin gelistirilmesi
acisindan Uimit vericidir. Ana kosul, sisplatin ototoksisitesini Onleyen herhangi bir
tedavinin antitiimdral aktivitesine miidahale etmemesidir. Lokal intratimpanik
otoprotektan uygulamasi, sistemik uygulamaya kiyasla sisplatin kaynakli isitme kaybini
onlemek icin giderek daha cazip bir O6neri haline gelmistir. Lokal uygulama kan beyin
bariyerini atlar ve sistemik yan etkilere neden olmadan koklea i¢inde daha yiiksek ilag
konsantrasyonlar1 saglar. Ilag uygulama sistemlerindeki diger yenilikler arasinda
nanopartikiiller, hidrojeller ve i¢ kulaga uygulanan cevresel uyaran sistemleri yer

almaktadir 21122,
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N -asetil sistein (NAC) hem dogrudan serbest radikal temizleyici hem de antioksidan
glutatyonun sentezi i¢in bir substrat olarak islev goriir. Hayvanlarda intratimpanik olarak
uygulandiginda sisplatin kaynakli ototoksisiteyi onlemede etkili oldugu gosterilmis olsa
da, insan c¢aligmalar1 intratimpanik NAC uygulamasiyla tartismali sonuglar
vermistir'?»1?*, Bas ve boyun kanseri hastalarinda sisplatin kaynakli isitme kaybini
azaltmada intratimpanik NAC enjeksiyonunun optimum dozaji ve etkinligi, su anda

125 Yakin tarihli bir calisma,

devam eden bir Faz 2 klinik ¢caligmada degerlendirilmektedir
kan-beyin bariyeri gecirgenligini gegici olarak artiran bir ditiretik olan mannitoliin, NAC
ve STS'nin otoprotektif etkilerini artirabilecegini dne siirmiisgtiir! 6.

Sisplatin kaynakli ototoksisiteyi onleyen ilk tedavi yonteminin FDA tarafindan
onaylanmasinin heyecan verici duyurusu ve su anda devam eden ¢ok sayida iimit verici
klinik 6ncesi ve klinik ¢alisma g6z oniine alindiginda, gelecekte sisplatin kaynakli isitme
kaybini tedavi etmek igin klinik olarak onaylanmis daha fazla otoprotektif tedavinin
ortaya ¢ikacagi ve kanser hastalarinda tedavi sonuglarini iyilestirecegi 6ngoriilebilir.

Bu calisma literatiirde deneysel diizeyde CORM-3’1lin sisplatin ototoksisitesi
tizerindeki koruyucu roliinli arastiran ilk ¢alismadir. Sonuglarimiza gére CORM-3’{in
sisplatin ototoksisitesi ilizerinde koruyucu bir ajan olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
literatiire bu konuda 06zgiillik veren calismamizda bazi sinirlamalar bulunmaktadir.
Deneyin 9.gilinlinde sakrifiye edilmesi planlanan gruplarda hayvanlarin beklenmedik
toplu erken 6liimleri nedeniyle histopatolojik inceleme gercgeklestirilememistir. Cilinkii
histopatolojik inceleme i¢in deney hayvaninin sakrifikasyonunun ardndan yaklasik 20 dk
icerisinde gerekli diseksiyonun yapilmasi ve drnegin uygun soliisyonun igerisinde fikse
edilmesi gerekmektedir Bu dliimlerin sisplatin toksisitesine bagli olabilecegi diisiiniildii.
Ayni zamanda calismamizda 4, 6 ve 8 kHz ABR 0l¢iimii yapilmistir, ancak yliksek
frekans ol¢iim( 12, 16, 20, 32 kHz) o6zelligine sahip ABR cihazi ve ekipmanlari
klinigimizde = mevcut  olmamasit  nedeniyle  yiikksek  frekans  Olgilimler
gerceklestirilememistir. Calismamizin 6nemi ve eksikliklerine dayanarak; uygun deney
modelleri olusturarak, yliksek frekans etkilenimini degerlendirecek ekipmanlar ile ve bu
bulgular hiicresel diizeyde degerlendirecek histopatolojik inceleme ile destekleyecek

caligmalar yapilmasina ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda ratlarda deneysel olarak olusturulan sisplatin ototoksisitesinde
antioksidan bir ajan olan CORM-3’iin (Carbon Monoxide Releasin Molecule-3)

koruyucu roliiniin olup olmadig1 arastirilmistir.

. ABR ve DPOAE bulgularinda kontrol gruplar1 ( Kontrol grubu ve CORM-3 grubu ) ve
calisma gruplart ( Sisplatin grubu ve CORM-3+Sisplatin grubu ) arasinda anlamli
farklilik goriilmiustiir. Deneysel agidan sisplatin ototoksisitenin basariyla olusturuldugu
gorilmistir.

. ABR 8.giin sonuglarinda 4,6,8 kHz seviyelerinde Sisplatin grubunun isitme esik
ortalamalarit CORM-3+Sisplatin grubuna gore daha diisiik olarak saptandi. Bu farklilik
ozellikle 6 ve 8 kHz’de daha belirgin ortaya ¢ikti. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak
anlamli saptanmadi.

. DPOAE 8.giin sonuglarinda 6zellikle 2,3,6 ve 8 kHz frekanslarda CORM-3+Sisplatin
verilen grubun Sinyal/Giiriiltli oranlari sisplatin verilen gruba gore daha yiiksek saptandi.

Bu bulgular istatistiksel olarak anlamli saptandi.

. DPOAE ve ABR bulgularinda, tiim frekanslarda zamana gore degisim acisindan gruplar

arasl istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. Ancak gruplar arasinda Sinyal/Giiriiltii ve
esik ortalamalar1 bakimindan CORM-3’{in sisplatin ototoksisitesine karsi koruyucu

etkileri olabilecegi diistliniildii.

. Bu ¢calisma CORM-3"1in sisplatin ototoksisitesi {izerindeki koruyucu roliinii arastiran ilk

calismadir. Bu ¢aligmada elde edilen verilere dayanarak CORM-3iin ototoksisite tedavisi
icin alternatif olabilecek, umut vadeden bir antioksidan ajan olabilecegi diistliniildii.
Calismamizin 6nemi ve smirlamalari géz Oniine alinarak; sisplatin ototoksisitesinde
CORM-3 etkinligini arastiracak, daha ileri ekipmanlar ile yiiksek frekanslar1 da
degerlendiren ve bu degisimleri histopatolojik diizeyde inceleyen yeni ve kapsamli

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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