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OZET

Emel Tahir, Spirilunanin Ratlarda Sisplatin Ototoksisitesi Uzerine Etkisi,
Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Odyoloji Yiiksek Lisans
Programu, 2020.

Amag: Antioksidan etkinligi bilinen spirulinanin sisplatin ototoksitesine karsi

koruyucu etkisinin olup olmadigin1 degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Prospektif kontrolli bu hayvan g¢alismasinda 28 adet
Sprague Dawley rat dért gruba ayrildi. Ilag uygulamalarindan nce ve 10 giinliik ilag
uygulamasi sonrasinda her bir gruptaki ratlarin her iki kulagina distorsiyon iirlinii
otoakustik emisyon testi (DPOAE) ve isitsel beyin sap1 yaniti (ABR) testleri yapildi.
1. Gruptaki ratlara (n = 7), tek doz 1 ml intraperitoneal serum fizyolojik (%0.9)
verilirken, 2. gruptaki ratlara (n = 7), 15 mg/kg/giin tek doz sisplatin intraperitoneal
olarak verildi. 3. gruptaki ratlara (n = 7), 1000 mg/kg/giin spiriluna 10 giin siireyle
gavaj ile verildi. 4. gruptaki ratlara (n = 7) 15 mg/kg/giin sekildeki tek doz sisplatin
uygulamasi ile ayn1 gilin baslanan 1000 mg/kg/giin spirulina 10 giin siireyle gavaj ile

verildi.

Bulgular: Calisma oOncesi yapilan 6lgiimlerde gruplar arasinda herhangi bir
anlaml fark bulunmadi. DPOAE sonuglar1 agisindan 1. grupta ve 3. grupta ilag
uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda herhangi bir frekansta anlamli bir fark gézlenemedi.
2. Grupta ise 2222 Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz,
10000 Hz ve 11429 Hz frekanslarinda ilag uygulamasi sonrast SNR degerleri
uygulama oncesine gore daha diisiik bulundu. 4. Grupta 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz,
8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz frekanslarinda ila¢ uygulamasi sonrast SNR
degerleri uygulama Oncesine gore daha diisiik bulundu. Sadece sisplatin alan ratlar
diger gruplar ile karsilastinldiginda daha diisiik SNR degerleri elde edildi. Son
Olctimlerde 1.grup 3 ve 4. Grup ile ikili olarak karsilastirildiginda aralarinda anlamh
fark gdzlenmedi. Ilag uygulamasi éncesinde gruplarin ABR esikleri arasinda anlamli
fark bulunmaz iken ilag uygulamasi sonrasi 4.grubun ABR esiklerinin 2. gruba gore
daha 1yi goriildii. Sadece sisplatin alan ratlarda ise diger gruplara gore ABR yaniti

daha yiiksek esik degerlerinde elde edilebildi.
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Sonug¢: Spirulinanin koklear fonksiyonlara olumsuz etkisi yoktur ve sisplatin

ototoksisitesine karsi parsiyel koruyucu etkisi mevcuttur.

Anahtar Sozciikler: Sisplatin, ototoksisite, spirulina, antioksidanlar

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Proje no: DA19/32) ve Baskent Universitesi Arastirma

Fonunca desteklenmistir.
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ABSTRACT

Emel Tahir, The Effectiveness of Spirulina Against Cisplatin Induced
Ototoxicity in Rats, Baskent Health Sciences Institute Audiology Master Thesis,
2020.

Objective: The purpose of this study was to asses the protective effect of an
antiox,dant and antiinflammatory agent “spirulina” against cisplatin-induced

ototoxicity in rats.

Material and Methods: This prospective, controlled animal study was conducted
with 28 adult Speague Dawley rats divided into four groups. Before the drug
administration, distortion product otoacoustic emission (DPOAE) and Auditory
Brainstem Response (ABR) tests were performed. Group 1 (n = 7), received 1 mg
intraperitoenal (i.p.) saline. Group 2 (n = 7) received single dose of intraperitoenal
(i.p.) cisplatin at 15 mg/kg/day. Group 3 (n = 7) received oral spirulina at 1000
mg/kg/day for 10 consecutive days. Group 4 (n = 7) single dose of intraperitoenal
(i.p.) cisplatin at 15 mg/kg/day follwed by oral spirulina at 1000 mg/kg/day for 10
consecutive days. Final DPOAE and ABR measures were performed 10 days after

the first drug administration.

Results: Before the durg administration there was no significant differences between
groups in terms of DPOAE and ABR measurements. Group 1 and 3 showed no
significant difference before the drug administration and DPOAE measurements
before. Group 2 demonstared lower SNR values at 2222 Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444
Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz frequencies in final DPOAE
measurement. In group 4 final DPOAE SNR values were lower in 4444 Hz, 5000
Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz frequencies.In pairwise comparisons;
group 1, 3 and 4 had no significat difference in final DPOAE measurement however
rats received only cisplatin had lower SNR values than in other groups.

There was no significant difference in terms of ABR threshold before the durg

administration. After the drug administration, increase in ABR treshols was greater

v



in group 2 than in group 4. Rats received only cisplatin yielded higher ABR tresholds

than rats in other groups.

Conclusion: Spirulina does not have negative effect on cochlear functions and has a

partial protective role against cisplatin-induced ototoxicity.

Keywords: cisplatin, ototoxicity, spirulina, antioxidants

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project
no: DA19/32) and supported by Baskent University Research Fund.
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1. GIRIS VE AMAC

Bir ilacin ya da kimyasal bir maddenin i¢ kulaga toksik etki gdstererek isitme
kaybi, denge bozuklugu ya da her ikisine birden neden olmasina ototoksisite adi

verilir. Ototoksisiteye neden olan pek ¢ok ila¢ ve madde vardir.

Sisplatin pek cok kanser tiirliniin tedavisinde kullanilan bir antineoplastik
ilactir. Nefrotoksisite, ototoksisite, miyelotoksisite, gastrointestinal toksisite,
periferik noropati gibi ciddi yan etkileri mevcuttur (1). Sisplatinin ototoksik etkisi
irreversible, bilateral, progresif, yiiksek frekanslardaki sensdrindral isitme kaybi ve
tinnutus ile karekterizedir (1). Sisplatin normal dokudaki antioksidan enzimleri
inhibe edebilir ve kokleada tiiylii hiicre hasarina neden olabilir. Bu tiiylii hiicre hasari
bazalden apekse dogru ilerler yani 6ncelikle yiiksek frekans isitme kaybi olur. Diisiik
sisplatin diizeylerine maruziyette ilk olarak sterosilialarin u¢ hasari ortaya ¢ikmakta,
doz arttirildiginda ise planlanmis hiicre 6liimii (apoptoza) bagl olarak tiiylii hiicre
kayb1 gozlenmektedir (2). Sisplatinin norotoksik de oldugundan isitme sinirini de
etkiler ve sinir hiicrelerinde dejenerasyona neden olur (2). Sisplatin
ototoksisitesinden koruyucu olabilecek pek cok ilag ve ajan hakkinda literatiirde pek

cok calismaya rastlanmaktadir.

Otoakustik emisyonlar (OAE) sayesinde saf ses odyometrisine heniiz
yansimamis erken donem dis tiiylii hiicre kayb1 degerlendirilebilir, isitsel beyin sap1
yanitlar1 (ABR) ile de isitme siniri ve beyin sapindaki isitsel merkezlerin
elektrofizyolojik aktivitesi degerlendirilebilir(3). Sisplatin ototoksisitesine dair

calismalarda da bu iki yontem kullanilmaktadir.

Spirulina, mavi ve yesil alglerden olusan mikroskobik bir yosun tiiriidiir.
Destek gida olarak siklikla kullanilmaktadir. Antioksidan, antiinflamatuar ve
immmiinmodiilator etkisi vardir. Serbest oksijen radikallerini uzaklagtirir, DNA
hasarmi Onler, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimleri harekete
gecirir (4). Hayvan calismalarinda spirulinanin hepatotoksisiteyi ve nefrotiksisteyi

azalttig1 gosterilmistir (5, 6). Ototoksisiteye karsi etkinligi calisilmamistir.



Bu c¢aligmanin amaci, antioksidan etkinligi bilinen spirulinanin sisplatin
ototoksitesine karsi koruyucu etkisinin olup olmadigimmi OAE ve ABR ile

degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Isitme Fizyolojisi

Aurikula tarafindan toplanan ses enerjisinin dis kulak yolunu gecerek orta
kulaga ulagmasi ve burada mekanik olarak gili¢lendirilmesini takiben i¢ kulakta
elektrokimyasal enerjiye doniiserek aksiyon potansiyelleri olusturup santral isitme
sisteminde islenip beyinde algilanmasina “isitme” ad1 verilir. Bu sistemin parcalarini,
dis, orta ve i¢ kulak ile santral isitsel yolaklar olusturmaktadir. Aurikula ve dis kulak
yolu sesin toplanmasi ve sikistirilmasinda rol oynar. Kulak zarina ulagsan ses
dalgalar1 orta kulakta yer alan kemikgikler (malleus, inkus ve stapes) amplifiye edilir

ve i¢ kulaga iletilir. Isitme dort ayr1 fazda incelenir (7);

1.1letim (conduction) fazi

2.Doniistim (transduction) fazi

3.Sinirsel Kodlama (neural coding) fazi

4.Birlestirme-Algilama (association- cognition) fazi

Iletim (conduction) fazi: Aurikula tarafindan ses dalgalarinin toplanmas,
filtrelenmesi ve dis kulak yoluna iletilmesi ile bu faz baglar. Dis kulak yolundaki
rezonatOr siire¢ ve ses dalgalarinin timpanik membrana iletilmesi ile devam eder.
Orta kulak tarafindan, timpanik membrana ulasan ses dalgalarmin i¢ kulaktaki sivi
ortama gecisi saglanir. Bu asamada kulak zarmin tahtarevalli etkisi (catenary lever),
kemik¢ik zincirin yiikseltici etkisi (ossicular lever) ve kulak zari ile stapes tabani
arasindaki alan farki (hidrolik lever) sayesinde ses dalgalarinin hava ortamindan
stviya gecerkenki enerji azalmasi telafi edilir. Orta kulakta yer alan m. stapedius ve

m. tensor timpani kaslar1 da iletim siirecinde yer alir(7, 8).

Doéntisiim (transduction) fazi: Mekanik enerjinin biyokimyasal olaylar ile

elektrik enerjisine doniistiigli bu fazda frekansa spesifik analiz yapilir. Mekanik



enerjinin elektriksel enerjiye doniisiimiinde tiiylii hiicreler dnemli rol oynar. Ses
dalgalarinin perilenfe gecmesi ile perilenf sivisi ve baziler membran hareketlenir.
Kokleanin bazal kivirnmindan apikal kivrimina kadar dalga ilerler ve baziler
membran hareketlendikce tiiylii hiicreler de hareketlenir. Bazal membrandaki yer
degisimi, tektorial membran ve retikiiller lamina arasindaki dig tiiyli hiicreleri
hareketlendirir. Tektorial membran ve retikiiler lamina arasindaki endolenf hareketi
ise i¢ tlyli hiicreleri hareketlendirir. Sekil 2.1°de Korti organi ve tiiylii hiicrelerin
yerlesimi gosterilmistir. Transdiiksiyon olay1 kokleada bulunan dort farkl elektriksel
potansiyel ile baghdir. Bu potansiyeller endolenfatik potansiyel (EP), koklear
mikrofonik (KM), sumasyon potansiyeli (SM) ve tiim sinir aksiyon potansiyeli

(TSAP) olarak adlandirilir (7, 9, 10).

Korti Organi

w&ereosilya
™ R | | f

(medial) (lateral)

-

—

| .
| Vo !

o
iTH KT DTH DH Bazilar Membran

Sekil 2.1. Korti organi

ITH, i¢ tiiylii hiicre; DTH, dis tiiylii hiicre; KT, Korti tiineli; TM, tektoryal membran;
DH: destek hiicresi. (Stover ve ark’nin yazisindan adapte edilmistir)(11)

Sinirsel Kodlama (neural coding) fazi: Doniisim fazi esnasinda Korti
organindaki tiiylii hiicrelerde olusan elektriksel akim akustik sinirdeki ndronlarin

dendritlerini uyarir. Tonotopik organizasyon sayesinde yiiksek frekans sesler



kokleanin bazal bolgesinde, alcak frekans sesler ise apeks bolgesinde maksimum
genlikte titresim olusturur. Bu sekilde sinir enerjisi frekans ve siddetine gore degisik

sinir liflerinde aksiyon potansiyeli olusturur ve kodlama gergeklesmis olur (12, 13).

Birlestirme-Algilama (association- cognition) fazi: Kodlanan sinirsel iletimler
santral isitme sisteminde birlestirilir ve ¢oziiliir. Olusan aksiyon potansiyelleri
koklear niikleuslar, superior olivar kompleks, lateral lemniskus ve inferior kollikulus,
medial genikiilat cisim boyunca ilerler. Inferior kollikulustan ¢ikan lifler medial
genikulat niikleus araciligiyla kortekste bulunan isitme merkezine gelirler. Silviyan

fissiirdeki isitme merkezinde ses karakter ve anlam kazanir (7, 9).

2.2. Rat Kulaginin Anatomi ve Fizyolojisi

Ratlar pek cok deneysel calismada deney hayvani olarak kullanilmaktadir.
Laboratuvar ortaminda kolay iireyebilmesi, bakimmin kolay olmasi, kisa siirede
tireyebilmesi insanda goriilen pek ¢cok anatomik yapinin ortak olmasi nedeniyle kulak
burun bogaz alanindaki deneysel calismalarda da tercih edilmektedirler (14). I¢ kulak
arastirmalarinda, ototoksisite, akustik travma, agir metal, elektromanyetik alan ve
radyasyonun etkilerini saptamak i¢in ratlar siklikla kullanilir (15). Diger bir 6zellik

de timpanik membran muayenesinin kolay yapilabilmesidir.

Rat orta kulag: ile insan orta kulagi anatomik olarak benzer yapilar igerir.
Ratlarda da insanda bulunan malleus, incus ve stapes kemikgikleri bulunur fakat
daha kii¢iik boyuttadir. Insandan farkli olarak orta kulak kavitesi bulla olarak
adlandirilan bir kemik yapinin i¢inde bulunur (16). Timpanik membran yapist benzer
olsa da ratlarda timpanik membranin alani insanlarin yaklasik altida biri kadardir.
Ratlarda pars flaccida insanlara gore daha cok yer isgal eder. Orta kulak mukozasi
ise mukosiliyer 0Ozelik gostermesi bakimindan benzerdir (17). Ratlarin igitme

duyulart iyi gelismis olmakla birlikte isitme araligt 70 dB’de 250 - 80.000 Hz



araliginda degismektedir. Ancak en duyarli olduklar1 aralik 8.000- 50.000 Hz’dir.
Yiiksek frekansta iyi igitmeleri, bag ve pinna uzunluklari, bunlarin birbirlerine gore
uzaysal konumlari, kafalarmmin sekli (sferik olusu) ve pinna hareketliliginin

mevcudiyeti ile agiklanmaktadir.

Rat kokleas: da insan kokleas1 gibi 2,5 doniis yapar ve membrandz labirent

yapisi da benzerdir (15, 16) (Sekil 2.2).

A

superior semicircular canal stapedius stapes

lateral semicircularcanal

/macula of

saccule

/ 8 macula of utricle
round window niche ~\cnstaampullans of
common crus ‘ Iateralwlarcanal

posterior semicircular canal bony cochlea istaampullaris of ¢ =y
superior semicircular canal ™

Sekil 2.2. Rat i¢ kulak anatomisi

A.Kemik labirent B. Koklear membranoz labirent, utriculus, sacculus ve semisirkiiler
kanallar (L1 ve ark’nin yazisindan alinmistir) (15).

Insan kulag ratlara ve diger deney hayvanlarina gore algak frekanslari daha iyi
isitir. Bununla birlikte neredeyse tiim memeli hayvanlar insana gore yiiksek
frekanslar1 daha iyi isitirler. Kafa cap1 daha kiiciik olan memelilerin yiliksek frekans
isitmesi kafa cap1 daha biiyiik olan memelilere gdre daha iyidir (18). Insanlar ve

laboratuvar hayvanlariin isitme araliklar1 Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Deney hayvanlarinda isitme araliklari

Ince ¢izgiler 60 dB SPL (Sound Pressure Level)’de duyulabilen frekans araligini,
kalin ¢izgiler ise 10 dB SPL’de duyulabilen frekans araligini temsil eder (Heffner ve
ark’nin yazisindan alinmstir). (18)

2.3. Ototoksisite

Ototoksisite; kimyasal veya farmakolojik ajanlar nedeniyle vestibiiler ve/veya
koklear yapilarda hasar olusmasidir (19). Ototoksik ilaglar kokleay1 vestibiiler
sistemi veya her ikisini birden etkileyebilir. Tarihsel olarak antibiyotiklerin yaygin
kullaniminin baslamasi ile tip diinyasinin dikkatini ¢cekmeye baslamistir. En bilinen
ototoksik ilaclar; aminoglikozidler, platin bazli kemoterapotikler, diiiretikler,

makrolid grubu antibiyotikler ve sitma tedavisinde kullanilan ilaglardir (20).

Ototoksisite su sekillerde bulgu verebilir; isitme kaybi, ¢inlama, hiperakuzi,
kulak dolgunlugu, bas donmesi veya dengesizlik. Bulgular gegici hafif ¢inlamadan
kalic1 tam isitme kaybina, hafif dengesizlikten ciddi bas donmesine kadar ¢ok genis
bir yelpazede karsimiza cikabilir (21). Semptomatolojideki kisiden kisiye bu
degisiklik kisinin genetik yapisina, metabolik durumuna, komorbid medikal

hastaliklarina ve oksidatif stresle bas etme kapasitesine baglanmistir (22). Bu



bulgular tedrici olarak karsimiza ¢ikabilecegi gibi aniden de gelisebilir. Ototoksisite
hayat1 tehdit eden bir durum olmasa da iletisimi ve sosyal hayat1 etkileyerek kisilerin

yasam kalitesini diistirebilir.

2.3.1. Ototoksisitenin odyolojik tani ve takibi

Ginliik klinik pratikte karsilagilan en Onemli sorun ototoksistenin gec tant
almasidir. Tanida hastanin hikaye ve semptomlarmin yani sira odyolojik tetkik
sonuglar1 onemlidir. Olas1 semptomlar hakkinda hastanin, hasta yakinlarinin ve
saglik profesyonellerinin uyanik olmasi alinabiliyor ise gerekli dnlemlerin alinmasi
gereklidir. Ototoksik ilag uygulamasi Oncesi ve sonrast odyolojik olarak hastalar
degerlendirilmeli ve kemoterapi gibi uzun siireli ila¢ uygulamalarinda belirli araliklar

ile odyolojik tarama yapilmalidir (22).

Ototoksisite takibi, ototoksik bir ajanin zaman icindeki etkilerini takip
anlamina gelmektedir. Ototoksik bir ilag veya madde oncelikle kokleanin bazal
kivrimini etkileyerek yiiksek frekans isitme kaybi yapacaktir. Hasar apikal kivrima
dogru ilerledik¢e isitme kaybi algak frekanslari da tutmaya baslar. Bu ilerleyisin
takibine ototoksistenin monitorizasyonu adi verilir ve multidisipliner bir ekip
tarafindan yiiriitiilmelidir. Ototoksisitenin monitorizasyonu sirasityla su asamalari

igerir (23);

1. Tlac tedavisi dncesi odyolojik degerlendirme

2. llag tedavisi siiresince odyolojik takip

3. Isitmedeki degisimin erken tespiti

4. Ototoksisite saptanir ise tedavinin gézden gecirilmesi ve gerekirse alternatif
ilaglarin segilmesi

5. Ototoksisitenin ilerlemesinin 6nlenmesi

6. Ototoksisitenin etkilerini en aza indirmek i¢in erken isitsel rehabilitasyon



2.4. Otoakustik Emisyonlar

Spontan ya da akustik uyarana yanit olarak i¢ kulak tarafindan tretilen ve dis
kulak yolundan dlgiilen seslerdir. Kokleadan kaynaklanan OAElar dis tiyli
hiicrelerin aktivitesine bagli olusurlar ve kokleanin motor fonksiyonunu yansitirlar.
Akustik uyaran sonucu kokleadaki sivilarin ve baziller membranin titresimine bagl
olarak Korti oraninda hareket olusur. Korti organinin bu hareketi tiiylii hiicrelerin
uzantilarinda biikiilmelere neden olur. Dis tiiy hiicrelerindeki bu uzantilarin aktin ve
miyozin lifleri sayesinde kasilabilme yetenegi de vardir. Bu kasimalar ve biikiilmeler
sonucu trettikleri titresimler koklea i¢inde ayri bir ses kaynagi gibi davranir (24).
OAE, non-invazif olmasi, maliyet etkin olmasi, hastalar tarafinan kolay tolere
edilebilmesi ve objektif bir test olmasi nedeniyle hem klinik pratikte hem de
ototoksisite calismalarinda siklikla kullanilir. Ozellikle dis tiiylii hiicreleri ekileyen
ototoksik ilaglarin monitorizasyonunda degerlidir (25). Isitme kaybi heniiz
baglamadan erken koklear degisiklikleri saptayabildigi icin ototoksik etkinin
saptanmasinda konvansiyonel odyometriye gore daha erken bilgi verir (26). Spontan
ve uyarilmis olarak iki ana simifa ayrilirlar. Spontan OAE; herhangi bir uyaran
olmaksizin dis kulak yolundan kaydedilen emisyonlardir. Uyaran gonderilerek elde
edilen emisyonlara ise uyarilmis (evoked) OAE adi verilir. Uyarilmis OEA g alt tipe
ayrilir(24, 26).

a. Uyaran frekansi (Stimulus frequency) OAE (SFOAE): Uyaran olarak
kesintisiz saf ses kullanilir,
b. Gegici uyarilmis (Transient evoked) OAE (TEOAE): Klik veya tone
burst uyaran ile elde edilir,
c. Distorsiyon Uriinii (Distortion product) OAE (DPOAE): Es zamanl

olarak, farkli frekanslardaki iki saf ses kullanilarak emisyon cevabi alinir.

Distorsiyon Uriinii  Otoakustik Emisyonlar (DPOAE): Koklear fizyolojiyi
yansitan, mindr ototoksik degisiklikleri gosteren, frekansa spesifik ve non-invazif bir
yontem olan distorsiyon {iriinii otoakustik emisyonlar (DPOAE) ototoksisite
takibinde oldukca giivenilir bir klinik yontemdir. Ototoksik ila¢ uygulanimi 6ncesi

temel bir DPOAE Ol¢limiinii takiben ilag uygulamasi esnast ve devaminda yeni



Ol¢iimler alinarak monitorizasyon yapilabilir. Cihaza bagli olarak yiiksek frekanslara
c¢ikan olgiimler de yapilabilir. Biitiin bu dl¢iimler yatak basinda da uygulanabilir ve
maliyet etkindir. Onemli dezavantajlarindan biri pediatrik popiilasyondaki efiizyon
gibi orta kulak patolojilerinden DPOAE sonuglarinin etkilenmesidir. Diger bir
dezavantaj ise 60 dB veya lizeri isitme kayiplarinda agir dig tily hiicre harabiyeti

nedeni ile DPOAE yanitlarinin elde edilememesidir (22).

2.5. Isitsel Beyin Sap1 Yamitlar1 (ABR)

Isitsel beyin sap:t yamitlar1 (Auditory Brainstem Response: ABR) isitme
sinirinin baslangicindan orta beyine kadar olan isitsel yolaktaki elektriksel akimi
inceler. Klinikte yaygin olarak konvansiyonel odyometriye uyum saglayamayacak
bebeklerde ve yenidogan isitme taramasinda kullanilmaktadir. Ozellikle ilk 5 dalga
klinik degerlendirmede dnemlidir. Insanlarda I. dalga isitme sinirinin distalinden, II.
dalga isitme sinirinin proksimalinden, III. dalga koklear niikleustan, IV. dalga
superior olivar kompleksten, V. dalga ise lateral lemniskus ve inferior kollikulustan
kaynaklanmaktadir. Deney hayvanlarinda ise farkliliklar mevcuttur. insanlarda V.
dalga esik degerlendirilmesinde kullanilan ana dalga iken, ratlarda II. dalga bu
amagla kullanilir (27). Dalgalarin elde edildigi anatomik lokasyonlar, dalga paterni
ve morfolojisi de insanlardan farklidir (Tablo 2.1, Sekil 2.4, Sekil 2.5). Ototoksik
degisikliklerin erken tespitinde ve konusma frekanslarinda olusabilecek kayiplarin

monitorizasyonunda ABR de arastirmalarda kullanilmaktadir (3).

Tablo 2.1. Insanlarda ve ratlarda anatomik yerlesime gére ABR dalgalart

Dalga Insan Rat
I VIIL. sinir distali VIII. sinir
II VIII. sinirin proksimali Posterior ventral koklear nukleus
II Koklear nukleus Anterior ventral koklear nukleus ve
trapezoid cisim
v Superior Olivar Kompleks Superior Olivar Kompleks
V. Lateral Lemniskus ve Inferior Kollikulus Lateral Lemniskus ve Inferior Kollikulus
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Sekil 2.4. Spraque Dawley ratlarda ABR 6rnegi

(Overbeck ve ark. yazisindan alinmistir.)(28)
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(Desphanande ve ark calismasindan alinmistir) (29)

2.6. Ototoksisite Patogenezinde Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Uriinleri
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In vitro deneyler ve hayvan deneyleri gdstermistir ki; sisplatin hiicresel
antioksidan mekanizmay1 inhibe ederek koklea, stria vaskiilaris ve spiral ganglion
hiicrelerinde asir1 bir reaktif oksijen radikali liretimine neden olmaktadir. Hiicre i¢i
antioksidan sistem normal c¢alisir ise bu reaktif oksijen {iriinlerini etkisiz hale
getirerek ortamdan uzaklastirabilir (30). Koklea hassas noral hiicrelere sahip olmasi
ve izole yapisi nedeniyle bu oksijen radikali birikiminden ciddi o6lgiide zarar
gormektedir. Biriken toksinler kokleanin kapali yapisi nedeniyle ¢evre dokulara
dagilamaz ve hasari arttirir. Kokleada bulunan ana antioksidan enzimler; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPO) ve glutatyon rediiktazdir (30-
32).

Reaktif oksijen radikalleri daha sonra pek ¢ok elektrolit degisimi ve genetik
alterasyonlara neden olarak hiicre fizyolojisini tamamen degistirebilir. Apoptoz
stirecinin baslamasi ile tiiylii hiicrelerin i¢ine kalsiyum gegisi baslar devaminda bax
geni (isimli hiicre 6liimiinii baglatan gen) aktive olur, mitokondriden sitokrom c
salinir ve nihayetinde kaspaz 3 ve kaspaz 9 adi verilen proteaz enzimleri calisarak
hiicreyi lizise ugratir. Bu slirecte fodrin adi verilen tiiylii hiicrelerin protein

iskeletinde bulunan bir protein de yikima ugrar. (33).

2.6.1. Sisplatin ototoksisitesi

Sisplatin; pediatrik ve yetiskin tiimdrlerinin tedavisinde siklikla kullanilan etki
diizeyi yliksek bir antineoplastik ajandir. Klinikte olduk¢a genis bir kullanim alani
vardir. Bas boyun kanserleri, akciger, meme ve over kanseri tedavisinde yaygin
olarak wuygulanmaktadir. Sisplatinin; norotoksisite, nefrotoksisite kemik iligi
toksisitesi, gastrointestinal toksisite ve ototoksisite gibi yan etkileri vardir ve bu yan
etkiler hastalarin 6nemli bir kisminda goriilmektedir (34). Nefrotoksisite hidrasyon
yolu ile elimine edilsede, ototoksisiteyi onlemede halen kanitlanmis bir yontem
yoktur (35, 36). Sisplatin ototoksisitesi bilateral ve kalic1 6zellikle yiiksek frekanslar
etkileyen igitme kaybi ile karakterizedir. Ototoksisitenin ilerlemesi durumunda algak

frekanslar da tutulabilir (30, 36). Sisplatin nedenli isitme kaybi1 6zellikle 4000 Hz
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sonrast yiiksek frekanslarda goriiliir ve geri doniisiimli degildir. Sisplatin kullanimi1
sonras1 isitme kaybi insidansinin bazi serilerde %75’e¢ hatta %100’e kadar
ulasabildigi bildirilmistir (30, 36, 37). Isitme kayb1 6zellikle cocuklarda eriskilere
gore daha sik goriilmektedir. Cocuklarda goriilen ototoksistenin énemli bir sonucu da
gecikmis konusma ve egitsel problemlerdir (38). Bu nedenle sisplatin

ototoksisitesinin dnlenmesi, lizerinde ¢alisilmaya deger 6nemli bir konudur.

Sisplatin uygulamasi sonrasi en bariz degisim Korti organinda olmaktadir.
Hayvan c¢alismalarinda i¢ ve dis tiiylii hiicrelerde dejenerasyon ve hiicre kaybina
neden oldugu gosterilmistir. Bu degisimler oncelikle bazal kivrimdaki dis tiiylii
hiicrelerde baglar, bunu orta apikal kivrimdaki dis tiiylii hiicreler ve i¢ tiiylii hiicreler
takip eder. Korti organindaki bu etkilere ek olarak stria vaskiilaris ve spiral ganglion
hiicrelerinde de hasar gosterilmistir (39, 40). Sisplatin molekiilii insan DNA’sina
baglanarak p53 yolag: iizerinden apoptozu indiikler (41). Sisplatin ototoksisitesinin
detayli molekiiler mekanizmalar1 halen tam aydinlatilamamis olsa da patogenezde
reaktif oksijen irlinlerinin yani oksidatif stresin de Onemli rol oynadigina
inanilmaktadir. Oksidatif strese kars1 kokleanin endojen antioksidan mekanizmalari
yetersiz kalir ise kokleada planlanmig hiicre Oliimii (apoptozis) ve nekroz
baslamaktadir (42). Sisplatin mitokondrial yolaklar1 aktive ederek tiiylii hiicrelerde
apoptozis baslatmakta ve kalict tiiylii hiicre kaybina neden olmaktadir. Apoptozisin
Onlenmesinin, sisplatin  ototoksisitesinin de Onlenmesinde yeri olacag
diistiniilmektedir. Literatiirdeki pek ¢ok yayinda, sisplatin ototoksisitesini
onlememek i¢in ortamdan reaktif oksijen iriinlerini uzaklastiracak antioksidan
maddeler iizerinde yogunlasilmistir (30, 43). Bir diger yaklasim da antiinflamatuar
ilaclar1 kullanarak kokleada hasara neden olan proinflamatuar siire¢leri durdurmaktir.
Sisplatinin hedef kanser hiicresine girmesinin saglanmasi fakat i¢ kulaktaki tiiylii
hiicrelere girisinin engellenmesi yani hiicresel secicilik yolu ile ototoksisitenin

onlenmesi de giindeme gelmeye baslayan yeni konulardandir (34).
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2.6.1.1. Sisplatin ototoksisitesine karsi koruyucu ajanlar

Ototoksisiteye neden olan kemoterapotikler kanser tedavisinde kullanilmakta
ve cogunlukla yerine baska ilag kullanmak miimkiin olmamaktadir. Bu da
ototoksisiteyi Onleyici ajanlarin kesfedilmesi gereksinimini ortaya c¢ikarmistir. Pek
¢ok in vitro ve hayvan c¢alismasinda otoprotektif ajanlar c¢alisilmistir fakat bu
alandaki klinik ¢alisma sayisi halen ¢ok azdir. Uzun yillardir bilinen bir konu olan
sisplatin ototoksisitesi halen giincel literatiirde tartisilmakta ve bu konu hakkinda pek

cok yayin bulunmaktadir (Tablo 2.2).

Ideal bir otoprotektif ajan toksik olmamals, i¢ kulakta yiiksek konsantrasyona
ulasabilmeli ve sisplatinin antitiimoral etkisini engellememelidir. I¢ kulakta arzu
edilen yiiksek konsantrasyon diizeyine erismek ig¢in transtimpanik uygulama
yapilabilir. Invazif bir islem olmasi en 6nemli dezavantaj olsa da sistemik yan
etkiden kaginmak transtimpanik uygulamalarin en 6nemli avantajidir. Diger yandan
otoprotektif amagla verilen bir ajan, sisplatinin nefrotoksik ve norotoksik etkilerini
de engelleyebilir. Transtimpanik uygulama ile bu sekonder kazang¢ elde edilemez

(44).

Klinik ¢alismalarda gosterilen sisplatine karsi otoprotektif ajanlar arasinda N-
asetilsistein, sodyum tiyosiilfit ve amifostin bulunmaktadir (45-47). N-asetilsistein ve
deksametazonun transtimpanik yolla uygulandiginda sisplatin ototoksisitesini
onleyici etkileri oldugu bildirilmistir (45, 48). Sisplatin nedenli isitme kaybina kars1
koruyucu etkisi arastirilan bilesikler arasinda thiol bilesenleri 6nemli bir yer
tutmaktadir. Otto ve ark’nin bu alandaki ilk calismalarindan birinde sodyum
thiosiilfatin ototoksisteden koruyucu etkisi gosterilmistir (49). Fakat sisplatine
baglanarak ilacin tiimoérisidal aktivitesini de azalttifin1 bulmuslardir. Bu nedenle
intratimpanik uygulama gibi lokal uygulamalara da yonelim giindeme gelmistir (50).
Diger bir thiol bileseni olan D-methioninin hem sistemik hem de lokal uygulamada
otoprotektif etkisi gosterilmistir (51, 52). Choe ve ark transtimpanik Ringer laktat

soliisyonu ve N-Asetil Sistein uygulamasinin DPOAE yanitlarmi korudugunu
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gostermislerdir (53). Yine klinikte siklikla kullanilan asetil salisilik asitin de

antitimor aktiviteyi bozmadan tiiylii hiicre hasarini engelledigi gosterilmistir (54).

Bazi ilaglarin etkisi gosterilse de heniiz gilinlilk kullanima girmis ve tedavi
klavuzlarinda onaylanmis bir otoprotektif ilag¢ bulunmamaktadir. Yukarida
bahsedilen pek ¢ok ajan in-vitro olarak denenmis veya hayvan deneyi agamasindadir.
Kanser hastalarinda giivenli kullanimi i¢in ileri klinik arastirmalar gereklidir. Tablo

2’de son yillarda sisplatin ototoksisitesinde yapilmig yayinlar zetlenmistir.
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Tablo 2.2. Sisplatin ototoksisitesini 6nlemek i¢in kullanilan ajanlara dair ¢alismalar

Kullanilan
Otoprotektif Uygulama Deney
Yazar (yayin yil) Odyolojik Sonu¢
Ajan Yolu Hayvam
Yontem
Yurtsever ve ark PRP i i " R B |
ntratimpani at asarili
(2020)(55) ABR
Lee ve ark (2020)(56) Zingerone Sistemik Rat ABR Basarili
Fernandez ve ark
Lovastatin Sistemik Fare DPOAE + Basarili
(2020)(57) ABR
Napples ve ark o ) . ) )
Diltiazem+Kitosan | Intratimpanik Fare ABR Basarili
(2020)(58)
Kinal ve ark Astak S . |
staksantin istemi Rat Basarilt
(2019)(59) PPAOE
Bezgin ve ark ol S 4 G |
Riluzole istemi ine pig Basarili
(2019)(41) DPAOE
Tanyeli ve ark
Folik Asit Sistemik Rat ABR Basarilt
(2019)(60)
Giindogdu ve ark 0 ] o " R B |
uercetein 1stemi at asarili
(2019)(61) RPOAE
Sheth ve ark - i " R B
afein istemi at asarisiz
(2019)(62) ABR
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2.7. Spirulina

Spirulina, mavi yesil alglerden mikroskobik bir plankton tiiriidiir. Spiral
seklinde olup hiicresel olarak basit prokaryot yapidadir. Besin destegi olarak
kullanilan tiirleri ise Spirulina platensis ve Spirulina maxima olup Meksika ve Afrika
halklarinin geleneksel gidalari arasinda yer almaktadir. Besin degeri ve vitamin-
mineral icerigi kesfedildikten sonra ticari olarak da fliretilip satilmaya baslanan bir

gida destegi haline gelmistir.

Diinya Saglik Orgiitii, spirulinay: “siiper gida” olarak tanimlamis ve astronotlar
icin gida takviyesi olarak kullanilmaya baslanmistir. Spirulina yiiksek protein,
esansiyel aminoasit, beta karoten, esansiyel yag asitleri, glikolipid, beta karoten,
mineral icerigi ile “fonksiyonel bir gida” olarak tanimlanmaktadir (68). B vitamini, E
vitamini, kalsiyum, demir, magnezyum, potasyum ve ¢inkoyu yliksek oranda igerir
(69). Ozellikle yiiksek miktarda icerigi B12 vitamini nedeniyle vejeteryanlarda da
besin destegi olarak Onerilmektedir (70). Antibakteriyel, antifungal ve antiviral

ozelliklerinin yanisira immiinmodiilator etkisi de gdsterilmistir (70).

Spirulina ekstresinin antioksidan etkinligi de in vitro ve in vivo olarak
gosterilmistir (71). Igeriginde bulunan C-pikosiyanin; reaktif oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastirarak pek cok dokuda antioksidan etkinlik gostermektedir (72).
Karaciger dokusunda sitokrom p450 mekanizmasi iizerinden hepatik glutatyon S-
transferaz aktivitesini arttirarak detoksifikasyon sagladigi bilinmektedir (73).
Sisplatinin olusturdugu nefrotoksisiteye, doksorubisine bagl kardiyotoksisiteye ve

siklosporin nefrotoksisitesine karsi korucu etkisi oldugu gosterilmistir (74-76).

Sisplatine bagli olusan reaktif oksijen bilesikleri renal tiibiiler epitele zarar
vererek nefrotoksik etki gostermektedir (6). Kuhad ve arkadaslar Sisplatinin azalttigi
stiperoksid dismutaz ve katalaz aktivitesinin Spirulina fusiformis tarafindan
arttirildigini gostermislerdir (6). Ototoksisitede de benzer antioksidan mekanizmalar
yer almaktadir. Literatiirde Spirulina’nin otoprotektif etkisine dair giincel bir yayma

rastlanamamuistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Proje no: DA19/32) ve Baskent Universitesi Arastirma
Fonunca desteklenmistir. Calisma Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretin ve
Aragtirma  Merkezi  laboratuarinda  yiiriitilmistiir.  Uluslararas1  Helsinki
Deklarasyonu’nda bildirilen hayvan bakim ve kullanimi ile ilgili kurallara
uyulmustur. Calisma, Baskent Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Odyoloji

Yiiksek Lisans Programi tezi olarak planlanmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Gili¢ analizi i¢in R Project tabanl ¢evrim i¢i WebPower yazilimi ile farkhi
orneklem sayilarina iliskin glic degerleri hesaplanmistir. Her grup i¢in minimum 7
gozlem ile ¢alisildiginda %87.3 diizeyinde bir test giicline ulasilmistir. Sonug olarak
giic analizi bulgularia gore, arastirma icin toplam minimum 28 denek ile aragtirma

yapilabilecegi belirlenmistir.

Calisma 28 adet saglikli, 12 aylik ve agirligi 250-350 gr arasinda olan erkek
Sprague Dawley cinsi rat lizerinde yapildi. Ratlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik,

21«1 C° sicaklikta, serbest yemek ve su alabildikleri bir ortamda barindirildi.

Toplam 28 ratin 56 kulagi calismaya alindi.  Odyolojik Ol¢limler dncesinde
ratlar sicak bir Ortii lizerine yatirilarak genel anestezi altinda otoskopik muayene
yapildi, dis kulak yolunda buson var ise temizlendi. D1s kulak yolu, orta kulak veya
timpanik membran patolojisi saptanan hayvanlarin ¢alisma dist birakildi. Calismanin
basinda tiim ratlarin her iki kulagina DPOAE testi uygulandi ve yanit alinamayan

ratlar calisma dis1 birakildi.
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3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Calismaya dahil edilen 28 adet rat, yediser ratdan olusan dort gruba ayrildi.
Calisma gruplari su sekilde belirlendi:

Calismada her biri 7 rattan olusmak {izere toplam 4 grup olusturuldu. Caligma

gruplari su sekilde belirlendi:

1.Kontrol Grubuna (K) tek doz 1 ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak

uygulandi.

2.Sisplatin Grubuna (C) tek doz 15 mg/kg sisplatin (Kogak Farma,

Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal olarak verildi.

3. Spirulina Grubuna (S) 1000 mg/kg/giin spirulina (Ege Universitesi
EGERT Spirulina kapsiil) distile su i¢inde ¢oziilerek gavaj ile giinde 2 esit doza
boliinerek 10 giin boyunca uygulandi.

4. Spirulina + Sisplatin Grubuna (CS) tek doz 15mg/kg intraperitoneal
sisplatin uygulanmasi yapildi ve devaminda 1000 mg/kg/giin spirulina distile su

icinde ¢oziilerek gavaj ile 10 giin boyunca uygulandi.

3.3. Anestezi Uygulamalar:

Tiim ratlara intraperitoneal ketamin hidrokloriir 60 mg/kg (Ketalar flk, Pfizer
llag, Istanbul, Tiirkiye) ve intraperitoneal ksilazin 6 mg/kg (Rompun %2, Bayer ilag,
Istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Genel anestezi altinda dncelikle biitiin ratlara DPOAE
yapildi ve beraberinde ABR testi uygulanarak isitsel esik degerleri elde edildi.
Odyolojik degerlendirme sonras1 yukarida bahsedilen intraperitoneal uygulamalar

gerceklestirilerek gruplar olusturuldu.

On giin sonra, ikinci dlgtimler sonrasinda 150 mg./kg. dozunda ketamin ve 10

mg/kg ksilazin intraperitoneal yolla uygulanarak étenazi uygulandi. Otenazi sonrasi

19



kadavralar dekapite edilerek koklealar1 ¢ikarildi ve ileride yapilacak histopatolojik

caligsmalarda kullanilmak iizere formaldehit i¢cinde tespit edildi.

3.4. Odyolojik Degerlendirme

3.4.1. Distortion product otoakustik emisyon (DPOAE) uygulamasi

Bu calismada OAElarin degerlendirilmesi icin DPOAE kullanilmistir. Tim
deneklere ¢alisma baslangicinda ve ilk dlglimden 10 giin sonra her iki kulaktan
DPOAE o6l¢iimii yapildi. DPOAE 6lgiimii Neuroaudio (Neurosoft / Rusya) cihazi ile
yenidogan probu kullanilarak yapilmustir (Sekil3.1). Olgiimler giiriiltii diizeyinin 50
dB’i gee¢medigi bir odada, cihazdaki prob kontrol gostergesi ve uyaran dalga

formunun uygun oldugu goriildiikten sonra yapildi.

Sekil 3. 1. Yenidogan probu ile DPOAE o6l¢iimii

DPOAE degerleri dis kulak kanalindaki iki adet uyaran (f1 ve f2) i¢in iki farkli
hoparlor kullanilarak elde edildi. f2 ve fl frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1) 1.22
olacak sekilde tutuldu. Uyaran siddeti fl1 frekansi i¢cin L1 ve f2 frekansi igin L2
olarak alind1 ve L1=55 ve L2=55 diizeyinde tutuldu. DPOAE lar, 2f1-f2 frekansinda
Olciildi. DPOAE, f1 ve f2’nin geometrik ortalamalarinda 988, 1270, 1778, 2222,
2500, 3200, 4444, 5000, 6154, 8000,8889,10000 ve 11429 Hz’deki sinyal-giiriiltii
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oranlar1 (SNR) kaydedildi (Sekil 3.2). Belirtilen frekanslar cihazin otomatik olarak

ayarladigi frekanslardir.

HT EA EFT EAR
DP-GRAM X DP-GRAM X
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I\ ]
1 £ N /
- /
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2 »,,Q. \ e \.
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E © \ \
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Sekil 3.2. Sag ve sol kulaktan alinan DPOAE yanitlar

3.4.2. Isitsel beyin sapi cevabi (ABR) uygulamasi

ABR o0l¢timleri Neuroaudio (Neurosoft / Rusya) cihazi ile ile cilt alt1 igne
elektrotlar ile iki kulaktan es zamanl olarak yapildi. Igne elektrodlar, aktif elektrot

vertekste, referans elektrotlar bilateral mastoid iizerinde ve toprak elektrot sirt

bolgesinde olacak sekilde yerlestirildi. (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. ABR 6l¢limii i¢in eletrotlarin yerlesimi

Insert kulakliklar ile klik uyaran verildi. Uyaricilar rarefaction polaritede
sunuldu. Filtre 100-3000 Hz; tekrar oran1 21,1/sn; zaman penceresi 15 msn olarak
ayarlandi. Sinyal averajlama igin 2000 6rnek alindi. Olgiim yapilmadan &nce
impedans bakilip, 0 ile 3 kOhm arasinda olmasi saglandi. Esik diizeyi, gozle
saptanabilen, tekrarlanabilirligi olan en diisiik siddet seviyesi olarak tanimlandi. Klik
uyaran, 80 dB nHL diizeyinde verilmeye basland1 ve descending metod ile siddet
diizeyi esige yaklasana kadar 10 dB’lik adimlarla azaltildi. Esige yaklasinca 5 dB’lik
siddet azaltmalar yapilarak esik belirlendi. Dalganin giivenilirligi agisindan her
Ol¢lim igin {ist liste en az iki trase olusturuldu. ABR esigi, ABR’nin II. dalgasinin

gozlenebildigi en diistik siddet seviyesi olarak tanimlandi (Sekil 3.4).
Olgiimler giiriiltii diizeyinin 50 dB’i gegmedigi bir odada yapild1. ilk 6l¢iimden

sonra ilag uygulamalar1 baglanmis ve 10 giin ila¢ uygulamasi sonrasi ikinci ABR

Olctimleri yapilmistir.
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Sekil 3.4. ABR ile esik ol¢iimii

3.5. istatistiksel Yontem

Istatistiksel analiz ve veri gorsellestirme i¢in R Project yazilimi kullanildi(77,
78). Degiskenlerin normal dagilima uyup uymadigini test etmek i¢in Kolmogorov-
Smirnoff, Shapiro Wilk ve Andersen Darling testleri uygulandi. Degiskenler normal
dagiliyor ise parametrik, dagilmiyor ise non-parametrik testler uygulandi. Calismanin
basinda her gruptaki ratlarin DPOAE ve ABR sonuglarinin rastgele dagilima uyup
uymadigr Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA), Welch testi ve Kruskal Wallis
varyans analizi ile test edildi. Dort ayr1 grubun 10. gilindeki Olc¢limleri arasindaki
degisim ANOVA ve Kruskal Wallis Varyans testi ile degerlendirildi. Varyanslarin
homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Homojen dagilim elde edilemiyor ise
Welch testi sonuglar1 dikkate alindi. Coklu karsilagtirma testleri varyanslarin
homojenligine gore secildi. Normal dagilim saglaniyor ve varyanslar homojen ise
Tukey, degil ise Games Howell testleri ile post-hoc degerlendirme yapildi. Normal
dagilim saglanamadigi durumlarda ise Dunn Testi uygulandi. Calismanin basindaki
ve 10 giin sonraki DPOAE degerleri ve ABR esikleri arasindaki farki karsilagtirmak
icin eslestirilmis 6rneklem t testi ve Wilcoxon Signed Rank Test kullanildi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tanimlayic1 istatistikler i¢in parametrik testlerde ortalama, standart sapma
(SS), degerleri, non-parametrik testlerde ise ortanca, ve kartiller aras1 agiklik (25. ve

75. ceyrek) degerleri verildi.
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4. BULGULAR

4.1. DPOAE Bulgularimin Degerlendirilmesi

Ilag uygulamasi éncesi ve sonrasi, gruplarin her bir frekanstaki DPOAE sinyal
girilti oran1 (SNR) sonuglar1 birbirleri ile karsilastirildi. Gruplar arasinda
karsilastirma yapmak icin ANOVA ve Kruskal Wallis varyans analizi uygulandi.
Farki yaratan grubu saptamak i¢in ise post hoc Tukey ve Dunn testleri uygulandi.
988 Hz, 1270 Hz ve 1778 Hz frekanslarindaki Ol¢iimlerde giiriiltii giicli sinyal
giiclinden fazla oldugu i¢in analiz yapilmadi. Gruplar arasinda herhangi bir frekansta

anlamli fark bulunmadi (p> 0.05). (Tablo 4.1).

25



Tablo 4.1. Ilag uygulamasi 6ncesi gruplara ve frekanslara gére DPOAE sonuglari

5000 6154 8000 8889 10000 11429
Grup | 2222 Hz | 2500 Hz | 3200 Hz | 4444 Hz Hz Hz Hz Hz Hz Hz
K 3.81 7.82 12.8 14.8 13.1 14.9 19 22.2 19.9 13.7
C 3.18 4.83 7.86 15.8 14.3 14.4 19.8 22.8 20.6 14.4
Ortalama

S 3.33 5.56 10.3 14.3 11.8 15.3 24.1 26.4 23 15.6
CS -0.25 5.46 7.32 17.1 17.9 20.5 23.8 23.5 26.1 14.4
K 6.1 7.6 11.8 13.1 10.4 14.4 13.1 20.1 18.3 11.4

2.25 5.55 6.85 13.8 11.6 9.2 19.5 259 19.6 12

Ortanca

5.55 6.55 9.9 14.1 13 13.5 27.5 26.5 16.9 13.6

CS 1.1 6.4 7.4 15.4 20.9 21.9 23.5 27.7 26.1 12.1
K 4.59 6.56 8.18 8.55 8.95 7.61 12.1 11 13 8.09

5.06 2.51 4.72 8.42 8.33 9.4 10.7 11.5 11.6 5.9

SS

S 4.01 591 7.34 7.77 9.01 9.94 11.8 10.7 11.6 10.9

CS 7.18 2.86 3 7.8 7.25 9.63 11.1 11.1 9.46 5.6

K 0.325 53 6.75 9.8 7.3 8.08 9.2 15.5 7.5 8.8
-0.325 3.28 6.43 7.95 7.03 6.88 10.5 10.8 9.6 10.3

%325
S -0.25 2.73 5.7 7.83 7.15 7.3 13.5 20.9 13.1 9.65
CS -7.0 6.2 6.1 11.9 12.1 14.1 13.3 14.8 21.4 10.6
K 7.63 9.6 19.7 16.5 13.8 21.6 29.6 33.1 31.6 16.1
6.07 6.65 7.67 22.9 21 21.6 26.6 31 30 18.4
%75
6.15 7.78 15.8 20.4 18.4 21.2 33.9 35.4 31.6 19.3
CS 6.63 6.77 8.3 21.5 23 27 31.7 31.1 322 17.9
P 0.371* | 0.291** [0.113* | 0.771%*% | 0.265% | 0.275%* | 0.497** | 0.664** | 0.472%* | 0.912%%*

*One Way Anova (Welch Testi)

** Kruskal Wallis Varyans Analizi
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Ilag etkisini incelemek amaci ile her bir gruptaki ilag &ncesi ve sonrast DPOAE
degerleri eslestirilmis orneklem t testi ve Wilcoxon signed rank testi kullanilarak

karsilastirild1 ve asagida belirtilen sonuglar elde edildi.
Kontrol Grubu: Tek doz intraperitoneal serum fizyolojik uygulanan bu grupta

tim frekanslarda DPOAE sonuglari agisindan ilag uygulamasi dncesi ve sonrasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenemedi (p > 0.05) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Kontrol grubunun ilag uygulamasi dncesi ve sonrasit DPOAE degerleri

Ortalama Ortanca SS Ort. Fark t P

22220 3.807 6.1 4.59 0.91 0.4393 0.668*
22228 2.893 3.8 5.8

25000 7.821 7.6 6.56 0.60 0.2368 0.817*
25008 7.221 7.8 4.92

32000 12.814 11.75 8.18 362 1.2995 0.216*
32008 9.186 8.45 5.67

44440 14.771 13.05 8.55 395 0.8464 0.413%
44448 11.514 10.25 8.3

50000 13.064 10.4 8.95 0.94 0.2710 0.790*
50008 12.121 10.75 6.6

61540 14.921 14.4 7.61 0.07 0.0283 0.978%
6154S 14.85 13.85 6.1

80000 19.036 13.1 12.06 390 0.6675 0.526*
8000S 22.243 21.8 10.38

88890 22.236 20.15 11 -0.98 0.2281 0.823%
8889S 23.221 20.7 10.12

100000 19.886 18.3 13 311 10.6699 0.525%
10000S 23 17.95 9.02

114290 13.686 11.45 8.09 20.20 0.0675 0.947%
114298 13.479 12.1 5.21

*Eslestirilmig 6rneklem t testi,

**Wilcoxon igaretli siralar testi

Sisplatin Grubu: Tek doz intraperitoneal 15 mg/kg sisplatin uygulanan bu
grupta 2222 Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz
ve 11429 Hz frekanslarinda uygula oncesi ve sonrast SNR degerlerinde istatistiksel

olarak anlaml diisiis bulundu (p<0.05) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Sisplatin grubunun ilag uygulamasi 6ncesi ve sonrast DPOAE degerleri

Ortalama Ortanca SS Ort. Fark t P
22220 3.179 2.25 5.06 6.37 30487 0.006*
22228 -3.193 -2.95 6.72
25000 4.829 5.55 2.51 760 32319 0.007*
25008 -2.771 -1.4 8.42
32000 7.864 6.85 4.72 717 37174 0.003*
32008 0.693 1.05 6.47
44440 15.757 13.8 8.42 10.4 35058 0.004%
44448 5.343 6.2 6.83
50000 14.343 11.55 8.33 9.99 34253 0.005%
50008 4.35 6.15 6.17
61540 14.379 9.2 9.4 774 1.9658 0.071*
61548 6.636 6.25 10.27
80000 19.757 19.5 10.66 11.6 ) 5287 0.025%
8000S 8.071 6.5 11.89
88890 22.757 25.85 11.5 14.4 33428 0.005%
8889S 8.343 6.85 10.49
100000 20.6 19.55 11.63 147 31181 0.008%
10000S 5.814 2.55 14.4
114290 14.407 12 59 13.4 3.4455 0.004%
114298 1.057 2.2 11.28

**Eglestirilmis 6rneklem t testi

Spirulina Grubu: 10 giin boyunca gavaj ile 1000 mg/kg/giin spirulina
uygulanan bu grupta tiim frekanslarda DPOAE sonuclar1 agisindan ilag uygulamasi
oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenemedi (p >0.05)
(Tablo 4.4).

29




Tablo 4.4. Spirulina grubu ilag uygulamasi 6ncesi ve sonrast DPOAE degerleri

Ortalama Ortanca SS Ort. Fark t p

22220 3.329 5.55 4.01 0.03 0.0201 0.984%
22228 3.293 4.15 6.2

25000 5.564 6.55 5.91 207 11031 0.290%
25008 7.643 7.6 4.44

32000 10.307 9.9 7.34 142 06156 0.549%
32008 11.736 11.4 6.89

44440 14.286 14.05 7.77 147 0.6819 0.507*
44448 12.814 11 5.89

50000 11.814 13 9.01 046 01622 0.874%
50008 12.279 9.2 7.6

61540 15.293 13.5 9.94 0.60 0.1624 0.874%
61548 14.693 14.7 7.6

80000 24.057 27.5 11.84 243 0.5671 0.580*
8000S 21.621 24.9 12.37

88890 26.386 26.5 10.66 0.79 0.1912 0.851*
8889S 25.593 29.55 10.84

100000 23.021 16.95 11.63 027 0.0602 0.953%
10000S 233 25.35 12.81

114290 15.593 13.65 10.89 1.08 0.2862 0.779%*
114298 14.507 12.8 6.74

* Eslestirilmis 6rneklem t testi

Sisplatin + Spirulina Grubu: Tek doz 15mg/kg intraperitoneal sisplatin
uygulanmas1 akabinde 10 gilin boyunca gavaj ile 1000 mg/kg/giin spirulina
uygulanan bu grupta 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz
frekanslarinda uygulama 6ncesi ve sonrast SNR degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir diislis saptand1 (p<0.05). 2222 Hz, 2500 Hz ve 3200 Hz frekanslarinda
ise uygulama Oncesi ve sonrast SNR degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamadi (p >0.05) (Tablo 4.5).

Ilag uygulamas: sonrasi gruplarin her bir frekanstaki DPOAE sinyal giiriiltii oram
(SNR) sonuglar1 birbirleri ile karsilastirildi.) Tlag uygulamasi sonras1 2222 Hz, 2500
Hz, 3200 Hz, 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz
frekanslarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.6).

30



Tablo 4.5. Sisplatin + spirulina grubu ila¢ uygulamasi 6ncesi ve sonrasi DPOAE

degerleri
Ortalama Ortanca SS Ort. Fark t P
22220 -0.25 L1 7.18 -1.60 -0.706 0.492%
22228 135 1.9 4.8
25000 5.464 6.4 2.86 L0 0815 0.430*
25008 4371 3.1 3.86
32000 7321 7.4 3 o8 0594 0.562%
32008 8.4 6.85 5.8
44440 17.107 15.45 7.8 5.86 2.201 0.046*
44448 11.243 1 6.45
50000 17.9 20.85 7.25 8.94 4.048 0.001*
50008 8.957 9.45 531
61540 20.529 21.85 9.63 P o 4908 < 001
61548 9.55 9.9 5.33
80000) 23.8 235 11.13 9.32 2.827 0.014*
8000S 14.479 13.85 8.01
88890) 23.457 27.7 11.09 .84 5397 0.037%
88895 14.621 13.15 9.62
100000 26.143 26.1 2.46 135 3.881 0.002*
100008 12.65 12.4 8.57
114290 14.371 12.05 2.6 5.69 3.885 0.002*
114298 8.686 9.1 4.75

* Eslestirilmis 6rneklem t testi
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Tablo 4.6. ilag uygulamasi sonras1 gruplara ve frekanslara gore DPOAE degerleri

Grup | 2222Hz | 2500Hz | 3200Hz | 4444Hz | 500Hz | 6154Hz | 8000Hz | 8889Hz | 10000Hz | 11429Hz
K 2.89° 7.22 9.19° 11.5° 12.1° 14.8 22.0° 23.0° 23.0° 13.5
C 23190 | 277 0.69" 5.34° 435" 6.64 8.07° 8.34" 5.81° 1.06
Ortalama
S 3.29° 7.64 11.7° 12.8° 12.3 14.7 21.6° | 25.6% 23.3 14.5
CS 1.35° 437 8.4° 11.2°¢ 8.96" 9.55 14.5° 14.6° 12.7° 8.69
3.80 7.80° 8.45 10.3 10.8 13.9° 21.8 20.7 18.0 12.1°
C 2295 | -1.40° 1.05 6.2 6.15 6.25" 6.50 6.85 2.55 2.2°
Ortanca
4.15 7.60° 11.4 11 9.20 14.7° 24.9 29.6 25.4 12.8
CS 1.90 3.10° 6.85 11 9.45 9.90° 13.8 13.1 12.4 9.10°
5.80 4.92 5.67 8.3 6.60 6.10 10.4 10.1 9.02 521
ss C 6.72 8.42 6.47 6.83 6.17 10.3 11.9 10.5 14.4 11.3
6.20 4.44 6.89 5.89 7.6 7.60 12.4 10.8 12.8 6.74
CS 428 3.86 58 6.45 531 533 8.01 9.62 8.57 4.75
=il 4.88 7.2 7.55 9.50 11.0 13.7 16.5 16.6 9.77
0425 C -6.90 | -5.58 -3.35 | 0875 -1.00 3.45 4.07 1.85 -2.65 -6.30
0.
-0.55 6.25 6.52 7.92 7.30 7.75 10.1 18.7 12.5 9.70
CS -1.82 230 6.25 7.15 7.53 7.67 10.7 10.6 8.32 6.45
6.58 10.1 11.4 15.8 14.2 17.1 29.3 31.7 30.1 16.5
C _
%75 0.10 3.53 3.15 7.28 6.72 6.38 6.90 7.07 6.75 6.45
7.40 9.57 18 16 14.6 20.2 30.5 34.8 33.0 17.3
CS 422 6.98 13.5 15.1 11.5 12.2 20.6 22.1 18.4 10.3
P 0.006% | 0.001%* | 0.003* | <0.001* | <0.001* | 0.001%* | 0.001%* | 0.003* | <0.001* | <0.001*

*Kontrol grubu, Spirulina Grubu ve Sisplatin+ Spirulina Grubu birbirleri ile ikili olarak
karsilastirildiginda anlamli fark gozlenmedi (p>0.05). °Sisplatin grubu ;Kontrol grubu, Spirulina
Grubu ve Sisplatint+ Spirulina Gruplart ikiserli olarak karsilagtirldiginda Sisplatin Grubunda daha
diistik SNR degerleri elde edildi(p<0.05).

*One Way Anova (Post HocTukey Testi ile)

** Kruskal Wallis Varyans Analizi (Post Hoc Dunn Testi ile)
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Ikili karsilastirma sonuglarina gore; 2222 Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444 Hz,
5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz frekanslarinda gruplar arasinda
anlamli fark bulunmustur (p<0.05) Sisplatin Grubunun SNR degerlerinin diger
gruplara gore anlamli sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir (p>0.05). (Tablo 4.7 ve
Tablo 4.8).

Tablo 4.7. Ilag uygulamasi sonrasi normal dagilim gdstermeyen DPOAE degerlerinin

gruplara ve frekanslara gore ikili karsilagtirmalar ile yorumlanmasi

2500 Hz p* 6154 Hz p* 11429 Hz p*
C CS 0.093 C CS 0.079 C CS 0.046
C K 0.003 C K 0.008 C K 0.008
C S 0.001 C S 0.006 C S 0.007
CS K 0.122 CS K 0.122 CS K 0.099
CS S 0.188 CS S 0.542 CS S 0.104
K S 1 K S 0.999 K S 0.999

*Post Hoc Dunn Testi’ne gore p degerleri tablosu.
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Tablo 4.8. Ilag uygulamasi sonrasi normal dagilim gésteren DPOAE degerlerinin

gruplara ve frekanslara gore ikili karsilagtirmalar ile yorumlanmasi

2222 Hz| p*
C 0.178 | 0.038 | 0.024%
CS — 0.896 | 0.814
— 0.998
3200Hz| p*
0.010%| 0.004%| <.001*
CS — 0.987 | 0.454
K — — 0.701
4444 Hz =
C 0.123 | 0.098 | 0.031
CS — 1.0 0.932
K — — 0.959
1

*Post Hoc Tukey Testi

4.2. ABR Esik Bulgularinin Degerlendirilmesi

5000Hz| p*
CS K S
C 0.248 | 0.013 | 0.011*%
CS o 1.00 | 0932
K — — 0.959
8000Hz| p*
C 0.404 | 0.006*| 0.009*
CS — [ 0.240 [ 0.309
K - o 0.999
8889 Hz| p*
C 0.379 [ 0.002%| <.001%
CS 0.133 | 0.033*
K 0.928
10000 .
Hz P
C 0.401 (0.001%( 0.001%
CS — [ 0592 | 0.079
K - - 1.000

Calisma 6ncesi bazal ABR esik degerleri saptandi. ilag uygulamasi éncesi ABR

esikleri bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Ilag uygulamasi 6ncesi gruplara gére ABR esik degerleri

Ortalama Ortanca SS %25 %75 p*
K 11.4 10 3.63 10 10
C 12.1 10 4.26 10 10 0.924
S 11.4 10 3.63 10 10
CS 11.1 10 2.89 10 10

*Kruskal Wallis Varyans Analizi
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llag etkisini incelemek amaci ile her bir gruptaki ilag dncesi ve sonrast ABR
esikleri eslestirilmis Orneklem t testi ve Wilcoxon signed rank testi kullanilarak

karsilastirildi.

Sisplatin Grubu ve Sisplatin + Spirulina Grubu ilag uygulamasi oncesi ve
sonras1 esikler karsilastirildiginda esiklerde yiikselme saptandi (p<0.05) Kontrol
Grubu ve Spirulina Grubunda ise ila¢ uygulamasi dncesi ve sonrasi esikler arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Ortalama fark degerleri ve test istatistigi (t)
degerleri yorumlanarak degisimin hangi grupta daha ¢ok oldugu incelendi. Sisplatin
grubundaki esik yiikselmesinin (ortalama fark:-17.1; t:8.83) sisplatin+spirulina
grubuna ( ortalama fark: -6.79; t:-6.03) goére daha bariz oldugu goriildii (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Ilag uygulamas: 6ncesi ve sonrasi gruplara gére ABR esik degerleri

Ortalama | Ortanca SS %25 | %75 |Ort.Fark t p

ABRO 11.4 10 3.63 10 10

K -1.43 1.00 1.0%*
ABRS 12.9 10 8.25 10 10
ABRO 12.1 10 4.26 10 10

C -17.1 8.83 | 0.001%*
ABRS 29.3 30 7.30 22.5 30
ABRO 11.4 10 3.63 10 10

S -1.72 2.00 |0.773%*
ABRS 12.1 10 4.26 10 10
ABRO 11.1 10 2.89 10 10

CS -6.79 -6.03 | <0.001*
ABRS 17.9 20 3.78 20 20

*Eslestirilmig 6rneklem t testi

**Wilcoxon igaretli siralar testi

[lag uygulamasi sonrasi gruplarm ABR esik degerleri birbirleri ile
karsilastirildi.  Gruplar arasinda karsilastirma yapmak i¢in normal dagilim
saglanmadigindan Kruskal Wallis varyans analizi uygulandi. Farki yaratan grubu
saptamak igin ise post hoc Dunn testi uygulandi. ilag uygulamasi éncesinde gruplarin
ABR esikleri arasinda anlamli fark bulunmaz iken ila¢ uygulamasi sonrasi Sisplatin
grubundaki ortalama ve ortanca ABR esiklerinin bariz sekilde yiiksek oldugu
gortldii (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Tlag uygulamas: sonrasi gruplara gére ABR esik degerleri

Grup Ortalama | Ortanca SS %25 %75 p*
K 12.9 10° 8.25 10 10
C 29.3 30 7.3 22.5 30
a <.001
S 12.1 10 4.26 10 10
CS 19.9 20% 3.78 16.3 20

* Kruskal Wallis Varyans Analizi (Post Hoc Dunn Testi ile)

Ikili karsilastirmalar ile Sisplatin + Spirulina grubu Sisplatin Grubu ile
karsilastirildiginda ABR yanit1 daha diisiik esik degerlerinde elde edildi. Sisplatin
Grubunda ise diger gruplara gore ABR yaniti daha yiiksek esik degerlerinde elde

edilebildi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. ilag uygulamasimin 10. giiniinde gruplara gére ABR esik degerlerinin

ikili karsilagtirmalar ile yorumlanmasi

ABRS p*
C CS <.001
C K <.001
C S <.001
CS K 0.007
CS S 0.011
K S 0.981

*Post Hoc Dunn Testi’ne gore p degerleri

K: Kontrol C: Sisplatin S: Spirulina CS: Sisplastin + Spirulina

*Kontrol grubu, Spirulina Grubu ile ikili olarak karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmedi (p>0.05).
"Sisplatin grubu;Kontrol grubu, Spirulina Grubu ve Sisplatin+ Spirulina Gruplar ikiserli olarak
kargilagtirildiginda Sisplatin Grubunda daha yiiksek esikler elde edildi(p<0.05).

abSisplatin + Spirulina grubu kontrol grubu ve Spirulina Grubu ile ikili olarak karsilastirildiginda daha
yiiksek esikler elde edildi. Sisplatin + Spirulina Grubu Sisplatin Grubu ile karsilastirildiginda daha iyi
esikler elde edildi.

Ek olarak her bir gruptaki ilag 6ncesi ve sonrasi II. dalga ABR latanslar1 eslestirilmis

orneklem t testi ve Wilcoxon signed rank testi kullanilarak karsilastirildi.
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Tablo 4.13. Ilag uygulamas: 6ncesi ve sonrasi gruplara gére ABR latans degerleri

Ortalama | Ortanca SS %25 %75 | Ort.Fark t p
ABRO 1.18 1.17 0.043 1.14 1.21
K 0.057 1.83 | 0.118*
ABRS 1.12 1.13 0.044 1.10 1.13
ABRO 1.16 1.14 0.039 1.13 1.17
C -0.178 | -5.15 | 0.002*
ABRS 1.33 1.35 0.067 1.27 1.37
ABRO 1.14 1.14 0.010 1.13 1.15
S -0.048 | -.170 | 0.140%*
ABRS 1.19 1.17 0.074 1.15 1.25
ABRO 1.28 1.28 0.009 1.27 1.30
CS -0.072 | 3.00 |0.078**
ABRS 1.33 1.36 0.055 1.29 1.37
*Eslestirilmis 6rneklem t testi
**Wilcoxon signed rank test
Sisplatin  Grubunda ila¢ uygulamasi Oncesi ve sonrasi latanslar

karsilastirildiginda latanslarda uzama saptandi (p<0.05) Kontrol Grubu, Spirulina

Grubu ve Sisplatin+Spirulina Grubunda ise ise ilag uygulamasi oncesi ve sonrasi

latans siireleri arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).
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llagc uygulamas: sonrast gruplarin ABR latans degerleri birbirleri ile
karsilastirildi.  Gruplar arasinda karsilastirma yapmak icin normal dagilim
saglandigindan ve varyanslar da homojen dagildigindan one way ANOVA
uyguland1. Farki yaratan grubu saptamak icin ise post hoc Tukey testi uygulandi. Ilag
uygulamasi sonrasi Sisplatin grubundaki ve Sisplatin+ Spriulina grubundaki ortalama

ABR latanslarinin diger gruplara gore uzun oldugu gortildii. (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. ilag uygulamasi sonras1 gruplara gore ABR latans degerleri

Grup Ortalama SS p*
K 1.12° 0.067
C 1.33° 0.075 < 001
S 1.19° 0.056 )
CS 1.33° 0.044
*One Way ANOVA

K: Kontrol C: Sisplatin S: Spirulina CS: Sisplastin + Spirulina

*Kontrol grubu, Spirulina Grubu ile ikili olarak karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmedi (p>0.05).

"Sisplatin grubu;Kontrol grubu, Spirulina Grubu ve Sisplatin+ Spirulina Gruplari ikiserli olarak
karsilastirldiginda Sisplatin ve Sisplatint Spirulina  gruplarinda ve daha uzun latanslar elde

edildi(p<0.05).
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5. TARTISMA

Sisplatinin isitme kaybi yaptig1 farkedildiginden beri sisplatin ototoksisitesi ve
onlenmesi hakkinda ¢aligmalar stiregelmektedir. Genel goriis sisplatinin indiikledigi
reaktif oksijen radikallerinin kokleada hasar olusturdugu yoniindedir. Bu da sisplatin
ototoksisitesini onlemek icin antioksidan ve antiinflamatuar ajanlarin kullanilmasi
gerektirdigi fikrini kuvvetlendirmis ve c¢alismalar bu yonde ilerlemistir. Giincel
yayinlarda beta glukan, resveratrol, Vitamin E, kafeik asit, etanercept, astaksantin
gibi pek cok antioksidan ve antiinflamatuar ajan c¢alisilmistir (59, 79-83). Bu
calismanin amaci da antioksidan ve antiinflamatuar etkinligi bilinen spirulinanin
sisplatin ototoksisitesine bagli i¢ kulak hasarini nleyip 6nlemediginin objektif isitme

Olciimleri (DPOAE ve ABR) kullanilarak arastirilmasidir.

Deney hayvanlarinda ototoksisite caligmalarinda OAE ve ABR tercih
edilmektedir. Literatiirdeki pek ¢ok yayinda tek bir yontem kullanilmaktadir. OAE
koklea fonksiyonunu yansitan, hizli, non invazif ve objektif bir testtir. Koklear
fonksiyondaki problemler saf ses odyometrisinde bulgu vermeden once OAE
sayesinde saptanabilir. Yiiksek frekanslarda ve 4-8 kHz araliginda DPOAE
seviyelerinin saf ses ortalamasi ile korele oldugu bilinmektedir (84). DPOAE,
kokleadaki dis tiiylii hiicre hasarina duyarli oldugundan ve yiiksek frekans kaybim
erken donemde tespit etmede duyarli oldugundan sisplatin ototoksisitesine dair
deneysel ¢aligmalarda en sik kullanilan odyolojik tetkik yontemidir. Bu nedenle biz
de calismamizda DPOAE’lardan yararlandik. Ek olarak, sisplatinin bilinen
norotoksik etkisi nedeniyle olas1 sensorindral kayb1 daha 1yi ortaya koyabilmek i¢in
ABR de uyguladik. ABR, vestiibiilokoklear sinirden beyin sapina kadar uzanan
isitsel yolaktaki elektriksel aktiviteyi degerlendirir. Insan ve rattaki ABR dalgalart
arasinda morfoloji, latans ve amplitiid agisindan farklilik gostermektedir. Insanlarda
ITI. ve V. dalgalar en yiliksek amplitiidlii dalgalar olmasina ragmen ratlarda bu II.
dalgadir. Insanlarda koklear sinir ABR’nin I. ve II. dalgalarini iiretebilecek kadar
uzunluga sahipken ratlarda sinir trasesi daha kisa oldugundan sadece I. dalgayi
uretebilmektedir. Ratlarda II. dalganin ana kaynagi koklear niikleus olarak kabul

edilmektedir ve insanlardaki IIl. dalganin eslenigi olarak diisiiniilebilir (85). Bu
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bilgilere gore ratlarda neden en biiyiik dalganin V. dalga olmadig1 anlasilabilir. Biz
de calismamizda II. dalgayr isaretleyerek esik degerlendirmesinde kullandik.
Sisplatine bagli koklea hasar1 tiiyli hiicreleri etkiledigi gibi spiral ganglion
hiicrelerini de etkiler. Bu ylizden hem kokleanin motor fonksiyonunu degerlendirmek
hem de beyin sapma kadar olan isitsel yolaktaki etkilenmeyi degerlendirmek
acisindan miimkiin ise hem OAE hem ABR kullanmak faydali olabilir. Biz de bu

nedenlerden 6tiirii calismamizda her iki testi de yapmayi tercih ettik.

Sisplatin ototoksisitesinin 6nlenmesine dair arastirmalardan bu tez ¢calismasinin
genel bilgiler boliimiinde de bahsedilmistir. Antioksidan ve antiinflamatuar ajanlara
ek olarak diger hastaliklar i¢in kullanilan pek ¢ok ilacin da otoprotektif etkisinin olup

olmadig: arastirilmistir.

Dasli ve arkadaslar1 etanercept kullanarak sisplatin ototoksisitesinin onlenip
Onlenemeyegi iizerine ¢alismislardir. Etanercept; anti tiimor nekrozis faktér (TNF)
etkisi olan immiinmodiilator bir ilagtir. Sisplatin baglanmadan Once ratlara tek doz
etanercept uygulanmis ve DPOAE ile etkisi 6l¢iilmiistiir. Olgiimler 9853 Hz’e kadar
yapilmustir. Ozellikle yiiksek frekanslarda etanerceptin koruyucu etkisi oldugunu ve
ototoksisite insidansini azalttigimi belirtmislerdir (83). Bu c¢alismanin 6nemli
kisitliliklart DPOAE 6l¢iimlerinin yani sira baska bir odyolojik dl¢im yapilmamis
olmasi, 10000 Hz o&tesindeki yliksek frekanslarin Olclilmemesi ve histopatolojik
inceleme bulunmamasidir. Bizim ¢alismamizda 11429 Hz diizeyine kadar DPOAE
yapilabilmis olmas1 da bir kisitliliktir. ABR yapabilmis olmamiz ise ¢galismamizda ek
bulgular elde edebilmemizi saglamistir. Dasli ve arkadaglar1 bu calismalarinda
proinflamatuar siireclerin inhibe edilmesinin de ototoksitenin dnlenmesinde 6nemli
olabilecegini gostermislerdir (83). Etanerceptin tek doz uygulanabilmesi ve piyasada
bulunabilmesi 6nemli bir avantaj gibi goriinse de net bir ototoksiste Onleyici ilag
onermeden once bu c¢alismanin ABR ve histopatolojik incelemeler ile

desteklenmelidir.

Bezgin ve arkadaslar1 da amiyotrofik lateral skleroz tedavisinde kullanilan

riluzole isimli bir ilacin sisplatin ototoksisitesi iizerindeki etkisini gine piglerde ABR
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ve elektron mikroskopisi kullanarak degerlendirmis ve hem elektrofizyolojik hem
yapisal olarak riluzole’lin koruyucu olabilecegini belirtmislerdir.(41) Bu ¢alismada
gine pig gibi kulak caligmalarinda insana daha yakin bir modelin kullanilmasi ve
elektron mikroskopisi uygulanmasi caligmanin en kuvvetli yani olmakla birlikte
riluzole gibi bir ilacin endikasyon dis1 kullaniminin giivenli olup olmadigina dair
daha ileri ¢aligmalar gereklidir. Bizim ¢aligmamizda rat kullanilmis olup otoloji
caligmalarinda gine pigten sonra ikinci sirada tercih edilmektedir ve elektron
mikroskopisi kullanilamamistir. Fakat ¢alismamizda kullandigimiz spirulina gida
destegi olup ila¢ kategorisinde yer almadigindan yan etki acisindan daha giivenli

olabilir.

Gozeler ve arkadaglar1 kalp yetmezliginde kullanilan kalsiyum duyarlastiric
ajan olan levosimendan iizerinde ¢alismislardir (86). Calismalarinin dizayni bizim
calismamiza ¢ok benzer sekilde Sprague Dawley ratlarda tek doz intraperitoneal 15
mg/kg sisplatin uygulamasini igermektedir. 10000 Hz frekansa kadar DPOAE
Olciimii yapabilmislerdir. Ek olarak kanda glutatyon peroksidaz ve siliperoksit
dismutaz enzimleri ile histopatolojide kaspaz 3 calismislardir. Sisplatin uygulanan
grup ile diger gruplar karsilastirdiklarinda sadece sisplatin uygulanan grupta daha
diisiik ortalama SNR degerleri elde etmislerdir. Sisplatin + levosimendan grubu,
sadece levosimendan grubu ve kontrol grubu arasinda anlaml fark bulamamaiglardir.
Bu sonu¢ levosimendanin koruyucu etkinliginin ¢ok yiiksek oldugu seklinde
yorumlanabilir. Bizim c¢alismamizda sisplatin ve spirulinanin birlikte uygulandig:
grubun ortalama SNR degerleri kontrol grubuna gore daha diisiik olsa da sadece
sisplatin uygulanan gruba gore daha yiiksektir. Spirulina, levosimendan kadar
basarili degildir sonucuna varabilmek i¢in daha ileri diizey c¢aligmalara ihtiyag
oldugu kesindir. Gozeler ve ark ABR oOl¢limii yapmamuglardir fakat kanda
antioksidan kapasiteyi degerlendirmis olmalar1 ¢alismalarina zenginlik katmis olup
bu konudaki ileri ¢alismalarda kanda antioksidan enzim diizeylerinin GSlgiilmesi
onerilebilir. Her ne kadar Gozeler ve arkadaslar1 levosimendan ile basarili sonug elde
etmis olsalar da bu ila¢ kardiyovaskiiler sistem {lizerinde etkileri olan pozitif inotrop
bir ilagtir. Ototoksisiteye karsi kullanilacak ajanlarda fayda-zarar dengesi gézetmek

ve sistemik yan etkilerden miimkiin oldugunca kaginmak ana felsefe olmalidir. Bu
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nedenle daha kolay ulasilabilen, sistemik yan etkileri daha az bulunan ve miimkiinse
dogal gida takviyesi seklinde kullanilabilen pek c¢ok madde de ototoksisite
caligmalarinda yer bulmustur. Biz de ¢alismamizda piyasada kolay bulunabilen bir

gida takviyesi olan ve ototoksisite alaninda ¢alisilmamis olan spirulinay1 kullandik.

Gingko biloba ve likopen de iyi bilinen iki antioksidan madde olup Esen ve
arkadaslar1 tarafindan sisplatin ototoksisitesinde c¢alisilmistir (87). 8000 Hz
frekansina kadar DPOAE uygulanan bu ¢alismada ginko bilobanin algak, likopenin
ise yiiksek frekanslarda koruyucu etkisinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Daha
yiiksek frekanslarin da calisilmamasi s6z konusu astirmanin zayif yoniidiir. Bizim
calismamizda da 11420 Hz ilizerine ¢ikilamamis olmasi da bir kisithlik olup, bu

kisitlilik ABR ile kismen de olsa giderilmeye caligilmistir.

Olgun ve arkadaslar1 resveratroliin sisplatin ototoksisitesindeki roliinii
incelemislerdir. DPOAE, ABR ve elektron mikroskopisinde resveratroliin olumlu bir
etkisini gosterememislerdir. Oral uygulanan resveratroliin diisiik dozlarda etkisiz
oldugunu, yiikksek dozlarda ise sisplatinin ototoksik etkisini gii¢lendirdigini
gbzlemislerdir. Elektron mikroskopisinde ise apoptotik etkileri geri dondiiremedigini

saptamislardir (36).

Spirulina yiliksek besin degerine sahip immiinmodiilatdr ve antioksidan etkisi
olan bir siyanobakteri tliriidiir. Antioksidan etkisi sayesinde karaciger bobrek ve
testislerde kemoterapiye bagl toksik etkileri azalttig1 gosterilmistir (88). Yapisinda
bulunan C-fikosiyanin pigmenti; siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivitesin arttirarak antioksidan etki gdsterir. Youn ve
arkadaslar1 superoksit dismutaz veya katalaz gibi etki ederek oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastiran ve oksidatif stresi azaltan tempol isimli bilesigin sisplatin
ototoksisitesini Onlemede etkin olabilecegini gostermislerdir (89). Sisplatine bagh
nefrotoksisite ve norotoksisitede de etkileri gosterilmistir (89). Biz de ¢alismamizda
benzer enzimler iizerinden etki gosteren spirulinayr degerlendirdik. Lee ve
arkadaslar1 farelerde spirulinanin noroprotektif etkisini incelemislerdir (90).

Spirulinanin reaktif oksijen radikali salimin1 azaltarak sinir hiicerelerindeki apoptozu
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azalttigin1 gostermislerdir. Ototoksisite olusumunda en 6nemli basamaklar, reaktif
oksijen tiretiminin verdigi hasar ve norotoksisite sebebiyle spiral ganglion hiicreleri
ve vestibiilokoklear sinirde olusan dejenerasyondur. Reaktif oksijen bilesiklerinin
olusumunu azaltan ve noroprotektif etkisi olduguna dair yayinlar bulunan spirulina

ile ototoksisite ¢alismalarina ihtiyag vardir.

Sisplatin ototoksisitesine dair uzun yillardir bilinen bir gergek siilfiir iceren
bilesiklerin koruyucu olabilecegidir. Sisplatin antitiimoral altivitesini gosterirken de
stilfiir baglarin1 hedefleyerek hiicre hasar1 olusturmaktadir. Bu alandaki ilk ve en
iddiali yaymlardan biri Campbell ve arkadaglarina aittir (91). Bu ¢alilmada sisplatin
oncesi 300 mg/kg dozda uygulanan D-methioninin sisplatin ototoksisitesinden tam
koruyucu oldugunu ABR esikleri ve elektron mikroskopisi vasitast ile
gostermislerdir. Ek olarak D- methioninin sag kalimi arttirdigin1 ve kemoterapiye
bagl kilo kaybmi azalttigini belirtmislerdir (91). Biz calismamizda glutatyon
mekanizmas1 lizerinden de etkinlik gosteren spirulina i¢in tam koruyucu etkinlik
gosteremedik. Hem sadece sisplatin hem de sisplatine ek olarak spirulina alan grupta
ABR esiklerinde yiikselme gozledik. Sadece sisplatin  uygulanan deney
hayvanlarindaki esik kaymasinin sisplatint+spirulina grubundaki hayvanlara gore
daha bariz oldugunu saptadik. Bu sonuglara gére spirulinanin tam koruma saglamasa

da kismi bir koruma sagladig1 yorumunda bulunabiliriz.

Calismamizda sisplatini takiben ratlara 10 giin boyunca gavaj ile 1000
mg/kg/gilin spiriluna verilmistir. Bu dozu belirlerken literatiirdeki diger calismalari
inceledik (92, 93). Ototoksisite ¢aligmasi bulunmamasina ragmen diger ilag
toksisitesine kars1 koruyucu etkinlik ¢alismalarinda 400, 500 ve 1000 mg/kg/giin gibi
dozlar uygulamalarin1 saptadik (92-94). Calismamizda Bousra ve arkadaslarinin
caligmasindaki gibi 1000 mg/kg/giin seklinde uygulama yapmayi tercih ettik (94).
Toz bir gida olan spirulina gavaj ile verilir iken su ile diliie edilmek durumunda
kalinmistir ve bu nedenle daha yiiksek dozlara ¢ikilamamistir. Spirulina kompozit bir
gida oldugu icin icindeki pigmentler ve antioksidanlar ayristirilarak daha diistik
dozlarda daha cok antioksidan etki gosterebilecek maddeler elde edilebilir. Ayni

sekilde sistemik dolasima verilebilecek maddeler de ayristirilabilir.
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Spirulinanin i¢inde bulunan C-fikosiyanin adli maddenin farelerde oksidatif
stresi azaltarak nefrotoksisiteyi onledigine dair yayinlar mevcuttur (88, 95). Kim ve
ark tarafindan yapilan calismada Korti orgami hiicre kiiltiiriinde C-fikosiyaninin
antiapoptotik etkisi oldugu gosterilmistir (96). C- fikosiyanin uygulanan hiicre
serilerinde rekaktif oksijen radikali birikimi azalmis apoptotik genlerin ekspresyonu
azalmistir. Hiicre kiiltiirlinde olumlu bir etki saptanmis olsa da fonksiyonel faydanin
otoprotektif etkisine dair bir hayvan ¢alismasi veya insanlarda yapilmis bir klinik
arastirmaya rastlanamamustir. Spirulina i¢indeki C-fikosiyanin veya klorofil-a gibi

pigmentler izole edilerek 6zellikle ototoksisite konusunda ¢alismalar planlanabilir.

Kalkanis ve arkadaslar sistemik yolla verilen tek doz E vitamininin sisplatin
ototoksisitesinden koruyucu oldugunu ABR esiklerini kullanarak gostermislerdir
(81). Paksoy ve arkadaslarida intratimpanik olarak verilen E vitamininin yan etki
bakimindan giivenli, otoprotektif etki acisindan da basarili oldugunu gostermislerdir
(97). E vitamini olduk¢a bilinen bir molekiil olmasina ragmen insanlarda sistemik
uygulamada hangi dozda giivenli ve otoprotektif olacagina dair kesin bir veri yoktur.
Calismamizda kullandigimiz spirulina yogun kivamli olmasi ve protein agisindan
zengin olmasi nedeniyle intratimpanik uygulamaya miisait degildir. Ancak iginde
bulunan bilesiklerden C- fikosiyanin gibi maddeler ekstre seklinde elde edilerek

intratimpanik etkinligi ileri ¢aligmalarin konusu olabilir.

Calismamizda literatiirde onerilen doza uygun olarak 15 mg/kg intraperitoneal
sisplatin verilen ratlarda 10 giin boyunca gavaj ile spirulina uyguladik. Ilag
uygulamalar1 oncesi ve sonrasinda DPOAE ve ABR ol¢iimleri yaptik. Sadece
sisplatin uygulanan ratlarda yiiksek frekanslarda bariz bir diislis bulduk. Hem
sisplatin hem spirulina alan grupta da ayni frekanslarda diisiis olmasimna ragmen
etkilenimin daha az oldugunu gozledik. Sisplatin grubunun oncesi ve sonrasi
DPOAE degerleri ile SisplatintSpirulina grubunun oOncesi ve sonrasi DPOAE
degerlerini yorumladik. Hangi grupta daha c¢ok degisim oldugunu saptamak igin;
ortalama fark, test istatistigi (t) ve p degerlerine bakarak sonuglar1 yorumladik. 2222
Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444 Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429

Hz frekanslarinda sadece sisplatin alan grupta ortalama fark degerleri daha yiiksektir
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yani sisplatinden etkilenim daha fazladir. t degerleri de sadece sisplatin alan grupta
SNR degisiminin daha biiyiik oldugunu dogrulamaktadir. Diger bir deyisle spirulina
sisplatinden etkilenimi tamamen Onleyememis ama ototoksik etkisini azaltmistir.
Benzer bir sekilde ABR sonuglarimiza da baktigimizda sisplatin grubundaki esik
yiikselmesinin (ortalama fark: -17.1; t:8.83) sisplatint+spirulina grubuna ( ortalama
fark: -6.79; t:-6.03) gore daha bariz oldugu goriildii. Ila¢ uygulamasi sonrasi
sisplatin grubundaki Sisplatin grubundaki ortalama ve ortanca ABR esiklerinin diger

gruplara gore anlamli sekilde yiiksek oldugunu gordiik.

Sisplatin veya kimyasal ototoksisiteye ek olarak akustik travmaya bagli i¢
kulak hasarinda da calisilmis cesitli antioksidan molekiiller mevcuttur. Corek otu
yag1l, metformin, oksitosin, timokinon ve curcumin gibi pek ¢ok molekiiliin akustik
travmada da faydali olabilecegi gosterilmistir (98-102). Bizim ¢aligmamizdan
esilenilerek spirulinanin akustik travma tizerindeki etkisi yeni bir ¢aligma konusu

olabilir.

flaca bagli veya akustik travmaya bagli ototoksisite iizerine ilag gelistirme
calismalar1 devam etmektedir. Bu alandaki yayinlarda calisilan pek ¢ok molekiil
(resveratrol, likopen, astaksantin, folik asit, gallik asit vb) recetesiz olarak temin
edilebilen gida takviyeleridir. Hastalarin da hem etkinlik hem de doz bakimindan
bilgilendirilmesi ve bu maddeler tavsiye edilecek ise uygun kullanim rejiminin
belirlenmesi 6nemlidir. Spirulinanin da otoprotektif dozunun belirlenmesi i¢in ek

calismalar yapilmalidir.

Sisplatin ototoksisitesine kars1 iizerinde tam bir goriis birligine varilmis bir ilag
veya gida destegi bulunmamaktadir ve giinlimiizde kemoterapétik ilaglarin i¢ kulakta
yaptigt hasarin Onlenmesi amaciyla c¢alismalar yapilmaktadir. Bu c¢alisma,
spirulinanin ratlarda sisplatin nedenli ototoksisite iizerindeki etkinligini arastiran ilk
caligmadir. Elektrofizyolojik olarak spirulinanin kismi de olsa koruyucu etkinligi
oldugu gosterilmistir. Insanlardaki etkinliginin gosterilebilmesi igin ileri klinik

arastirmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda ratlarda deneysel olarak sisplatin ile ototoksisitenin antioksidan

bir ajan olan spirulina ile azaltilabilir ya da 6nlenebilir olup olmadigi amaglanmustir.

Sisplatin grubundaki tiim ratlarda ortaya ¢ikarilan ototoksisite DPOAE ve ABR
ile gosterilmistir. Sadece sisplatin uygulanan ratlarda yiiksek frekanslarda bariz bir

diisiis goriilmiistiir.

DPOAE sonuglaria gore 988 Hz, 1778 Hz, 2222 Hz, 2500 Hz, 3200 Hz, 4444
Hz, 5000 Hz, 8000 Hz, 8889 Hz, 10000 Hz ve 11429 Hz frekanslarinda Sisplatin
grubundaki etkilenim Sisplatin+Spirulina grubuna goére daha fazladir. Diger bir
deyisle Sisplatin ve Spirulina alan ratlarda da ayni frekanslarda diisiis olmasina
ragmen etkilenimin daha az oldugunu gozlenmistir. Spirulina sisplatinden etkilenimi

tamamen Onleyememis ama ototoksik etkisini azaltmistir.

ABR sonugclarina gore sadece sisplatin alan ratlarin ABR esikleri diger gruplara
gore anlamli sekilde yiliksek bulunmustur. Sisplatin grubundaki esik ylikselmesinin

sisplatin+spirulina grubuna gore daha belirgin oldugu goriilmiistiir.

Kompleks bir gida olan spirulina 1000 mg/kg/glin seklinde gavaj ile
uygulanmustir. Ileri galigmalarda spirulinanim igindeki c-pikosiyanin gibi antioksidan
maddeler ayristirilarak verilebilir ve intratimpanik uygulama gibi alternatif uygulama

metodlar1 da denenebilir.

Bu calisma spirulinanin ratlarda sisplatin ototoksisitesi tizerindeki etkinligini
arastiran ilk calismadir. Sonuglarimiza gore spirulinanin sisplatin ototoksitesini
onlemede etkili bir antioksidan ajan olabilecegi elektrofizyolojik olarak
gosterilmistir. Hiicresel diizeydeki yapisal degisiklikleri saptamak icin elektron

mikroskobu ile yapilacak ileri histopatolojik caligsmalar gerekmektedir.
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