T.C.
CELAL BAYAR UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Anabilim Dali

TOPIKAL OLARAK KULLANILAN ANTIFUNGAL ILAGLARIN
OTOTOKSIK YAN ETKILERININ
HISTOPATOLOJIK OLARAK iINCELENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Gulay GUCLU ASLAN

Tez Danigmani
Dog. Dr. Asim ASLAN

Manisa, 2005



ONSOz

03.03.2000 tarihinde bagladigim asistanlik egitimimi tamamlamak
Uzere oldugum su son dénemde herkesden 6nce tesekkurl borg bildigim;
tum egitimim surecindeki teorik 6grenimimde, cerrahiye adim attigim her
asamada, tez ¢alismalarimin tamaminda bana her zaman destek olan, guiven
veren, bilimsel birikiminden etkilendigim 6zellikle de otoloji konusundaki
tecrubelerinden her zaman yararlandigim, asistanlik egitimine gosterdigi ilgiyi
daima sabir ve sefkatle yapabilmeyi basaran, hastalarina kargi yaklagsimina
hayranlik duydugum sayin hocam ve sevgili esim Dog. Dr. Asim Aslan’a
kalbimdeki tim minnet ve sevgiyle tesekkur ederim.

Olaganustu sabir ve hosgoru gordugum, asistani oldugum igin her
zaman kendimi sansli hissettigim, deneyim ve bilgilerinden yararlandigim
degerli hocalarim Prof. Dr. H. Halis Unl'ye, Prof. Dr. Onur Celik’e, Dog. Dr.
AliVefa Ylceturk’e ve Dog. Dr. Cemil Mutlu’ya tesekkiru borg bilirim.

Asistanlik surecimde her zaman yakinliklarini hissettigim, beraber
calismaktan mutlu oldugum, uzman olup ayrilan ve halen ¢alismakta olan
sevgili asistan arkadaslarim Op. Dr. Denizhan Ozkaya, Op. Dr. Murat
Egrilmez, Op. Dr. Gérkem Eskiizmir, Op. Dr. Dilaver Zencirci, Op. Dr. Kivang
Gunhan, Dr. Hasim Aydin, Dr. Ayca Aykut, Dr. Murat Songu, Dr. Belgin $Senol
ve Dr. Tuba Yeniel'e, sevgili hemsire arkadaglarima, odyometrist, sekreter
ve tum klinik ¢galiganlarina tesekkurlerimi sunuyorum.

Ayrica tez ¢alismalarim esnasinda hayvan ¢aligmalarinin zorluklarini
benimle paylasan ve unutulmaz desteklerini gérdigum Op. Dr. Kivang
Gunhan, Dr. Hagsim Aydin, Dr. Murat Songu ve histolojik ¢aligmalari titizlikle
yuriten Dog. Dr. Seda Vatansever’e tesekkir ederim.

Son olarak, her seyden degerli olan canim ailemi ¢gok seviyorum ve

onlara minnetlerimi sunuyorum.



ICINDEKILER

ONSOZz
ICINDEKILER

M.
Iv.

VL.
VIL.
VIil.
IX.

GiRiS
GENEL BILGILER

1. Otomikozis

i. Predispozan faktérler

ii. Patojenler

iii. Klinik bulgular

iv. Tani

v. Tedavi
2. Ototoksisite

i. Klinik bulgular

ii. Ototoksik sinerjizm

ili. Histopatolojik bulgular

iv. Odyolojik ve vestibiler monitdrizasyon
3. Apopitozis

i. Apopitozis mekanizmalari

il. Apopitozis regulasyonu

iii. Apopitozis ve ototoksisite
GEREC ve YONTEM

BULGULAR
TARTISMA

SONUG VE ONERILER
OZET

INGILizZCE OZET
KAYNAKLAR



. GIRIS

Otomikozis KBB pratiginde sik karsilasilan hastaliklardan biridir (1-5).
Otomikozis tedavisinde temel hedefler; semptomlarin dizeltiimesi, hastahgin
eliminasyonu ve rekirrensin 6nlenmesidir. Bu hedefleri saglayabilmek i¢in de
dis kulak kanalinin (DKK) sik temizlenmesi ve kuru bir ortam elde edilmesi
gerektigi savunulmaktadir. Bu amagla klasik olarak borik asit, asetik asit vb
kimyasal solusyonlarinin topikal olarak kullanimi énerilmektedir. Ancak son
yillarda klasik tedavi yontemleri ile elde edilen sonuglarin daha da
iyilestirilmesine yardimci olmak icin DKK’na topikal olarak antifungal ajanlarin
kullanimi da 6nerilmektedir (1-13). Timpan membranin intakt oldugu
vakalarda bu herhangi bir problem tegkil etmemektedir. Ancak topikal ilag
kullanimi orta kulak boslugunun direkt olarak dis kulak kanali ile iligkisinin
oldugu bazi durumlarda riskli olabilir. Bunlar;

1) ventilasyon tlp0 (VT) olan hastalar,

2) timpan membran perforasyonu olan hastalar,

3) acik mastoid kavitesi olan hastalardir.

Bu hastalarda da otomikozis gelisme sikhgli azimsanmayacak
oranlardadir. Boyle hastalarda DKK’na topikal olarak uygulanan antifungal
ilaglar orta kulakta yuvarlak pencere membranindan difflzyonla kohleaya
gecebilirler (14, 15). Ancak bu ilaglarin kohleaya gectikten sonra herhangi bir
hasara yol agip agmadiklarina yani ototoksik 6zelliklerinin olup olmadiklarina
dair literatUrde fazla bir veri yoktur (4, 6).

Bu calismanin amaci; kobaylarda (guinea pig) topikal antifungal ajanlarin
kohleada ototoksik hasara yol agip agmadiklarinin saptanmasi ve eger
ototoksisite var ise bunun apoptozis mekanizmasi ile olup olmadiginin

arastiriimasidir.



Il. GENEL BiLGILER

1. OTOMIKOZis

Otomikozis klasik olarak dis kulak kanali ve aurikulanin fungal
enfeksiyonlari olarak bilinmektedir. DKK’ nin fungal enfeksiyonlarini ilk kez
1843’ de Andral ve Gavarret ile 1844’ de Mayer tanimlamiglardir. Ancak
otomikoz terimini 6neren Virchow’dur (4). Son zamanlarda klasik otomikozis
taniminin orta kulak ve agik mastoid kavitelerin fungal enfeksiyonlarini da
icerecek sekilde genisletiimesi gerektigi de dnerilmektedir (3).

Otomikozis bazi nedenlerden 6turl sikhkla bir kulak burun bodaz uzmani
icin merak konusu olmustur. Birincisi, otomikozis eger klasik formunda
seyretmiyorsa yanlis tani konulabilir. Bundan baska otomikozis siklikla pek
¢ok DKK enfeksiyonu icin kullanilan tedavilere direnglidir. Hayati tehdit eden
bir hastalik olmamasina ragmen uzun sureli tedavi gerektirmesi ve
rekurrense egilimi nedeniyle hem hasta hem de hekim i¢in can sikici bir
hastaliktir. Ayrica DKK hastaliginin izole olup olmamasi, bagka bir sistemik
hastalikla iligkili olup olmamasi veya altta yatan immun yetmezlik hastaligiyla
iliskili olup olmamasinin saptanmasi agisindan klinisyene zorluk
yaratmaktadir (2).

Funguslarin primer bir enfeksiydz ajan mi yoksa DKK’ nin bakteriyel
toksinlerle temasi sonrasinda deriyi tutan sekonder patojen mi olduklari
konusu uzun sureden beri tartisiimaktadir. Ginamuzde funguslarin primer
patojen olabilecedini destekleyen bulgular giderek artmaktadir (2). 12.000°
den fazla eksternal ofitli kulagin incelendigi bir calismada etken olarak
funguslarin orani % 9 olarak bulunmustur (1). Ancak funguslar DKK’ da
saprofit olarak da bulunabilirler. Topikal veya sistemik antibiyotikler ile tedavi
edilen veya edilmeyen bakteriyel enfeksiyon varligi DKK’ nin fizikokimyasal

ortamini degistirerek funguslarin gogalmasini kolaylagtirir (16).



Predispozan faktoérler:

Otomikozisin rekdrrensini 6nlemek i¢in predispozan faktérlerin bilinmesi
¢ok dnemlidir. Bu faktorler degdisik iklim kosullari ve sosyal aligkanliklar
nedeniyle bolgeden bolgeye farkhlik gosterebilirler. Ancak her seyden 6nce
funguslar zaten havadan ve ev tozlarindan kolayca kulttr edilebilmeleri
nedeniyle otomikozis insidansi ylUksektir (2). Bununla birlikte tim funguslarin
cogalmalari igin U¢ temel faktore gereksinim vardir: Nem, is1 ve karanlik (17).
Bu agidan DKK funguslarin gogalmasi igin ideal bir gevre olusturmaktadir.
Ferguson ve ark. DKK’daki seriimenin invitro olarak funguslarin bayimesini
kolaylastirabildigini gostermislerdir (2). Fungal enfeksiyonlar sicak ve nemli
iklimlerde (tropikal ve subtropikal bélgelerde) daha sik meydana gelir. Diger
bélgelerde ise hastalarin pek ¢ogu sicak ve nemli havanin oldugu yaz ve
sonbahar aylarinda bagvururlar (5). Beaney ve Broughton tropikal tlkelerde
otomikozisin daha ylksek oranda gérilmesini terleme ile serimenin
kompozisyonunda meydana gelen degisikliklere baglamiglardir (2).

Otomikozis genel olarak kadinlarda daha sik (%80.5) gorultr (5).
Geleneksel bas orttusu giyilmesi de DKK’ daki nemliligi arttirabilecegi igin bir
risk faktérl olarak bildirilmektedir (3, 5). Paulose ve ark. otomikozisin en sik
20-30 yaglari arasinda goruldiigind bildirmelerine karsin Ozcan ve ark.
Turkiye'de 31 ile 60 yas arasinda goruldugunu tespit etmislerdir (3, 5).

Duzenli olarak yizmenin otomikozis i¢cin muhtemel bir predispozan faktér
oldug@u bildirilmigtir (3). Oliveri ve ark. ise tuzlu veya tatli su ile banyo
yapmanin belirgin bir risk faktort olmadigini bulmuslardir (2). Fakat DKK’ nin
karistirlimasinin hastaligin gelismesi agisindan en dnemli risk faktoru
oldugunu belirtmiglerdir. Perfore timpanik membrani olan hastalarda
otomikozis gelisme prevalansi % 3.4 — 20 arasinda bildiriimektedir (3, 5).
Bundan bagska otomikozis agik kavite mastoidektomi yapilan hastalarda ve
tikayici kulak kalibi olan igitme cihazlarini kullananlarda da siktir (16).

Vlcudun bagka bir yerinde dermatomikoz bulunmasi otomikozisin
rekurrensi agisindan bir risk faktort olabilir, ¢inkU viacudun degisik bolgeleri
arasinda kulaga otoinokiilasyon yapilabilir. Ozcan ve ark. baslangig
tedavisine direngli olan otomikoz hastalarinin % 50’ sinde dermatomikoz

varligi tespit etmiglerdir (5).



Beraberinde bir bakteriyel enfeksiyonun olmasi da otomikozis tedavisine
direncin bir g6stergesi olabilir. Ozcan ve ark. baslangig tedavisine direngli
otomikoz hastalarinin % 80’ inin mikst bir bakteriyel ve fungal enfeksiyonu
olduklarini bildirmektedirler (5 ).

Her ne kadar topikal antibiyotik ve steroid damlalari kullaniminin
otomikozis gelisimine predizpozan oldugu siklikla sdylense de klinik
calismalar bunu desteklememektedir. Topikal preparatlarin yaygin olarak
kullaniilmaya baglandigi son 20 yilda otomikozis insidansinda belirgin bir artis

saptanamamistir (2).

Patojenler:

Otomikozisin klinik hastalik surecinde sorumlu olarak suglanan pek ¢cok
fungal ajan mevcuttur. Bugune kadar degisik calismalarda 61 farkli sus izole
edilmistir (2). Fakat en sik rastlanan patojen ajanlar Candida ve Aspergillus’
tur.

Patojenler ilman iklimden tropikal iklime gectikce degisiklik gosterebilirler
(2). Fakat Candida ve Aspergillus suglari her iki iklimde de sik gorulir.
Penicillium da bitliin dinyada 6nemli oranda izole edilebilmektedir. Londra ve
isve¢’ de yapilan calismalar Candida suslarina hafif egilim gdstermistir.
Sicilya, Nijerya, Misir ve Burma gibi subtropikal ve tropikal tlkelerde ise
Aspergillus niger en sik izole edilen fungal ajan iken Candida sadece
vakalarin % 1-16’ si arasinda goérilmistir. Onemli oranda izole edilen diger

funguslar ise Penicillium (Misirda %17) ve Candida Parapsilozis’ dir.

Klinik Bulgular:

Otomikozis semptomlari hastadan hastaya degisiklik gosterebilir.
Hastalarin siklikla bagvuru semptomlari: kaginma, kulakta bir sey var hissi,
kulak agrisi, akinti, isitme kaybi ve ¢inlamadir. Otomikozisteki en sik goérulen
sikayet kulak kanalinin derinindeki kaginti hissidir. Hastalar siklikla kulak
kanalini dayanilmaz bir sekilde parmak veya bir alet yardimiyla kagimak
isterler. Boyle bir travmanin hastaligin gelisim ve ilerlemesine katkisi
olmayabilir. Ancak funguslarin subepidermal invazyonunu kolaylastirabilir.

Kasinti siklikla akintiyla birlikte olabilen derinde yerlesimli kint bir agriya



dénisebilir. inflame ve daralmis kanaldaki fungal debrislerin birikimi siklikla

iletim tipi isitme kaybina neden olur.

Tani:
Otomikozisli bir hastanin fizik muayenesi siklikla DKK’ da eritem ve

kanal icinde beyaz, gri veya siyah fungal debris varligini gosterir (Sekil 1).

SEKIL 1. DKK’'da otomikozise (Candida Albikans) ait beyaz hifler izlenmekte.

Otomikozisin erken evrelerinde debris minimal ve tespiti gi¢ olabilir. Daha
uzun sureli vakalarda debris DKK’ ni tamamen tikayabilir. Bu durumda

kulaginda yabanci cisim olarak pamuk aplikatérinin ucunun kaldigi



hastalarda gortlen pamuksu kitle gorinima izlenir. Karakteristik membran
olusumuna neden olan hif gogalmasi migcel olarak adlandirilir. Bunun
gorunimu ayni zamanda ‘i1slak gazete kagidr' veya ‘kurutma kagidr olarak da
adlandirilabilmektedir. Beraberinde serumenin de bulunmasi debrise siklikla
sari kahverengi bir gérunuam verir. Kulak karistirmasinin sebeb olabilecegi
travma kanamaya neden olup debrisin koyu kirmizi veya koyu lacivert
gorllmesine de sebeb olabilir. Bu nedenle etkili ve glvenli temizleme
tekniklerinin kullanimi hem tani hem de tedavi igin énemlidir. yi bir temizligin
sonucu olarak epitelin en ylzeyel tabakasi kaldirilabilecegi igin sikhkla
kanamali, kirmizi membrana (¢iplak subepitelyal yuzey) kadar temizligin
yapilmasi sdylenmektedir. Temizlik kanalin tamamen kurutulmasi ile devam
eder ¢unkd nem kalmasi fungus ¢gogalmasini provoke eder.

Egder otomikozisin tanisinda slphe varsa temizleme sirasinda ¢ikarilan
materyalin bir kismi mikroskopik inceleme igin ve bazen de kaltdr igin
ayiriilmahdir. Mikroskopik inceleme siklikla otoskopide her zaman
gorulemiyen tomurcuklanan mantarlar veya dallanan flamentleri gdsterir.
Nemli potasyum hidroksit preparati fungal elemanlarin gésteriimesinde
siklikla yardimcidir, fakat daha az siklikla géralen suslarin bazilarini
saptayamaz. Ciddi veya sasirtici bazi vakalarda spesmen fungal kultdr icin

mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilir.

Tedavi:

Otomikozis tedavisi son yillarda dikkate deger degisiklige ugramistir. Her
ne kadar genellikle dikkatli ve tam bir temizligin tedavinin kdse tasi oldugu ve
topikal ilaglarin rolt oldugu kabul edilse de optimal topikal ilag segimi
uzerinde bir gorus birligi yoktur. Yirminci yazyilin ilk 75 yilinda otomikozise
klinik yaklagsimda ¢ok az bir ilerleme saptanmisti. Sonralari Lawrence ve ark.
ve Maher ve ark. klinik hasta bakiminda en etkili ajani bulabilmek i¢in degisik
funguslara karsi ¢esitli ilaglarin invitro testini kullanmaya basladilar (11, 12).
Stern ve ark. otomikozisli hastalardan elde edilen patojenlere karsi 13 ajanin
invitro etkinligini arastirmiglardir (9). Buna goére nadir gorulen funguslara karsi
etkinlik genellikle zayif bulunmustu. Klotrimazol ise siklikla izole edilen

funguslara kargi en buyuk inhibisyon alanlari meydana getirmigti. Nistatin ise



en genig aktivite spektrumuna sahip olan preperatti. Merthiolate ise iyi

etkinlige sahip tek antimikrobial olmayan ajandi.

Bu calismada kullanilan antifungal ajanlar;

Nistatin ... Streptomyces noursei kultarinden izole edilmistir (18).
Kimyasal bakimdan bir tetraendir ve bir polien makrolid antibiyotiktir.
Sitoplazmik membranda sterol sentezini inhibe eder ve membran
permeabilitesinde artisa yol agarak hucre olumune yol agar. Nistatin ¢esitli
mantar turlerinin gelismesini inhibe eder. Buna kargi en fazla duyarli olan
mantarlar Maya mantarlaridir. Ozellikle Candida albicans infeksiyonlarinin
tedavisinde ve profilaksisinde kullanilir. Deney hayvanlarinda Histoplazma,
cryptococcus ve coccidioides enfeksiyonlarina karsi etkili bulunmussa da bu
tir mantar enfeksiyonlarina kargi kullaniilmaz. Dermatofitler Gzerine etkisizdir.
Antibakteriyel etkisi yoktur.

Otomikozis tedavisinde krem, toz, solisyon veya suspansiyon seklinde
kullanilabilir. Lawrence ve ark. efektif bir antifungal ajan oldugunu
bildirmislerdir (11). Stern ve ark ise mikroorganizmalara karsi en genis
spektruma sahip ajan olarak bulmuslardir (9). Than ve ark. 1 hafta icinde
hastalarin %80’ini tedavi eden ikinci en efektif olarak bulmuslardir (2). Smyth
ise mastoid kaviteleri tutan otomikozisi tedavi etmede ¢ok etkili bulmustur (4).
Gregson ve La Touche ise nistatin tozunun kullaniimasini tavsiye etmiglerdir
(4).

Nistatin gastrointestinal kanaldan ¢ok az absorbe edilir. Agizdan verildigi
zaman buyuk bir kismi absorbe ve inaktive ediimeden barsak [Umeninde kalir
ve fegesle atilir. Nistatin cilt, agiz, 6zefagus, barsak ve vajinanin candida
enfeksiyonlarinin tedavisinde lokal olarak kullanilir. Parenteral verildiginde
sistemik (dissemine) candida enfeksiyonlarinda kullaniimaz. Nistatine karsi
direng gelisimi bildirilmemistir. Nistatin nadiren yan tesir yapar. Alerjik

reaksiyona neden olmaz. Ancak lokal tahrig yapar.

imidazol ve triazol grubu ilaclar ... imidazol tiirevi ilaglar 1978'den
itibaren kullanima girmistir (18). Genis spektrumlu fungistatik ilaglardir. Cilt ve

mukozalarin mantar enfeksiyonlari ile kronik mukokttandz kandidiyazis



tedavisinde diger ilaglara gore Ustiinlik gbésterirler. Sistemik kullanilanlar
sistemik mantar enfeksiyonlarinin gogunda amfoterisin B’den daha etkin
degildirler, fakat ondan ¢ok daha az toksiktirler.

imidazol tiirevi antifungal ilaglardan sonra yapica onlara benzeyen N-
sUbstitlie triazol turevi fungistatik ilaclar gelistirilmistir. imidazol ve triazol
tdrevi antifungallere ortak bir adla azoller denir. Triazol tirevleri imidazol
trevleri ile ayni antifungal spektruma ve ayni etki mekanizmasina sahiptir.
Ancak triazol turevleri, sistemik veriliste imidazol tirevlerine gore U¢ noktada
ustlnluk gosterirler. Soyle ki triazol turevi ilaglar: 1) daha yavas metabolize
edildikleri i¢cin daha uzun etkilidirler ve doz intervalleri daha uzundur, 2) insan
hucrelerindeki sterol sentezi Gzerinde daha az etkilidirler. Bu nedenle direkt
toksik etkileri daha zayiftir, 3) imidazol turevi ilaglarin sistemik veriliste
yapabildikleri endokrin yan tesirleri gostermezler.

imidazol ve triazol tiirevi antifungal ilaglar mantar hiicrelerinin sitoplazma
membranindaki ana sterol bilesigi olan ergostreol’an sentezini 14-
metillanosterol’in desmetildihidrolansterola donusimu basamaginda inhibe
ederler. Bu donusumu yapan 14 a-demetilaz enzimi bir mikrozomal sitokrom
P450 turtdir. imidazol ve triazol tirevi ilaglar bu sitokrom P450’yi selektif
olarak inhibe ederler. Mantarlarin sitokrom P450’si imidazol turevlerine
memelilerin ayni enzimine kiyasla en az 1000 kez daha duyarhdir. Bu fark ve
selektiflik triazol tlrevlerinde imidazol tirevlerinde oldugundan daha fazla
(yaklasik 10 bin kez) dir. imidazoller ve triazollere maruz kalan mantar
hicrelerinde 14 a-metil steroller birikir ve bunlar membran fosfolipidlerinin
asll zincirlerinin normal diizenini ve membrana bagli belirli enzimlerin
fonksiyonlarini bozarlar; sonugta mantar hucrelerinin buyumeleri inhibe edilir.
Ayrica hicre permeabilitesi bozulur. Bu grup ilaglarin antibakteriyel etkisi
yoktur.

Azol antifungal ilaglardan klotrimazol, izokonazol, ekonazol, tiokonazol,
oksikonazol, sulkonazol ve butokonazol dermatofitozlara karsi ve sadece
lokal kullanilirlar. Bu ilaglar etkinlik ve yan tesirleri ydninden birbirlerine
yakindan benzerler. Uygulandiklari cilt bolgelerinden yavas olarak ve duguk
derecede absorbe edilirler. Belirgin bir sistemik etki olugturmazlar. Gebeligin

ilk i¢ ayinda kullanilmamalari tavsiye edilir. Baslica yan tesirleri



uygulandiklari yerde bazen eritem, kepeklenme, kasinti, ignelenme, 6dem ve

urtiker yapmalaridir.

Tolnaftat ... Toliltiyokarbamat’in naftil tirevi olan sentetik bir maddedir
(18). Hiflerin yapisini bozar ve duyarli funguslarin micelial blyumesini inhibe
eder. Dermatofitlere kargi etkilidir. Cilt Gzerindeki dermatofitozlara ve pitriazis
versikolora karsi %1’lik merhem, solisyon veya pudra seklinde kullanilir.
Tirnak veya kil folikllerini ilgilendiren enfeksiyonlarda etkisizdir. Candidalar
ve bakteriler bu ilaca direnglidirler.

Liston ve Siegel tolnaftati direngli otomikoz vakalarinda dnermektedirler
(13). Damato Aspergillus nigere karsi etkili oldugunu ve herhangi bir yan
etkisi olmadan iyi tolere edildigini bildirmektedir (10). Genellikle irritasyona

neden olmaz.

2. OTOTOKSISITE

Ototoksisite sik kullanilan degisik sayidaki ilaglara kargi gelisen bir yan
etkidir. Hawkins 1976’da ototoksititeyi sOyle tanimlamistir (19): Belirli
terapétik ajan ve diger kimyasal maddelerin i¢ kulak dokularinda ve 6zellikle
de 8. kranial sinirin kohlear ve vestibller parcalarinin end organlari ve
noéronlarindaki hiicresel dejenerasyon ve fonksiyonel kayba sebep olma
egilimleridir.

Sistemik kullanilan bazi ajanlarin ototoksik yan etkilere sahip olduklari
bilinmektedir. Bunlar icinde antibiyotikler (aminoglikozid grubu), loop
didretikleri, kemoterapotik ajanlar (sisplatin), salisilatlar bulunmaktadir. Ancak
cesitli nedenlerle kulaga topikal olarak uygulanan bazi ila¢ gruplarinin da
ototoksiteye neden olabilecegi bildiriimistir (20).

Ototopikal ototoksisite bazi faktorlerle iligkili olabilir (17):

1- Orta kulagin durumu ... Orta kulak mukozasinin inflamasyonu
ototoksik ajanin dagilmasina neden olur ve i¢ kulaga absorbsiyonu
engeller.

2- Timpan membran defektinin boyutu ... Genis timpan membran

defekti orta kulaga daha buylk oranda ajanin gegisine izin verir.



3- Ostaki tiip fonksiyonu ... Ostaki tiipiiniin agilabilirligi de ilacin maruz

kalma suresini etkiler.

4- Yuvarlak pencere membraninin durumu ... Topikal olarak kullanilan
bu ilaglar orta kulaga ulasip yuvarlak pencere ile temas edip buradan
difflzyon yoluyla i¢ kulaga gegebilmektedirler. Bunun disindaki muhtemel
gegcis alanlari (oval pencere nisinin anuler ligamani, fistila antefenestra,
mikrofissUrler ve vaskuler kanallar) cok daha az bir Gneme sahiptirler (21).

Yuvarlak pencere membrani orta kulak boglugunu labirentin sivilardan
ayirir. Goycoolea yuvarlak pencere membrani i¢in en az 4 potansiyel
fonksiyon belirlemistir (15):

1) Stapes tabani hareketinin neden oldugu mekanik enerjinin salinimi,

2) Ses enerjisinin labirentin sivilara girisi i¢in alternatif bir gegis alani,
3) Perilenfin sekresyon ve absorbsiyonu,

)

4) Savunma — antikor ve immunolojik hiicrelerin toplanma alani olarak,

Insan yuvarlak penceresi oval pencere nisi igindeki bir triangller reseste
yerlesmistir. Skala timpaniye dogru hafif konvekstir ve merkezde kenarlardan
daha kalindir. Skala timpaniyi orta kulak boslugundan ayirir. Vakalarin
yaklasik %20’sinde skala timpani orta kulak boslugundan yalanci bir yuvarlak
pencere membrani ile ayrilir. Yalanci membran trianguler fossayi Orten
mukozal bir ortudur. Yalanci membranin medial duvari ile gergek yuvarlak
pencere membrani arasindaki mesafe degisir. ilave olarak %11 vakada,
yuvarlak pencere membranini kaplayan yagli veya fibréz doku tikaci da
vardir.

Yuvarlak pencere membrani yari gegirgen, 3 farkli tabakadan olusur:

1.D1g tabaka orta kulaga bakar ve promontoryum ile devamhlik gosterir.
Algak kuboidal skuamoéz epitelden olugsmustur ve yaygin mikrovilluslar ile
birlikte siki baglanti kompleksleri ile karakterizedir. Mitokondri, diizgln
olmayan endoplazmik retikulum ve Golgi cisimleri az miktarda gorulebilir. Dig
membran bazal membranin Gzerine oturmustur.
2.0rta tabaka az miktarda sitoplazmasi olan fibrokistlerden olusan bir
tabakayi icerir. Kollajen ile dolu olan buyuk ekstrakapsuler bosluklar vardir.

Degisik miktarlarda elastin lifleri bulunabilir. Hem miyelinli hem de miyelinsiz
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sinir lifleri yuvarlak pencere membraninin orta tabakasi iginde izlenebilir ve
timpanik pleksustan koken almis gibi gérinmektedir. Yuvarlak pencere
membrani orta tabakasi icinde hem lenf hem de kan damarlari bulunur.

3.i¢ tabaka skala timpaniye bakar. Bu tabaka birbiri (izerine gegis gdsteren
hdcre gérinumu veren ve uzun lateral uzantilari olan skuamoz epiteli igerir.
Genis ekstrakapsuler bogluklar ve gevsek baglantilar vardir. Bu baglantilar i¢
kulagin ekstraselller bosluklar ile perilenf arasinda direkt temasa izin verir
gibi gérinmektedir.

Permeabilite;

Yuvarlak pencere membraninin orta kulak boslugundaki maddelere
permeabilitesi yuvarlak pencere membraninin 6zel bir fonksiyonuymus gibi
gorunmemektedir. Fakat Goycoolea'ya gore bu rastlantisal bir niteliktir.
Hayvan caligmalari yuvarlak pencere membraninin permeabilitesinin
asagidaki faktorlerden etkilendigini gostermektedir:

1) Potansiyel penetranin yapisi

Molekdl biyukligd ...... Klguk molekuller daha kolay penetre olurlar.
1000’den kuglik molekuler agirhigi olan molekiller en kolay penetre olurlar.

Molekdler konfigdrasyon ...... Molekul bigimi yuvarlak pencere
membranina penetrasyon yetenegini etkiler.

Molekdl

Lipofilisite
2) Yuvarlak pencere membraninin durumu

Kalinlik ...... Kalin yuvarlak pencere membranlari ince olanlara gore
penetrasyona daha direnglidirler.

3) Kolaylastirici ilacin varhidi ... Cesitli sayida kolaylastirici tespit edilmigtir.
Bu maddelerin varhgi yuvarlak pencere membraninin permeabilitesini
arttirmaktadir. Permabiliteyi arttirdigi gésterilmis olan maddeler pantokain,
histamin, prostoglandinler, I6kotrienler ve belki de en belirgin olani
stafilokokal ve streptokokal ekzotoksinleriigerir.

Penetrasyon 3 farkli mekanizma temelinde meydana gelir:

- Hucreler arasi diffuzyon yolu ile ... interepitelyal absorpsiyon sistemi

de denir.
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- Mikropinositoz yolu ile ... yuvarlak pencere membraninin

tabakalarinda pinositik vezikuller ve vakuoller saptanmistir.

- ¢ epitelyal hiicrelerin uzantilari yolu ile ... transepitelyal absorpsiyon

sistemi de denir.

Bagska bazi faktorlerin de orta kulakta bulunan toksinlere maruz kalmaktan
yuvarlak pencereyi korudugu gosterilmistir. Normal insan temporal
kemiklerindeki histolojik ¢galisma sonuglari orta kulaktan yuvarlak pencere nisi
yolu ile yuvarlak pencere membranina gegisin spesmenlerin % 70’ inde
mukoperiosteal katlantilar tarafindan sinirlandigini géstermektedir. %
30’unda ise bu katlantilar nisi tamamen tikamaktadirlar. Bundan baska
yuvarlak pencere niginin derinligi degiskendir ve bazi vakalarda yuvarlak
pencere membrani derinde yerlesip ototoksinlerden iyi bir sekilde korunur.
Son olarak orta kulak mukozasinin kalinlagsmasi veya yuvarlak pencere
yakinlarinda mukus yapiminda artig potansiyel olarak zararli ajanlara kargi
diger bir bariyerdir.

5- Kullanilan ajanin konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi.

Klinik Bulgular:

ilaglara bagli ototoksisitenin en fazla gériilen semptomlari tinnitus, isitme
kaybi ve bag donmesidir. Cogunlukla tinnitus en sik gérilen semptomdur ve
ardindan olusabilecek pek ¢ok toksik etkinin erken habercisidir. Tinnitus
genellikle yuksek perdeli ve 4 ile 6 kHz arasinda dedisen frekanstadir.
Siklikla isitme kaybindan 6nce ortaya ¢ikar ve onun yerini alir. Tinnitusun tam
olarak kaybolmasi nadirdir. Ancak zamanla noral elemanlarin dejenere
olmasi ile tinnitus siddetinde azalma olabilmektedir. isitme kaybi ve tinnitus
genellikle bilateral ve hemen hemen simetriktir. Bununla birlikte bu
semptomlar unilateral oldugunda ototoksisite yoktur denemez.

Vestibuler fonksiyon bozuklugu nadiren kendisini gergek vertigo olarak
gosterir, daha siklikla dengesizlik seklindedir ve hastalar ‘dizziness’ veya
denge kaybindan yakinir. Vestibuler semptomlar tam vestibuler kayip
gelismedikgce, merkezi kompansatuar mekanizmalarin bir sonucu olarak
zamanla azalma egilimindedir. Nistagmus olabilir ya da olmayabilir.

Ototoksisite sonucu olusabilen tipik vestibuler fonksiyon bozukluguna bagli
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olarak hastalar, oryantasyonu saglamak igin gorsel ve propriyoseptif bilgiye
daha fazla gereksinim duyarlar. Dolayisiyla gorsel ve propriyoseptif
fonksiyonlari bozulmus daha yasli insanlarda klinik vestibuler bulgular daha
ciddi olabilmektedir.

Bazi hastalar ototoksisite i¢in daha yUksek risk tasir. Odituar ve vestibuler

ototoksitite igin potansiyel olarak daha yiksek risk durumlari sunlardir;

e Bodbrek yetersizligi

e Karaciger yetersizligi

o Bagisiklk yetersizligi

e lleriyas

e Ototoksisite dykusu olmasi

e Bilinen ototoksik ajanlarin ayni zamanda kullaniimasi
e Gdrdltiye maruz kalma

e Onceden sensorinéral tip isitme kaybi olmasi

o Kollajen-vaskuler hastaliklar

Ototoksik sinerjizm:

llaglar: Ayni anda birkag ototoksik ilag birden uygulanirsa ototoksisitenin
ortaya ¢ikmasi daha muhtemeldir (16). Hatta her bir ilag tavsiye edilen doz
limitleri icerisinde kullanilsa bile bu durum gegerlidir. Bunun klasik ornegi
aminoglikozid ve loop dilretik etkilesimidir. Aminoglikozid verilmesini takiben
loop dilretigi verildiginde korti organinda gézlenen hasar tek basina
aminoglikozid kullanildiginda meydana gelenle aynidir fakat daha dugsuk
toplam dozda ve genellikle de ¢cok daha hizli meydana gelir. Ototoksik
etkilesim loop inhibisyonu yapan diuretiklere spesifikmis gibi goriunmektedir,
aminoglikozidlere spesifik degildir. Etakrinik asitin viomisin, kapreomisin ve
polimiksin B ile etkilesimi aminoglikozidlerin etakrinik asit eklendiginde
olusturduklari kohlear tiyll hicre hasarina benzerdir.

Eger loop diuretigi aminoglikozidten dnce verilir ise kohleotoksik etki her iki
ilacin tek basina kullaniminin olusturdugundan farkli degildir. Bununla birlikte
eger aminoglikozid dnce verilir sonra ditretik verilirse kohleotoksik etki artar.
Bu durum aminoglikozidin i¢ kulak hiicre membrani ile etkilesiminin hicre

membrani permeabilitesini arttirmasiyla agiklanabilir. BOoylece daha yuksek
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konsantrasyonda loop diuretiginin hicrelere penetre olmasi kolaylagsarak

daha ciddi hasar olmasina neden olur.

Gurultiye maruz kalma ve ototoksisite: Gurlltiye maruz kalmanin
ilaglarin neden oldugu kohleotoksisiteye duyarlligi arttirdigi bildirilmistir (16).
Bu konuda genellikle kanamisin ¢aligiimig ve gurultt ve ilacin etkisinin aditif
bir etkiden ziyade sinerjistik oldugu ileri suralmustar.

Aspirin ile guraltunun etkilesimi hakkindaki ¢aligmalarin sonuglari ise
celigkilidir. Bazi galismalarda aspirin ve gurultinin birlesik etkisinin igitme
kaybi duslnuldigu zaman aditif 6zellikte oldugu bildiriimektedir (22, 23).
Carson ve ark. yiksek doz aspirin ve guriltiye maruz kalma birlikte
oldugunda guglendirici bir etkiye sahip olduklarini ileri sirmustar (24). Her
ikisine de maruz kalan hayvanlardaki taylu hicre kaybi tek basina gurultt
veya aspirinin neden oldugundan ¢ok daha fazladir. Buna karsilik Woodfort
ve ark. gurultl ve aspirine maruz kalan grupta isitme esiklerinde anlamli bir
fark bulamamiglardir (25). Bazi ¢aligmalarda gurultinin neden oldugu i¢
kulak hasarini takiben kohlear vazokonstruksiyon oldugu belirtilirken
bazilarinda da yuksek siddette gurultiye maruz kalindiktan sonra kan
akiminda ¢ok belirgin artis oldugu ileri surdimustur (16). Eger bu ikinci fikir
dogru ise kohlear kan akimindaki artisin daha ylksek oranda salisilatin i¢
kulaga gegmesine ve sonug olarak daha buyuk isitme kaybina yol agacagi

dusunulebilir.

Histopatolojik Bulgular:

Bugune kadarki galismalarda en sik aminoglikozid grubu antibiyotiklerin
ototoksisiteleri galisiimigtir. Yapilan hayvan ¢aligmalarinda aminoglikozidlerin
korti organinda ve vestibuler makulada baglandigi bolgeler bulunmustur.
Farkli aminoglikozidlerin tercih ettikleri hiicre tipleri arasinda farkliliklar vardir.
Bu da, neden bazilarinin daha ¢ok kohleotoksik (kanamisin, tobramisin,
amikasin, neomisin, dihidrostreptomisin), bazilarinin da vestibulotoksik
(gentamisin, streptomisin) etki gosterdigini agiklar. Bazal kivrimdaki ilk sira
dis tlyli hiicreler (DTH) apikal i¢ tiiylii hiicrelerden (iTH) ve Tip | hiicreler Tip

Il hiicrelerden daha dnce etkilenir. TUyla hicre kaybinin ilerlemesi bazalden
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apikale ve DTH’ den ITH’ ye, ITH’ den destek hiicrelerine ve buradan spiral
ganglion hucreleri gibi daha santral yerlesimli noral yapilara dogrudur. Bu
ilerleme nedeniyle kohleotoksik aminoglikozidler klinik olarak ilk dnce ylksek
frekanslarda isitme kaybina yol acar.

Ancak aminoglikozid ototoksisitesine ait hasarin boyle bir ilerleme
gostermeden direkt olarak daha santral yerlesimli yapilari da etkilemesi
mumkUindir. Yakin zamanda yapilan bir galismada, uzun sireli tobramisin
tedavisinin ototoksik etkileri temporal kemiklerde histopatolojik olarak
incelenmistir (26). Arastirmacilar spiral gangliyonlardaki dejenerasyonun
aminoglikozidlere bagli ototoksisitenin primer bulgusu olarak ortaya
cikabilecegi duslincesine varmiglardir. Bu ototoksik bulgudan, tuyli hiicreler
ve ganglion hucreleriyle etkilesime girerek i¢ kulagin hasar gormesini
engelleyen noérotrofinlerin ve asidik fibroblast blylime faktora gibi trofik
faktorlerin yetersiz olusunu sorumlu tutmuslardir. Klinikte bunun yansimasi
ise konugsmay! ayirt etme skorunda dugme seklinde olacaktir.

Vestibuler sistemde krista ampullaris toksisiteye kargi makula utrikuliden,

makula utrikuli de makula sakkuliden daha duyarlidir.

Hayvan galismalarinin klinige uyarlanmasi ... Hayvan toksisite
verilerinin hangi oranda insanlardaki klinik tedavi protokollerine gergekgi
olarak uygulanabilecegi agik degildir. Kanita dayali tipta hayvan verileri en
dusuk kanit kategorisi olan D seviyesinde yer almaktadir. Bununla birlikte
kanita dayali tibbin insanlardaki spesifik durumlar igin tedavi protokollerinin
etkinligini karsilastirmak amaciyla diazyn edildigi unutulmamahdir. Yan
etkilerin riskini veya toksik etkileri degerlendirmek i¢in dizayn edilmemistir.
Hayvan toksikolojisi yeni ilaglarin degerlendiriimesinde ¢ok énemli bir
pozisyonda oldugunu belitmek gerekir. Eger yeni potansiyel bir ilacin hayvan
modellerinde toksisitesinin olmadigi gosterilmezse (Faz 1 ¢alismalar) sonraki
gelistirme ¢alismalari genellikle durdurulur. Eger belirgin bir terapotik
ustinltgu gosterilemezse, hayvanlarda ototoksik potansiyeli oldugu
gosterilmis bir ilacin FDA tarafindan insanlarda topikal orta kulaga

uygulanmasinin kabul edilmesi sansi duguktur.
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Hayvan ototoksisitesi ile insan ototoksisitesi arasindaki farki agiklayan en
az 2 muhtemel neden vardir (27):

Birincisi, insanlardaki korti organi ototoksik ilaglara deney
hayvanlarindakinden farkli bir duyarliliga sahip olabilir. Bununla birlikte bunu
destekleyecek bir kanit yoktur. Sistemik olarak verilen aminoglikozidlerin
ototoksisitesini degerlendiren ¢alismalar kendine 6zgu duyarhhk farkhliklari
gOrusunu desteklemez.

Ikincisi, topikal ototoksik ilaglarin i¢ kulak sivilari ve korti organina verilig
derecelerinde farkliliklar olabilir. Verilig farkliliklari orta kulak boslugundan

kohlear sivilara molekdllerin farkli diffzyon oranlarina baglidir.

Hayvanlar ve insanlar arasindaki farkliliklar ...
*Anatomik farkliliklar : insan yuvarlak pencere membrani inferiorunda

hipotimpanumun bulundugu bir trianguler fossa igine girinti yapar (Sekil 2).

SEKIL 2. insanda yuvarlak pencerenin gériinimii (sag kulak).

Dik pozisyonda orta kulak bosluguna yerlestirilen materyallerin yuvarlak

pencere membranindan uzaga dugmeleri ve hipotimpanumda gollenmeleri
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mumkandur. Orta kulak boglugunun sivi ile tamamen doldurulmasi sivinin
Ostaki tUpunden kagmasina sebeb olabilir. Sonug olarak insanlarda orta kulak
bosluguna konulan sivi yuvarlak pencere membrani ile yogun bir temas
zamanina sahip olamiyabilir. Buna karsin hayvanlar adeta orta kulak
bosluguna sokulmus bir yuvarlak pencere membranina sahiptirler. Yuvarlak
pencere membrani dyle bir sekilde yerlesmistir ki temas suresi insanlarda
oldugundan belirgin derecede daha uzundur.

Yuvarlak pencere nisinin kemik sinirlarini érten yalanci bir mukozal
membrana sahip énemli sayidaki kulaklarin varli§i veya yuvarlak pencere
membrani Uzerindeki yagli veya fibréz doku tikaglarinin varligi orta kulak
sivilarinin yuvarlak pencere membrani ile temasini onleyebilir. Bu kulaklarda
en azindan orta kulak bogluguna konulan maddelerin yuvarlak pencere
membrani ile temasa gelmeleri gok dusuk bir ihtimal olup kohleaya
penetrasyonlari da zordur.

insan yuvarlak pencere membraninin kalinligi ile deney hayvanlarinin
kalinh@r arasinda belirgin farkhliklar vardir: kemirgenler 10-14 um, kediler 20-
40 pm, resus maymunu 40-60 pm, insanlar 40-70 pm.

Kalinliktaki farkliliklar genellikle yuvarlak pencere membraninin orta bag
dokusu tabakasinda en belirgindir. Kalinligin yuvarlak pencere membran
permeabilitesinin temel belirleyicisi oldugu derecede insanlar deney
hayvanlarina gore daha iyi korunuyorlarmis gibi goérinmektedir.

Her ne kadar sistemik olarak incelenmemis ise de Ostaki tipU
fonksiyonundaki farkliliklar da orta kulak bosluguna yerlestirilen materyallerin
ototoksik potensiyellerini etkileyebilir. Eger orta kulak bogluguna yerlestirilen
materyaller 6staki tuplinden hizla kagarsa yuvarlak pencere membrani ile

temas suresi sinirli olacaktir.

*Anatomik olmayan farkliliklar: mukopurulan eksudali veya eksudasiz kalin
mukozal 6dem varhgi orta kulak ototoksik preparatlarinin yuvarlak pencere
membrani ile temasina belirgin derecede fiziksel ve/veya mekanik bariyer
olusturabilir.

Otitis mediasi olan hayvanlarin yuvarlak pencere membranlarinda zaman

icinde belirgin degisiklikler gorulmuastur. Vaskularitede artig, immun reaktif
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hdcrelerin infiltrasyonu ve zamanla membranin kalinlagsmasi gorular.
Yuvarlak pencere membran permeabilitesinin artmig yuvarlak pencere
membran kalinh@i veya orta kulak boslugunda artmis kollajen nedeniyle

azalabilecegi ileri suralmustur.

Odyolojik ve vestibliler monitérizasyon:

Bugun igin ototoksik bir ajanla kargilagmig bir hastada odyolojik olarak
uygulanabilecek standart bir form yoktur. Rutin konusmayi ayirt etme testi ile
saf ses odyometrisi minimum duzeyde test gereksinimini karsilamaktadir.
Elektrokohleografi ototoksisiteyi erkenden belirleyebilen bir testtir. Ancak
pahall olmasi ve uygulama zorlugu rutin kullanimi guglestirmektedir.
Odyometriye uyum saglayamiyan kuguk ¢ocuklarin degerlendiriimesinde de
ABR veya otoakustik emisyon kullanilabilir.

Ozellikle aminoglikozid ve sisplatin gibi ajanlar ilk 6nce yiiksek frekansli
isitme kaybina sebeb olduklarindan ayni zamanda yuksek frekans
odyometrisi de monitérizasyonda kullanilabilir.

Vestibulotoksik etkiler ise vestibller testler ile saptanabilir. Hastalarin gogu
kalorik test, donen koltuk veya platform posttrografi testine ya uyum
sagliyamaz yada gonulsuzdur. Yataga bagli hastalarda pozisyonel
nistagmus, postural bakis (gaze) testi ve bas sallama testi gibi yatak basi
testleri uygulanabilir. Bunlara ek olarak yatak basinda buzlu su ile kalorik
test, ucuz ve kolay yapilan bir testtir. Bitermal kalorik test, donen koltuk ve
platform testi oldukga yararl bilgiler verebilmektedir. Kalorik testle olugsmus
nistagmusun yavags fazinda azalma erken vestibulotoksik etkiyi
gOsterebilmektedir.

Son zamanlarda vestibuler sistem fonksiyonel bozukluklarini belirlemek
icin farkl vestibller end-organlardan kaynaklanan ‘short latency vestibller
evoked potentials ‘ (VSEP) degerlendiriimektedir. Bu test 6zellikle fonksiyonel
vestibulotoksisitenin baslangi¢ evrelerinde duyarlidir. VSEP’lerin deney
hayvanlarinda gerek vestibuler gerekse igitsel end-organ fonksiyonu
Uzerindeki etkileri incelendiginde ilaglarin vestibller ve odituar sistem Uzerine
segici etkilerini dogrudan objektif olarak belirlemede testin {UBPyi

tamamlayici olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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3. APOPITOZiS:

Apopitozis, genlerin etkisinde olugan programli hiicre 6luma, intihari olarak
tanimlanmaktadir (28). S6zclk anlami yaprak dokamuaduir ve ilk kez 1970'li
yillarda kullanilmigtir.

Organizmada hUcre populasyonu, proliferasyon ve apopitozisin
baskilanmasi veya uyarilmasi yoluyla diizenlenir. infeksiyon, gesitli kimyasal
ve fiziksel ajanlar ve yaslanma gibi etkiler sonucunda olugan serbest oksijen
radikalleri ve iskemi, hiicrede zedelenme olusturur. Hlicrenin yaniti bazi
durumlarda adaptasyon (onarim), ancak ¢gogunlukla 6lim bigcimindedir.
Hucre 6lumu ikiye ayrilir: Apopitozis ve nekrozis. Apopitozis programli hicre
Olimundn bir formu olup istenmeyen veya zararli hiicrelerin kontrolli bir
sekilde ortadan kaldiriimasi olarak bilinir. Nekrozun aksine apopitozis
inflamatuar bir cevap veya takip eden sekonder bir hasara neden olmaz.

Tablo 1' de apopitozisin nekrozdan farkhliklari 6zetlenmistir.

TABLO 1. Apopitozis ve nekroz arasindaki farkhliklar.

Ozellik Nekroz Apopitozis

Uyaranin kaynagi iskemi, toksik ajanlar Bazi fizyolojik, patolojik olaylar

Histolojisi Hucrede sisme, karyoliz, Piknoz, niikleusta kondensasyon,
sitoplazmik organel yikimi sitoplazmada apoptotik cisimler

DNA kiriimasi Rastgele, yaygin interniikleozomal

Cevre dokuda histoloji inflamasyon bulgulari Fagositer hiicreler egemendir

Apopitozis organizmada pek c¢ok fizyolojik ve patolojik sirecte yer alir. Bu

olaylar sunlardir:
1- Embriyogenezde bazi organlarin bogluklarinin olusumu,

2- Hormon duzeyinin dusmesine bagli involusyon (menstriel siklusda,

postmenopozal donemde genital organlarda),

3- Hizli prolifere olan hicrelerde hiicre popilasyonunda homeostazin

saglanmasi (cilt epitel hucreleri, gastrointestinal trakius mukoza epiteli),

4- Immiin sistemin onkogenezi (timusta T hiicreleri igin negatif seleksiyon),
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5- Parankimal organlarda patolojik atrofi,

6- Viral infeksiyonlarda hiicre zedelenmesi,

7- Tumorlerde hiicre 6lumu (nekroza eslik eder),
8- Hormona bagimli timdrlerde patolojik atrofi,

9- Sitotoksik T hucreleri araciligi ile olusan hucre 6lima,

10- DUsUk dozda bazi zedeleyici ajanlarla olusan hiicre 6limu (radyasyon,

Is1, antineoplastikler).

Apopitozis morfolojik veya biyokimyasal kriterlere gére tanimlanmaktadir
(29). Apopitotik degisiklik gosteren hucre igin 6lim sireci baglamis demektir.

Isik mikroskopisinde; karakteristik olarak saglam bir hlicre membrani

mevcuttur ve komsu hucrelerden ayrilma izlenir. Apopitozise giden bir
hdcrede gorulen diger hucresel degisiklikler ise hacim kaybi, parcali gekirdek,
sitoplamik vakuoller, kromatin agi varhgi, endoplazmik retikulumda dilatasyon
seklinde 6zetlenebilir (SEKIL 3).

SEKIL 3.

Elektron mikroskopisi kromatinin yogunlagmasi ve par¢calanmasi, gekirdek

par¢calanmasi ve apopitotik cisimler gibi apoptozisin karakteristik morfolojik
Ozelliklerinin saptayabilir (29). Bununla birlikte bu iglem buyUk bir hicre
poptilasyonuna ihtiyag gdsterir, clink( apopitotik morfolojik dzellikler sadece
kisa bir sire igin gortlebilirler. Ornegin apopitotik cisimler fagositoz ve

sindirim ile birka¢ saat i¢cinde ortadan kaldirilirlar.
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Gavrieli ve ark ilk kez 1992’de parafine gdmulmus doku kesitlerinde

hicresel seviyede apopitozisi saptamak icin TUNEL metodunu

gelistirmislerdir (30). Bu metodun avantaji apopitozisin morfolojik ézellikleri
ve lokalizasyonu hakkinda bilgi saglamasidir. Dezavantaji ise TUNEL
metodunun apopitozisin yani sira nekrozun neden oldugu DNA kirilmalarini
da saptamasidir. TUNEL metodu pargalanmis DNA’nin 3’-OH ucuna terminal
deoxynukleotidil transferazin baglanmasi esasina dayanir. Sonug olarak her
ikisi de gesitli endontikleazlari aktive eden hlicre nekrozu ve otoliz genig
sayida boyanabilir DNA uglari olusturabilir. Bundan dolayr TUNEL metodu ile
elde edilen sonuglarin morfolojik analiz ile de konfirme edilmeleri gerekir (29,
31).

Apopitozis mekanizmalari

Bazi fizyolojik veya patolojik etkenlerin apopitozisi uyarmasindan sonra
degisik gen ekspresyonlari olugur. Apopitozis bazi gen ve proteinlerle siki
iliskidedir (32). Bunlarin baslicalar proto-onkogen bcl-2, kaspaz ailesi ve
sitokrom-c dir. Apopitozisi olusturan temel olaylar primer olarak mitokondride

gergeklesir. Burada bir dizi reaksiyon meydana gelir:

Gen expresyonu sonrasinda ikincil mesajci olarak kalsiyuma bagimli bir
endonUkleaz aktive (sitokrom-c salinimi) olur. Bu enzimin etkisi ile kromatin
parcalanir ve DNA fragmantasyonu olusur. Ayni anda aktive olan proteazlar
(Kaspazlarin aktivasyonu) ise, nikleusdaki degisikliklere katki yaninda,
hicrenin sitoplazmik organellerinde proteolize neden olmaktadir. Ayrica artan
transglutaminaz aktivitesi de protein polimerizasyonu ve hiicrenin
kondansasyonuna yol agar. Sonugta mitokondriyal transmembran
potansiyellerinin kaybi ve takiben lipid peroksidasyonunda artis meydana
gelir ve hiicrenin kromatin yapisi ve yuzey 6zellikleri degisir. Bu durum
fagositlerce algilanir ve hiicre fagosite edilir. Apopitotik strecte kalsiyumun,
proteaz ve endonukleazlar aktive edici 6zelligi ile 6nemli yeri oldugu

bilinmektedir.
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Apopitozisin Regtilasyonu

Apopitozisde yeni proteinlerin sentezine neden olan degisik gen
ekspresyonlari gosterilmigtir. Hayvanlarda ced-3, ced-4 genleri apopitozisi
uyarmaktadir. insanlarda bcl-2 ve p53 genleri apopitozisle iligkili
bulunmustur. APO-1 (Fas) ve CD 3 gibi hiicre ylzey antijenleri de apopitozisi
bazi antikorlarin varliginda regule eder. Apopitozisin regllasyonunda etkili

faktorler Tablo 2’ de gdsterilmistir.

TABLO 2. Apopitozisde etkili faktorler.

Baskilayicilar Arttiranlar

Bcl-2 Dogal p53
Mutant p53 c-myc

c-abl adenoviris E1A
E1B ICF

HSV 18

Baklovirts

insanda bcl-2 (B hiicreli I6semi, lenfoma ) geni 18. kromozomun uzun
kolunda yer alir ve ayni isimdeki proteini kodlar. Bu gen Urinu protein
apopitozisi inhibe eder. Bir nikleer transkripsiyon faktéri olan c-myc
proteininin apopitozisi uyarici etkisi, bcl-2 geninin varhdina baghdir. Bcl-2
organizmada lenf nodullerinin follikil kisimlarinda ve epidermisde bazal
tabakada fazla miktarda bulunur. Ayrica hormon bagimli hiicrelerde hormon
dizeyinin artiginda bcl-2 miktarlari da artmaktadir. Bu 6zellikler hicrelerin
apopitozisden korunmalari ile iligkili olabilir. Folliktler lenfomalarda gorulen t
(14;18) translokasyonunda immunglobdlin regilatér gen bélgesi ile bcl-2 gen
bdlgelerinin komsulugu ortaya ¢ikmaktadir. Sonugta bcl-2 gen aktivasyonu ve
buna c-myc veya bagka onkogen aktivasyonunun eklenmesi ile lenfoid doku-
da malign transformasyon gelistigi gosterilmistir. Bcl-2 gen ekspresyonundaki
aberasyon veya artis lenfoma, [6semi, prostat, kolon ve mide
adenokanserlerinde, akciger kanserleri, néroblastoma, renal hticreli kanserler

ve melanoma gibi ¢esitliinsan kanserlerinde gosterilmigtir. Kronik miyelositer
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I6semi de gobrulen t (9;22) translokasyonu ile olugan brc-abl geni, apopitozise
direnc olusumundan sorumlu bulunmustur. ilging olarak bu hastalikta blastik
faza dénisUm sirasinda, wild-tip (dogal tip) p53 kaybi gibi bagka bir gen
mutasyonu da eklenmektedir. Bazi ¢alismalarda |6semi, lenfoma ve solid
timorlerde fazla bcl-2 ekspresyonu ile apopitozisi indikleyen
antineoplastiklere direng arasina pozitif iligki gosterilmistir. Kanserde
degisiklik gosteren bcl-2 'nin regulasyonunda, bir timér stpresoér gen olan
p53 'Un rolU bilinmektedir. Hicre 6limindn dizenlenmesinde kritik noktada,
bcl-2 proteini ile homoloji gbsteren bax proteininin olugturdugu heterodimer
yap! etkili olabilir. Bcl-2 proteini ile etkilesen, bcl-2 ailesinde yer alan ve

fonksiyonlari bilinmeyen cesitli proteinler de tanimlanmistir.

Ozellikle belirgin DNA hasari bulunan hiicrelerde p53 apopitozisi indiikler.
Mutant p53 varligi veya wild-tip p53 yoklugu durumlarinda zedelenmis
hicrede yasam silrer ve neoplastik transformasyon olusabilir. P53 timor
stpresodr genindeki mutasyonlar, insan malignitelerinin %50'sinden
fazlasinda gosterilmistir. Germ hiicrelerindeki p53 mutasyonu, gesitli
timorlerin birlikte goruldugu Li-Fraumeni sendromunda timaor gelisiminin
erken evrelerinde gosterilmistir. Sporadik olgularda timaorun ileri evreye
progresyonunda p53 mutasyonlari bulunmaktadir. P53 mutasyonlari, pek ¢ok
timorde kétl prognozu ifade etmektedir. P53, trankripsiyon faktért olarak
islevi olan ve DNA replikasyonu ve onariminda rol alan proteinlerle dogrudan
etkilesen bir DNA baglayici proteindir. Mutant p53 'lin kodladigi proteinlerin
DNA'ya affinitesinin az olmasi ile timor gelisimi agiklanabilir. Ayrica p53 'in
bcl-2 tzerindeki invivo etkileri bilinmektedir. Akut miyeloblastik I6semide p53
eksikligi duzeltildiginde bcl-2 protein yapiminin azaldigi ve apopitozisin arttigi
gosterilmistir. P53 bulunmayan farelerde, bittn dokularda bcl-2 artigi
gorilmez. insan timérlerinin tedavisinde etkinlik, p53 mutasyonlarinin
varliginda azalmaktadir. Bazi I6semi, lenfoma, testis germ hlcre timorleri ve
Wilm 's timori gibi kemoterapi yaniti iyi olan insan kanserlerinde p53
mutasyonlari seyrektir. Pek ¢ok ilacin antineoplastik etkisi p53
fonksiyonlarina bagl apopitozisi indikleme bigimindedir.

Hucrelerin apopitozisden korunmasinda TPA gibi bazi timor promoterleri
G-CSF. IL3 veya IL6 gibi blylime faktorleri de etkili olmaktadir.
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Apopitozis ve ototoksisite;

Apopitozis i¢ kulagin bazi hastaliklari ile de birlikte gozlenmektedir (33-38).
Li ve ark. gentamisinin i¢ kulak tuylU hlicrelerinde apopitozise neden
oldugunu gostermislerdir (33). Benzer sekilde kronik aminoglikozid kullanimi
da apopitozis ile sonlanabilmektedir (34). Cisplatin’in de i¢ kulak tlylu
hiicreleri ve spiral gangliyon hicrelerinde apopitozise neden oldugu ileri
surtlmektedir (35, 36). Ayrica endolenfatik hidrops, yiksek siddette sese
maruz kalmanin da apopitozise yol agabilecegini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (37, 38).

Kohleadaki hicre 6limandn indiklenmesine yol agcan kesin molekuler
mekanizma agik degildir. Ototoksisite ¢alismalarinda 37 derecedeki tedaviyi
takiben dejenere olan kohlear tiylu hicrelerde gérulen 6zelliklerin bazilari
(nUkleer yogunlagsma, sitoplazmik koyulagsma) apopitozis fenomenine
benzemektedir (16). Benzer tlyllu hicre dejeneratif hiicre degisiklikleri
aminoglikozid tedavisini takiben invivo olarak da gézlenmigtir. Bununla birlikte
tuyli hdcrelerin tamaminin apopitozise gitmedikleri bazilarinin nekrotik
olduklari goéralmustir. Aminoglikozidlerin ger¢cekten apopitozisi tetikleyip
tetiklemedikleri dikkatli degerlendirmeyi gerektirir. Apopitozis ile gergeklesen
aktif htcre oliumu hucre tarafindan gevresinden ve genomundan gelen bilgiye
dayanan bir kararin sonucudur. Muhtemeldir ki apopitozis islevi 20 derecede

durur.
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ll. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada agirliklari 200- 300 gram arasinda degisen, 6-12 aylik 35
adet Hartley guinea pig (Sekil 4) kullaniimigtir. Bunlar 7’serli 5 gruba
ayrilmiglar ve hayvanlarin sag kulaklarina sirasiyla Tolnaftat, Nistatin,
Sulkonazol, Bifonazol ve Neomisin (pozitif kontrol grubu olarak) uygulandi.

Her bir gruptan 2 ser hayvanin sol kulaklari ise negatif kontrol grubu olarak

incelendi.
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SEKIL 4. Guinea pig.

SEKIL 5. Guinea pig temporal kemiginde timpan membranin gérinimdi.
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llaglar intraperitoneal ketamin + xylizin anestezi altinda 1 haftada toplam
uc kere olmak uzere, timpan membran posterior kadranindan dental igne ile
orta kulag: tamamen dolduracak sekilde verildi (Sekil 5). Hayvan anesteziden
uyanincaya kadar sag kulagi yukarida kalacak sekilde yatirildi.

Tedavi bitiminden 2 hafta sonra hayvanlar intrakardiyak ketamin verilerek
sakrifiye edildi (Sekil 6). Temporal kemikleri diseke edilip disari alindiktan
sonra (Sekil 7) kohlealari Gluteraldehit solisyonu icinde (%2.5’lik fosfat ile
tamponlanmig, pH s1 7.2 olan saline sollsyonu igindeki) tesbit edildi.

Kohlealar 1s1k mikroskopisi (H-E, TUNEL ve yari ince kesitler) ve
transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) altinda incelendi. Histopatolojik
degerlendirme éncesi tim spesmenler %10’luk formalin sollsyonu icinde 48
saat bekletildi. Sonra spesmenler musluk suyu ile yikandi ve 6nce sirasiyla
%50, %60, %70, %80 ve %90 lik etanol icinde 30 dakika ve sonra %95 ve
%100’lUk etanol icinde 1 saat tutuldu. Daha sonra 1:1 oranindaki %100
etanol ve xylene sollsyonu iginde 30 dakika bekletilip parafin icine gémdalda.
5u kalinliginda transverse kesitler alinip hematoksilen eosin ile boyandi.
Alinan bu kesitler 1s1k mikroskopu (Olimpus BX40, Tokyo, Japonya) altinda
incelendi. Korti organti, spiral limbus (SL), spiral gangliyon (SG) hucreleri
incelendi.

Apopitozisi saptamak icin in situ apopitozis saptama kiti (DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega G7130) kullanildi. Parafin blok
drneklerinden 5u kalinliginda transverse kesitler alindi. Bu kesitler Xylen
icinde tutulup deparafinize edildi. 20pug/ml proteinaz K ile 10 dakika rehidrate
ve inklbe edildi. Sonra distile su ile yikandi. %3’lUk hidrojen peroksidaz ile
endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi. Kesitler daha sonra dengeleme
tamponu ile 10-15 saniye ve 37 °C’de nemli atmosferdeki TdT enzimi ile 60
dakika inkibe edildi. Takiben oda sicakliginda 10 dakika dnceden isitiimig
yikama tamponuna konuldu. Antistreptavidin pekosidaz ile 45 dakika inkiibe
edildi. Her bir basamak PBS’de dikkatli yikama ile ayirt edildi. DAB ile
boyama yapildi ve sayma boyamasin Mayers hematoksilen iginde yapildi.
Her bir vaka igin rastgele secilmis alanlarda yaklasik 100 TUNEL pozitif

hdcre sayildi. Kahverengi boyanan apopitotik hucre oranlari belirlendi.
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Nekrozlu alanlardaki hiicreler ile k6t morfolojisi olan hlicreler ve kesit
kenarlarina denk gelen hucreler degerlendirmeye alinmadi.

Elektron mikroskopik inceleme igin 1 mm? Iiik spesmen %2.5’lik
glutaraldehit icinde 4 saat inklibe edildi. Sonra 1.5 saat osmium tetroksit ile
muamele ederek postfiksasyon yapildi. Degisen oranlardaki etanole maruz
birakilarak standart dehidrasyon yapildi ve Epon 812 (Fluka, Buchs,
Switzerland) i¢ine infilrtasyon ve gdmme gergeklestirildi. Ultracut R
ultramikrotom (Leica, Nussloch, Germany) ile dnce yari ince kesitler alinip
bunlar metilen blue-azur boyasi ile boyandi ve Olimpus BX-40
mikroskopunda incelendi. Sonra yine ultramikrotomla ¢ok ince kesitler alindi.
9S elektron mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Germany) ile gérintileme

Oncesinde uranik asetat-kursun sitrat ile boyandi.

Sekil 6. intrakardiyak ketamin verildikten sonra guinea pig temporal

kemiginin ¢ikariimasi.
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IV. BULGULAR
Makroskopik bulgular:

Herhangi bir ilacin uygulanmadigi negatif kontrol grubunda orta kulak
mukozas| normal gorunumdeydi kohlea ise pembemsi bir gérinimde olup
stria vaskularise ait mavimsi gorinum rahatlikla izlenmektedir (Sekil 7A).

Pozitif kontrol grubunda (neomisin) orta kulak mukozasinda herhangi bir
degisiklik izienmezken kohleanin pembemsi renginin mora ¢evrilmis oldugu
izlenmekteydi (Sekil 7B). Buna ragmen stria vaskularise ait ¢izgilenme
secilebilmekteydi.

Tolnaftat uygulanan grupta dis kulak kanali ve orta kulakta beyaz bir tortu
oldugu izlendi.

Bifonazol uygulandiginda dis kulak kanalinda seromukoz sekresyon
izlendi. Ayrica dis kulak kanal cildinde hiperemi ve hafif ddem izlendi.

Nistatin uygulanan grupta ise dis kulak kanalinda tortu izlendi. Timpan
membranda hiperemi de mevcuttu. Bir tanesinde de timpan membranda

perforasyon izlendi.
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A)

B)

SEKIL 7. Negatif (A) ve pozitif (B) kontrol grubunda kohleanin makroskopik

g6ranima.
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Mikroskopik bulgular:

Sekil 8-9’da normal ve pozitif kontrol grubunda degisik histolojik kesitlerde
izlenen degisiklikler gériimektedir. Pozitif kontrol grubunda hematoksilen
eozin boyamasinda spiral limbus hlcrelerinde 6dem ve kromatin
yogunlasmasi izlenirken spiral gangliyon hicrelerinde bariz dejenerasyon
g6zlenmekteydi.

Yari ince kesitlerde miyelinli aksonlar arasinda 6édem ve farkli ¢aplara
sahip lifler géruldu. Spiral gangliyon htcrelerinin sitoplazmasi 6demli olup ve
kromatin kimelesmesi vardi.

TEM incelemesinde ise myelin kilifta yer yer incelme, ¢cekirdek kromatin
fragmantasyon ve ¢ekirdek zarinda ayrilmalar izlenmektedir. Ancak
sitoplazma normal gérinimde idi. TUNEL boyamasi ise hem spiral limbusta
hem de spiral gangliyonda koyu renkli TUNEL (+) hdcrelerin varhgini
gOstermektedir. Antimikotik ajanlarin sebep oldugu degisiklikler pozitif kontrol
grubunda izlenen degisikliklerle ayni tirden olup dereceleri farklilk
gOstermektedir (Sekil 10-13).

TUNEL (+) boyanan hicre oranlari TABLO 3.de verilmistir.

TABLO 3. TUNEL (+) boyanan hiicre oranlari.

TUNEL (+) Normal hlcre oranlari

SL SG SL SG

(-) Kontrol 0 0 100 100
Neomisin 58 34 42 66
Tolnaftat 38 20 62 80
Sulkonazol 12 13 88 87
Bifonazol 32 18 68 82
Nistatin 6 10 94 90
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C) Spiral gangliyon (X400)
Sekil 8. Negatif kontrol grubunda HE boyamasi.

D) Spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 8. Negatif kontrol grubunda TUNEL boyamasi.
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H) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 8. Negatif kontrol grubunda yari ince kesit incelemesi.

) X4400

SEKIL 8. Negatif kontrol grubunda TEM incelemesi.
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C) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 9. Pozitif kontrol grubunda (Neomisin) HE boyamasi.

D) Spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 9. Pozitif kontrol grubunda (Neomisin) TUNEL boyamasi.
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H) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 9. Pozitif kontrol grubunda (Neomisin) yari ince kesit incelemesi.

1) X3000
SEKIL 9. Pozitif kontrol grubunda (Neomisin) TEM incelemesi.

34



C) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 10. Tolnaftat grubu HE Boyamasi.
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D) Spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)

SEKIL 10. Tolnaftat grubu TUNEL Boyamasi.
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1) X4400 I) X4400
SEKIL 10. Tolnaftat grubu TEM incelemesi.
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C) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 11. Sulkonazol grubu HE boyamasi.

- " “r"‘. . -r{ .
D) spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 11. Sulkonazol grubu TUNEL boyamasi.




1) X3000 ) X3000
SEKIL 11. Sulkonazol grubu TEM incelemesi.
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C) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 12. Bifonazol grubu HE boyamasi.

D) Spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 12. Bifonazol grubu TUNEL boyamasi.

39



F) Spiral limbus (X200) G) Spiral gangliyon (X400)

SEKIL 11. Bifonazol grubu yari ince kesit incelemesi.

H) X3000 1) X3000
SEKIL 12. Bifonazol grubu TEM incelemesi.
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C) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 13. Nistatin grubu HE boyamasi.

D) Spiral limbus (X400) E) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 13. Nistatin grubu TUNEL boyamasi.
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H) Spiral gangliyon (X400)
SEKIL 13. Nistatin grubu yari ince kesit incelemesi.

1) X7000 I) X3000
SEKIL 13. Nistatin grubu TEM incelemesi.
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V. TARTISMA

Otomikozis tedavisinin hedefleri semptomlarin ortadan kaldiriimasi,
hastaliin eliminasyonu ve rekirrensten korunmadir. Bu hedeflere ulasmada
izlenecek yollar ise enfeksiyona sebep olan ajanin saptanmasi, predispozan
faktorlerin belirlenip tedavisi, kulagin temizligi ve kurutulmasi ve antifungal
ajanlarla tedavidir (4).

Temizleme ve kurutma tedavinin esas yonleridir ve semptomatik rahatlama
saglar. Fakat ilave tedavinin gerekli olup olmadigi tartismalidir. Stern ve ark.
(9) otomikozis vakalarinin bayuk bir kisminin dikkatli bir temizleme ve
kurutma ile tedavi edilebilecegini dnermiglerdir. Fakat Nelson ve Damato
eger temizleme ve kurutma tek tedavi yontemi ise rekurrens gelismesinin
yuksek ihtimalli oldugunu belirtmislerdir (2, 10).

Antimikotik 6zellikleri olan pek ¢ok ajan otomikozis tedavisi igin
onerilmektedir. Fakat en etkin tedavi hakkinda bir konsensus yoktur.
Gunumuzde pek ¢ok yazar genellikle topikal preparat formundaki ilave
tedavinin otomikozis tedavisinde yardimci olarak kullanilabilecegini
onermektedirler. Otomikozis igin spesifik topikal ilaglarin gelistiriimesi ve bu
yonde kullanimlari igin gereksinim oldugu bildiriimesine ragmen hala FDA
tarafindan kabul edilmis otomikozis tedavisine spesifik bir otik preparat
bulunmamaktadir.

Otomikozis tedavisi bazi hastalarda 6zellik arzedebilir. Bu hastalar DKK ile
orta kulak boslugunun devamlilik gosterdigi ventilasyon tlipU olan hastalar,
timpan membran perforasyonu olan hastalar ve acik mastoid kavitesi olan
hastalardir. Ototopikal antimikotik tedavi bu hastalarda gerekli olabilir. Bu
vakalarda kullanilabilecek herhangi bir topikal ajan diffuzyon ile yuvarlak
pencereden kohleaya gecebilir. Ancak bu antimikotik ajanlarin gogunun
ototoksik yan etkileri belli degildir. Uretici firmalar otik kullanim igin kabul(
surdurmedikleri igin bu ajanlarin ototoksik yan etkileri iyi calisiimamigtir.

Schonebeck ve Zakrisson antimikotik ajan olarak 5-fluorocytosine
kullanmiglar ve tedavi 6ncesi ve sonrasi odyogramlarinda fark olmadiklarini
belirterek 5-fluorocytosine’in ototoksik olmadigini bildirmiglerdir (7 ).
Bassiouny ve ark. antifungal solusyon olan econazole’un timpan membran

perforasyonu oldugunda klinik olarak kullaniminin gtvenli oldugu sonucuna
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varmislardir (8). Paulose ve ark. timpan membran perforasyonu olan
hastalarla agik mastoid kavitesi olan hastalarin kulaklarina clotrimasole,
nistatin ve ekonazol damlatmig ve herhangi bir ototoksik yan etkiye
rastlamadiklarini bildirmiglerdir (3). Bununla birlikte son iki calismada
ototoksisiteye ait objektif bir dlgim bulunmamaktadir. Yazarlar sonuglarini
klinik gézlemlerine ve bu ajanlarin yan etkilerinin olmamasina baglamislardir.

Eger bir ajanin ototoksik 6zellikleri varsa i¢ kulakta gegici veya kalici
elektrofizyolojik degisiklikler meydana gelir veya stria vaskularis ile korti
organinin taylU hicreleri ve destek hlcrelerinde ve spiral ganglion
hicrelerinde morfolojik hasar meydana gelebilir.

Spandow ve ark. farelerin yuvarlak pencere nisine gentian violet tatbik
edildiginde isitsel uyarilma potansiyeli latanslarinda artis oldugunu bulmuslar,
bunun kohlear fonksiyon bozulmasini gosterdigini belirtmiglerdir (14). Marsh
ve Tom 1989°da guinea piglerde M-cresyl asetat, asetik asit, klotrimazol ve
tolnaftat'in tek doz uygulanmasi sonrasinda ABR esik degerlerini
degerlendirmigler ve M-cresyl asetat ile asetik asitin uygulama sonrasinda
belirgin derecede esik degerlerde yukselmeye neden olduklarini rapor
etmislerdir (6). Bununla birlikte klotrimazol ve tolnaftat kullanimi ise esik
degerlerde hafif derecede yiikselmeye sebep olmuglardir. Ozdogan ve ark.
kobaylarda topikal bifonazol uygulanmasinin otoakustik emisyon ile
incelenmesi sonrasinda herhangi bir ototoksik yan etkiye sebep olmadigini
bulmuslardir (39).

Ancak topikal ajanlarin otoksik yan etkilerini gostermenin en iyi yolu
kohleanin histopatolojik incelemeleridir. Antimikotik ajanlarla ilgili olarak bu
konuda literatlrde sadece bir gcalisma mevcuttur. Tom, klotrimazol, tolnaftat,
mikonazol ve nistatin kullaniminin tarama elektron mikroskopik
incelemelerinde guinea piglerde tuylu hicre kaybina yol agmadiklarini
bildirmektedir (4). Bizim ¢calismamizda ise Turkiye'de piyasada fungal
enfeksiyonlar i¢in sik kulanilan preparatlar kullanildi. Bu preparatlarin
ototoksik etkileri kohleada neden olabilecekleri apopitozis miktarlarina
bakilarak incelendi. TUNEL yontemi kullanilarak topikal olarak uygulanan
antifungal ajanlarin degisik derecelerde apopitozise neden olabilecegi

gosterilmistir (TABLO 1). Ayrica apopitotik degisiklikler elektron mikroskopisi
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incelenmesiyle de desteklenmistir. Uygulanan preparatlar igcinde tolnaftat ve
bifonazol kullanimi ototoksik yan etkisi bilinen neomisinin neden oldugu
apopitozis oranina yakin oranlarda apopitozise neden oldugu gosterilmigtir.
Bu nedenle bu ajanlarin potansiyel olarak ototoksik olduklari sdylenebilir.
Tom tolnaftat kullaniminda herhangi bir hiicre kaybi izlemedigini
bildirmektedir. Bu farkliik muhtemelen her iki calismada kullanilan inceleme
metodlarindaki farklilikla agiklanabilir. Tom kohleadaki tlyli hlicre sayisina
bakarak bunda azalma olup olmadigina bakmis. Biz ise apopitotik hicre
sayisina baktik. Apopitotik degisim gosteren hicre morfolojisini korurken asil
degisiklikler hucre igi seviyesinde meydana gelmektedir. Dolayisiyla Tom
calismasinda normal morfolojideki hicrelerin bir kismi muhtemeldir ki
apopitotik degisime gitmis olabilir. Sulkonazol ve nistatin kullaniminin ise gok
daha az oranda apopitozis gelisimine neden oldugu gozlenmistir. Hatta hicbir
tedavinin uygulanmadigi negatif kontrol grubundakilere yakin oranlara sahip
oldugu gorulmusttr. Bu agidan bu ajanlarin pratikte ototoksik olmadiklari
sOylenebilir. Benzer sekilde Tom da nistatin kullaniminin hiucre kaybina yol
acmadigini bildirmistir. Ancak nistatini tolnaftattan farkl olarak 2 kere
uygulamigtir. Dolayisiyla bu doz farkinin da sonuglar Uzerinde etkisi olabilir.

Ozdogan ve ark. nin bifonazol uygulanmasinin elektrofizyolojik olarak
herhangi bir degisiklige yol agmadiklarini bildirdikleri calismanin sonucu
bizim ¢calismamizla celigkili gibi gézukmektedir (39). Ancak bu kullandiklari
tedavi protokollne bagh gibi gdézikmektedir. Zira miringotomi yapip DKK’na 1
hafta streyle bifonazol damlatmislardir. Ancak bu ydntemle ilacin yeterli
miktarda orta kulaga gecip yuvarlak pencerenin perfizyonuna neden olmasi
suphelidir. Biz ise direkt olarak orta kulag! dolduracak sekilde ilag tatbik ettik.
Bu farkliliktan dolay1 hayvanlarda herhangi bir elektrofizyolojik degisiklik
gozlememis olmalar yuksek ihtimal dahilindedir.

Apopitozisin ototoksisitede rol oynayan onemli mekanizmalardan biri
oldugu cesitli hayvan galismalarinda gosterilmistir. Xu ve ark. sisplatin
verilmis si¢canlarda apopitozisin SG ve korti organinda hasara neden olan
esas mekanizma oldugunu vurgulamiglardir (36). Lee ve ark. ise fare ic
kulagina direkt olarak verilen sisplatinin mitokondriyal apopitotik sinyal yolunu

kullanarak apopitozise neden oldugunu gdstermislerdir (40).
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Bizim galismamizdaki diger bir 6nemli bulgu da kullanilan ajanlarin neden
oldugu apopitozisin ayni zamanda SL ve SG hicrelerinde de gériimesidir.
Bu son zamanlarda literattirde yer alan bazi bulgularla paraleldir. Sone ve
ark. tobramisin kullaniimis Kistik fibrozisli hastalarin temporal kemiklerinin
incelenmesinde SG hucrelerinde dejenerasyon saptamislardir (26). Yine
Hoeffer ve ark. transtimpanik gentamisin uygulamasinin SG hdcrelerini ileri
derecede etkileyebileceklerini ve belirgin tuyli hucre hasari olusmadan once
SG hucrelerinde hasara ve dolayisiyla erken igsitme kaybina yol agtigini
gostermiglerdir (41).

Moore ve ark. ise aminoglikozid antibiyotik kullanimini takiben kohlear
nukleus néronlarinda kayiba neden oldugunu bildirmektedirler (42). Bizim
calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz neomisin de benzer sekilde
SG hucrelerinde apopitozis gelisimine neden olmustur. Ayni gézlemlerin
antifungal ajanlarin tatbikinden sonra da gérulmesi genel olarak
ototoksisitede SG hicrelerinin de harabiyete ugrayabildiklerini
gostermektedir. Bu da ototoksik ajanlarin kullanimina bagh kalici
sensorinoral isitme kaybini agiklamaktadir.

Topikal ilaglarin kohleaya ulagim yolunun hayvanlarda ve insanda benzer
olduguna inaniimaktadir. Yuvarlak pencere membrani orta kulak ile i¢ kulak
arasindaki tek yumusak doku bariyeridir ve ototoksik ajanlarin kohleaya
ulagmalarinin en direkt yolu olarak kabul edilmektedir. Diger potansiyel gegis
alanlari (oval pencere nisinin anuler ligamenti, fissula ante fenestra, kemik
mikrofissurler, lenfatikler ve kan damarlari) dnemli gegis yolu gibi
gbzukmemektedir. Ototopikal preparatlar yuvarlak pencere membranina
penetre olur, perilenfe geger, skala timpaniye giderek Korti organina ulasirlar.
Bununla birlikte deney hayvanlari ve insanlarin anatomileri arasinda belirgin
farkhliklar vardir. Guinea piglerde yuvarlak pencere membrani direkt olarak
orta kulak ile temastadir. Bu nedenle orta kulakta bulunan herhangi bir
madde yuvarlak pencere membrani ile daha uzun sure temasta kalir.
insanlarda ise yuvarlak pencere membrani bir kemik nis icinde bir reseste yer
alir ve mukozal katlantilar ve membranlar spesmenlerin %70’inde nigi
ortmektedir (21). Bu ilaglarin yuvarlak pencere membrani ile temasini

sinirlamaktadir. Ayrica insanda yuvarlak pencere membrani 5-6 kat daha
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kalindir ve daha fazla kollajen dansitesine sahiptir. Bu da yuvarlak
pencerenin koruyucu bariyer etkisini arttirmaktadir.

Bu anatomik farkhliklar hayvanlarin ilag ototoksisitesine daha fazla duyarli
olmalarini agiklamaktadir. Bu durum ayni zamanda hayvan deneylerinden
elde edilen sonuglarin klinik uygulamalarda dikkatli kullaniimasini gerektirir.

Hayvan deneylerinde topikal kullanilan ilaglar direkt olarak hastalik ve
enflamasyonun olmadigdi bir orta kulaga verilmektedir. insanlarda ototopikal
preparatlar inflamasyon ve enfeksiyonu tedavi igin kullanilirlar. Eglik eden
degisiklikler (mukozal ddem, granulasyon dokusu, efuzyon, ply ve hlcre
debrisler) yuvarlak pencere membraninin penetrasyonu igin ilave bariyer
olusturur. inflamasyon da yuvarlak pencere membraninin permeabilitesini
degistirebilir. Goycoolea ve ark. yuvarlak pencere permeabilitesinin orta kulak
inflamasyonunun erken evrelerinde arttigini ve geg evrelerinde azaldigini
bildirmiglerdir (15).

Sonug olarak; topikal antifungal ajanlar degisik oranlarda olsa da ototoksik
yan etkileri olabilir. Tolnaftat ve bifokonazol de bu etki daha belirgindir. Ancak
guinea pig ile insan yuvarlak pencere membrani arasindaki farkhliklar
nedeniyle bu bulgularin insanlardaki degeri dikkatle yorumlanmalidir. Yine de
bizim ¢alismamizda hem negatif hem de pozitif kontrol gruplarinin kullaniimis
olmasi sebebiyle antifungal ajnlarin potansiyel olarak ototoksik yan etkilere
sebep olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu nedenle de antifungal ajanlarin
timpan membran perforasyonu olan olgularda kullaniimasi disunultUyorsa
daha az ototoksisiteye sahip oldugu gosterilen sulkonazollun tercih edilmesi

daha uygun olacaktir.
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VI. SONUG VE ONERILER

DKK ile orta kulak boslugunun devamliliginin oldugu vakalarda (timpan
membran perforasyonu olanlar, ventilasyon tipu olanlar, agik kaviteli
mastoidektomisi olan hastalar) otomikozisin bulunmasi durumunda topikal
antifungal ajanlarla tedavi sikinti yaratmaktadir. Bu ajanlarin otoksik yan
etkilerinin bilinmiyor olmasi ve topikal kullanildiklarinda yuvarlak pencereden
difizyonla kohleaya gecebilmeleri kullanimlari hakkinda sipheye neden
olmaktadir.

Bizim galismamiz gostermistir ki topikal olarak kullanilan tolnaftat ve
bifonazol belirgin sekilde apopitozise yol agarak ototoksik etki
gOsterebilmektedir. Nistatin ve sulkonazol kullanimi bu agidan ¢ok daha
emniyetli olarak gorulmektedir. Bu nedenle s6z konusu vakalarda bu ilaglarin

tercih edilmesi daha yerinde olacaktir.
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Vil. OZET

Otomikozis tedavisinde kullanilan topikal antifungal ajanlarin ototoksik yan
etkilerinin olup olmadigi hakkinda yeterli veri mevcut degildir. Bu ¢alismada
tolnaftat,sulkonazol, bifonazol, nistatinin ototoksik etkileri 35 adet guinea
pig’de incelendi. Bir grup hayvana da pozitif kontrol grubu olarak neomisin
uygulandi. ilaglar hayvanlarin sag timpanik kavitelerine topikal olarak bir
haftada U¢ kez uygulandi. Sol kulaklari negatif kontrol grubu olarak
degderlendirildi. Tedaviden 2 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilerek
kohlealari 1sin mikroskopisinde ve elektron mikroskopisinde incelendi.
TUNEL boyamasi yapilarak spiral limbus ve spiral gangliyondaki apopitotik
hicre oranlari belirlendi. Tolnaftat ve bifonazol uygulanan kulaklarda
sulkonazol ve nistatin uygulananlara gore ¢ok daha fazla sayida apopitotik
hicre tesbit edildi. Bu sonuglar antifungal ajanlarin apopitozis yolunu
kullanarak ototoksisiteye neden olabileceklerini, bu etkilerin sadece korti
organinda degil ayni zamanda spiral limbus ve spiral gangliyonda da

gOzlenebilecegini gostermektedir.
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VIII. INGILiZCE OZET

There is a lack of data regarding ototoxicity of topically applied
antimycotics. In this study, the ototoxicity of tolnaftat, sulcanosole, bifonasole
and nystatin was studied in 35 guinea pigs. Neomisin was applied as a
positive control group. Drugs was injected into the right tympanic cavity, three
times in a week. Left ears were evaluated as a negative control group.
Animals were sacrified two weeks after treatment and the cochleas were
examined under light microscopy and electron microscopy. The percentage
of apoptotic cells in spiral limbus and spiral ganglion were determined by
TUNEL method. The percentage of apoptotic cells were higher in ears which
tolnaftat and bifonasole were applied, than in ears which sulconasole and
nystatin were applied. This findings indicated that antimycotics might cause
ototoxicity by apoptosis, this effect can be seen not only in organ of Corti but

also in spiral limbus and spiral ganglion.
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