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OZET

Vestibiiler ve Koklear Toksisite Modelinde Carbon Monoxide Releasing Molecule-3’iin
(CORM-3) Etkinliginin Degerlendirilmesi

Ototoksisite, kalic1 tip isitme kaybina neden olan 6nemli bir edinsel isitme kaybi
sebebidir. Ototoksisite kaynakh isitme kaybi siklikla rastlanan onlenebilir isitme kaybi
nedenlerinden biridir. Ototoksisite maruziyetine bagh isitme kaybimin azaltilmasina yonelik
farkh ajanlar kullanmilmasina ragmen; basarisi kanitlanmis kabul edilen ortak bir tedavi
protokolii heniiz tanimlanmamistir. Bu deneysel calismanin amaci, ototoksisite maruziyeti
sonrasi Carbon Monoxide Releasing Molecule-3 (CORM-3)’iin isitme ve denge sistemine
olan etkinliginin ve iyilestirici etkilerinin elektrofizyolojik olciimler ve davramssal
yontemlerle gosterilmesidir.

Yirmi bir adet albino wistar erkek rat esit sekilde 3 gruba ayrildi. Gentamisin
verilmeyen gruba; 5 giin siirecinde intraperitoneal serum fizyolojik uygulandi. Diger 2
gruptaki 14 rata, 5 giin boyunca sol kulaga intratimpanik gentamisin uygulamasi yapildi.
fla¢ uygulamasinin ardindan gentamisin+corm-3 grubuna 1 saat sonra 10 mg/kg/giin
intraperitoneal yol ile CORM-3 uygulandi. Yarllanma omrii goz oniine alinarak ilag
uygulamasi 5. giin sonuna kadar giinliik 10 mg/kg intraperitoneal yol ile CORM-3 enjekte
edildi. Isitme diizeyleri ve vestiviiler fonksiyonlari, bazal, 3.giin,5.giin, 7. giin ve
10.giinlerde, distorsiyon iiriinii otoakustik emisyon, 4, 6 ve 8 kHz’de isitsel uyarilmis
beyinsapi potansiyelleri ve vestibiiler fonksiyonlar1 davrams testleriyle dl¢iildii.

Isitsel uyarilmis beyinsap1 potansiyel test sonuclar tiim frekanslarinda CORM-3
grubunda gentamisin verilen diger gruba kiyasla daha iyi isitme esikleri oldugunu gosterdi.
Bu bulgular istatistiksel olarak da anlamh tespit edildi (p<0,05). Vestibiiler fonksiyonlar ise
corm-3 grubunda gentamisin verilen diger gruba kiyasla istatistiksel olarak farkhhk
gorillmemekle beraber vestibiiler hasar skorlarinda nispeten daha iyi skorlar saptandi.

Elde edilen verilere gore CORM-3, ototoksisiteye bagh isitme ve denge kaybinda
koruyucu ve tedavi edici ajan olarak kullanilabilecek faydal bir molekiil olabilir. Ancak bu
koruyucu etkinin kamtlanmasina yonelik ek arastirmalara gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ototoksisite, antioksidan, Carbon Monoxide Releasing Molecule-3,
ototoksisisteye bagh isitme kaybi, sensorinoral isitme kaybi




ABSTRACT

Evaluation of the Efficacy of the Carbon Monoxide Releasing Molecule-3 (CORM-3) in
Vestibular and Cochlear Toxicity Model

Ototoxicity is an important cause of acquired hearing loss that causes permanent
hearing loss. Ototoxicity-induced hearing loss is one of the most common preventable causes
of hearing loss. Although different agents are used to reduce hearing loss due to ototoxic
exposure; a common treatment protocol with a proven success has not yet been defined. The
aim of this experimental study is to demonstrate the effectiveness and healing effects of
Carbon Monoxide Releasing Molecule-3 (CORM-3) on the hearing and balance system after
exposure to ototoxicity by using electrophysiological measurements and behavioral
methods.

Twenty-one albino wistar male rats were equally divided into 3 groups. The group
not given gentamicin; Intraperitoneal saline was applied for 5 days. Intratympanic
gentamicin was applied to the left ear for 5 days to 14 rats in the other 2 groups. After drug
administration, 10 mg/kg/day CORM-3 was administered intraperitoneally to the
gentamicin+corm-3 group 1 hour later. Considering the half-life of the drug, CORM-3 was
injected daily with 10 mg/kg intraperitoneally until the end of the 5th day of drug
administration. Distortion product otoacoustic emission, auditory evoked brainstem
potentials at 4, 6 and 8 kHz, and vestibular functions were measured by behavioral tests.

Auditory evoked brainstem potential test results showed improved hearing
thresholds in the CORM-3 group at all frequencies compared to the other group given
gentamicin. These findings were also statistically significant (p<0.05). Vestibular functions
were not statistically significant in the corm-3 group compared to the other group which is
given gentamicin, but relatively better scores were found in vestibular damage scores.

According to the data obtained, CORM-3 may be a useful molecule that can be used
as a preventive and therapeutic agent in hearing loss due to ototoxicity. However, additional
researchs should be conducted to prove this protective effect of CORM-3.

Keywords: Ototoxicity, antioxidant, Carbon Monoxide Releasing Molecule-3, ototoxicity-
induced hearing loss, sensorineural hearing loss
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1.GIRIS

Ototoksisite ¢esitli terapdtik ajanlar ve kimyasal maddelerle karsilasma sonucu
koklear ve vestibiiler organlarn hasar gdrmesidir.! Ototoksik ajanlar arasinda
aminoglikozit antibiyotikleri, aminoglikozit olmayan antibiyotikler, anti inflamatuarlar,
anti hipertansifler, diiiretikler, kemoterapdtikler, antimalaryaller ve daha birgok ilag
sayilabilir. Bu ajanlar sebebiyle zarar goren i¢ kulak yapilarmin ve bu yapilarin
fonksiyonu olan isitme ve denge duyusu hasarlanir. I¢ kulakta kalic1 veya gegici ciddi
etkilere sahip olabilen bu duruma en c¢ok neden olan ajanlardan biri de
aminoglikozitlerdir. Aminoglikozit antibiyotikler genis spektrumlu antibiyotikler olup
klinikte hayati tehdit olusturan tiiberkiiloz ve aerobik gram negatif bakterilere bagl
hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Aminoglikozitler oldukca etkili olmalarina ragmen
ototoksisite ve vestibiiler toksisiteye sahip olduklar1 bilinmektedir. En yaygin
aminoglikozit ilaglar streptomisin, gentamisin, neomisindir. Uzun siireli kullanimi
ndrolojik kulak ¢inlamasina, norolojik sagirliga ve hatta hafiza kaybina, isitme kaybina,
bas donmesine ve diger durumlara sebep olabilir. Hayvan deneylerinde de gentamisin
toksisite calismalarinda siklikla kullanir. 2

Kokleotoksik etki mekanizmasi aminoglikozitlerin hiicre i¢ine alinmasiyla baslar
ve reaktif oksijen tiirleri [reactive oxygen species (ROS)] mekanizmasi sonucunda
potasyum kanallarinda inhibisyon agiga ¢ikar. Potasyum kanallarinin gorevini tam
yapamamasi sonucu hiicre c¢ekirdeginde epigenetik degisiklikler gelisir ve sach
hiicrelerde apoptozis ve/veya nekroz ortaya cikar. Kokleotoksik etki kokleanin bazal
kisminda yiiksek frekansli bolgelerde hasara yol agar. Ek olarak utrikuler ve sakkuler
makula hasarma bagli olarak vestibiiler toksisite belirtileri ortaya ¢ikmaktadir.

Aminoglikozitlerin neden oldugu ototoksisiteyi 6nlemek amaciyla beraberinde
NMDA reseptor antagonistleri kullanilmis ve ototoksisitenin azaldig1 gézlemlenmistir.*
Aminoglikozitlerle beraber kullanilan antioksidan ajanlarla yapilan ¢aligmalarda
kokleotoksik ve vestibulotoksik etkinin azaldig1 ve aminoglikozidlerin serbest oksijen
radikalleri iizerinden etki gosterdigi gdsterilmistir. 3. Serbest radikal onleyici ajanlarla
yapilan pek cok arastirmada da ototoksisiteyi onleyici etkileri gosterilmistir. Bu ajanlar
arasinda deksametazon, taurodeoksikolik asit, asetil sistein, fenofibrat, tiroksin,

fosfomisin, salisilik asit, Fe selatorleri, ginko biloba, biiylime faktorleri, hiperbarik



oksijen, ferulik asit, kirmiz1 cinseng, deferoksamin, dihidroksibenzoat, alfa-lipoik asit,
alfa tokoferol, glutatyon, D-metionin gibi bir¢ok potansiyel koruyucu ajan kullanilarak
calismalar yapilmustir. >-°

Gentamisin ototoksisitesinde, serbest oksijen radikallerinin 6énemli rol oynadigi
bilindiginden antioksidan ajanlarin ototoksik etkiyi dnleyebilecegi ya da azaltabilecegi
diistiniilmektedir. Bu bilgilere dayanarak; olusturulan hayvan modelinde gentamisin
uygulanarak kokleotoksisite ve vestibiilotoksisite olusturulmasi hedeflenmistir. Corm-
3’lin antioksidan, noroprotektif, vazodilator etkilerinden dolay1 gentamisinin OAE, ABR
ve vestibiller davranig testleriyle gosterilecek olan  kokleotoksisitesi  ve
vestibiilotoksisitesi lizerindeki profilaktik etkileri arastirilacaktir.’

Son yillarda yapilan ¢alismalarla carbon monoxide releasing molekiile-3 (Corm-
3)’iin etkinligi farkedilmistir. Ozellikle akut miyokard enfarktiisii, iskemik inme,
kompartman sendromu gibi deney gruplarina sahip dokularda iskemi sonrasi reperfiizyon
lizerine arastirmalari konu alan ¢aligmalardir. Ayn1 zamanda yapilan ¢aligmalarda Corm-
3’lin  noroprotektif vazodilatasyon, antiproliferasyon ve antitrombotik etkileri
gosterilmistir. Literatiirde Corm-3’1in otolojik arastirmalarda etkisini inceleyen ¢aligsma
bulunmamaktadir.®%!1®  CORM ajanlarmin  kullannmi, CO’nun  vazodilator,
antienflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik ve anti-iskemik etkilerini daha da
destekleyerek, umut verici sonuglar bildirilmistir.!! Bu hayvan modelli deneysel
calismada amacimiz, ototoksisite maruziyeti sonrasi isitme ve denge kaybi tespit edilen
ratlarda, CORM-3’lin isitme ve denge sistemi iizerindeki etkinliginin elektrofizyolojik

Ol¢timler ve davranigsal test yontemleriyle gosterilmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Isitme Sistemi
Isitme sistemi, Periferik Isitme Sistemi ve Santral Isitme Sistemi olarak 2 temel

kisimda incelenir.

2.1.1. Periferik Isitme Sistemi

Dis kulak, orta kulak ve i¢ kulaktan olusur. Dis kulak, auricula ve dis kulak
yolundan olusan bir yapidir. Kulak kepgesi ses dalgalarini toplar, filtreler ve amplifiye
ederek dis kulak yoluna iletir. Dig kulak yolunun uzunlugu 2,5-2,7 cm, lateral 1/3’liikk
kismu kartilaj medial 2/3’lik kismi ise kemik yapiya sahiptir. Dis kulak kanali sesi
timpanik membrana ileterek sesin frekansa dzel amplifikasyonunda gérev alir.!!

Orta kulak, kulak zar1 ve i¢ kulak arasinda bulunan sirasiyla malleus, inkus, stapes
kemikgiklerinin bulundugu, bununla birlikte orta kulak basincini saglayan bir yapidir. Bu
kemik zincir yap1 sayesinde ses enerjisinin gaz ortamdan sivi otama gegisi esnasinda

kaybedilen 30 db’lik kaybi telafi eder ve sesin i¢ kulaga iletimini saglar.!>!3

2.1.1.1. i¢ Kulak Anatomisi

I¢ kulak, temporal kemigin petrdz parcasinda bulunan bir yapidir. Kemik
labirent ve membranoz labirentten olusan i¢ kulagin kemik labirenti; vestibiil, koklea ve
semisiirkiiler kanallardan olusur. Membrandz labirenti ise koklear duktus, sakkiil,
utrikul ve semisiirkiiler kanallardan olusur.'*

Koklea eriskin bir insanda 2,5 tur doniislii salyangoz sekilli bir yapidir. Eksenini
modiolusun olusturdugu kemik spiral laminaya sahip olup, spiral kanal1 yaklagik 30 mm
uzunlugundadir.' Koklea orta kulakla yuvarlak pencere ve oval pencere ile baglantilidir.
I¢ kulagm diger tarafinda semisiirkiiler kanallar ve vestibiil bulunur. Vestibuliin
posteriorunda 3 adet kemik semisiirkiiler kanal bulunur. Her semisiirkiiler kanalin 6n
ucunda vestibuliime agilan ampulla adi verilen siskinlikler bulunur. Her bir ampullada
krista yer alir. Krista hareketin algilanmasinda reseptor organdir ve iizerindeki jelatindz
yapiya kupula denir. Kemik labirent zar labirentle birlikte i¢ ice gecmis yapilardir.
Membranoz labirent kemik labirentin i¢ kismina yerlesmis olup vestibiiler u¢ organlari

barindirir. Membrandz labirent ve kemik labirent arasinda Na+’dan zengin perilenf



bulunurken membranéz labirentin icinde K+’dan zengin endolenf s1vis1 ile doludur. i¢i
stv1 ile dolu olan koklea Resisner membran ve Baziller membran tarafindan yukardan
asag1 dogru sirasiyla scala vestibuli, scala media ve scala tympani olarak {i¢ parcaya
ayrilmistir. Scala vestibuli ve scala timpaninin birleserek olusturdugu yapiya helicotrema
ad1 verilir. Bu yap1 sayesinde scala vestibuli ve scala timpani arasindaki basing farki
ortadan kalkar. Scala timpani ve scala vestibuli perilenf ad1 verilen yiiksek oranda Na+

igeren bir s1vi1 ile doluyken scala media ise endolenf adinda yiiksek oranda K+ igeren sivi
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Sekil 1. Koklea Kesiti'®

Baziller membran tizerinde Korti organi vardir ve cortilenf sivisini iiretir. Korti
organi bir¢ok yapidan olusur. Hensen hiicreleri, deiters hiicreleri, dis tiiylii hiicreler ve i¢
tiiylii hiicrelerden olusur. Korti organinda dis tiiylii hiicrelerin etrafini saran bosluga nuel
boslugu dis tiiy hiicre ve i¢ tiiy hiicre arasindaki bosluga ise korti tiineli ad1 verilir. Korti

organi Cladius, Boetctcher, Hensen, Deiters, dis pillar, i¢ pillar, i¢ falengeal(Retzius), i¢



siir(Held), hiicreleri gibi destek hiicrelerden ve tek sira i¢ tlylii ve {i¢ sira dig tliyli
sOnsorindral hiicrelerden olugur. Bu hiicreler arasinda bazal turnde olup apekste olmayan
sadece Boettcher hiicreleridir. Destek hiicreler ve sensorindral hiicrelerin apikal prosesleri
retikiiler laminay1 olusturur.'®!” Tektorial membran ise Korti organinin iizerine uzanan
bir yapidir. Korti organinda yaklasik 12500 adet dig tiiylii, 3500 adet i¢ tiiylii hiicre

mekanik enerjinin elektriki potansiyele ¢evrilmesinde gorev alir.?°
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Sekil 2. Korti Organi?!

2.1.2.Isitme ve Denge Sistemi Fizyolojisi

2.1.2.1.Isitme Sistemi Fizyolojisi

Kulak kepgesi atmosferde olusan ses dalgalarini toplar ve dis kulak kanali
aracilifiyla timpanik membrana iletir. Bu sirada ses lokalizasyonu ve belirli frekanslarda
amplifikasyon saglanir. Timpanik membrana gelen ses orta kulaga ulasir ve kemikgikleri
titrestirir. Orta kulak ses enerjisinin kaybettigi enerjiyi telafi ederek stapes tabaninin alt
kisminda bulunan oval pencere vasitasiyla i¢ kulaga iletir. Scala vestibulide baglayan
titresim scala timpani aracilifyla yuvarlak pencereye ulasir. Stapes hareketi esnasinda
orta kulaga dogru bombelesen yuvarlak pencere membrani perilenf sivisinin hareket
etmesini saglar. Koklear sivilarda meydana gelen bu dalgalanma sonucunda baziller
membran titresir. Bekesy’e gore baziller membranda yer degisimlerine yol agan bu durum

‘travelling wave’ (ilerleyen dalga teorisi) olarak adlandirilir. 2



2.1.2.1.1.Isitme Siniri Fizyolojisi

Tiiy hiicrelerinde olusan mekanik hareketin elektrokimyasal sinyallere doniistimii
i¢ tiiy hiicrelerinin bazal kismindan nérotransmiter salinimi ile baslar. Norotransmiterler
sinaptik boslugu gegerek sinir liflerinin post sinaptik membraninda baglanmis yerlesmis
reseptorlere baglanirlar. I¢ kulak ile beyin sap1 arasindaki sinir demeti isitme siniri olarak
adlandirilir. Yeterli ndrotransmiter salinimi halinde, afferent sinir lifleri atesleme yaparak
isitme siniri boyunca ilerleyip beyin sapina ulasan elektrsk sinyallerini olusturur. Isitme
siniri 8. Kranial sinir plan vestibiilokoklear sinirin bir pargasidir. Isitme siniri bipolar bir
sinir olup hiicre govdeleri (spiral ganglionlar) kokleada Rosenthal kanali igerisinde
bulunur. Dentritler tiiy hiicreleriyle sinaps yaparken aksonlar1 koklear ¢ekirdeklerde diger
sinir hiicreleriyle sinaps yapar. Baziller membrandaki tonotopik organizasyon ayni

sekilde isitme sinirinde de devam eder.?**

2.1.2.2.Denge Sistemi Fizyolojisi

Semisiirkiiler kanallar kafa pozisyonu her degistiginde bu degisikligi algilayarak
gozlerin kafa hareket yoniiniin tam tersi yone dogru ve kafa hareketinin biiyiikliigiine esit
sekilde kaymasini saglayacak uyarilar iletirler. Bu durum kafa hareketi sirasinda nesnenin
retinadaki goriintiisiiniin sabitlenmesini saglar. Iletilen uyarilar vestibiiler ¢ekirdekler ve
medial longitudinal fasikulus yoluyla gozleri hareket ettiren kaslara iletilir. VOR, refleks
yolllarinin kdken aldigi vestibiiler duyusal yapilara gore kanal-okiiler ve otolit-okiiler
refleskler gibi alt basliklarda incelenebilir.?®

Kanal okiiler refleks semisiirkiiler kanalin ampullasinin uyarilmasiyla baslar.
Gozler uyarilan kanal diizleminde hareket eder. Ewald kanunlarinda endolenf akiminin
yonii ile gdz ve bas hareketleri arasindaki iliski 3 kural ile agiklanmistir.?®

1.Goz hareketleri endolenf akiminin meydana geldigi kanal diizlemindedir.

2.Lateral semisiirkiiler kanalda ampullopetal endolenf akimi, ampullofugal
endolenf akimina oranla daha biiyiik bir uyarim saglar.

3.Anterior ve posterior kanallarda ampullofugal endolenf akimi, ampullopetal
endolenf akimina gore daha biiylik uyarim saglar.

Kalsiyum karbonat kristallerine otoconia veya otolit adi verilir. Makulalarin
yapisinda otolit ~ bulundugu i¢in sakkiil ve utrikiile otolitik organlar da denir. Otolitik

organlar yercekimi etkisini ve dogrusal hareketleri saptarlar. Kisi dik dururken utrikul



yatay diizlemde bulunurken, sakkiil dikey diizlemde bulunur. Utrikiill ve sakkiil
makulasinda tiiylii hiicrelerin yerlesim yonlerinin farkli olmasi farkli hareketlere hassas
olmalarin saglar. Utrikiil daha ¢ok yatay diizlemdeki dogrusal kafa hareketlerine, sakkiil
ise daha ¢ok yergekimi ve dikey diizlemdeki kafa harketlerine hassastir.?>

Vestibiiler sinir, sliperior ve inferior vestibiiler sinir olarak ikiye ayrilir. Siiperior
vestibiiler sinir utrikiil, anterior ve lateral semisiirkiiler kanallari; inferior vestibiiler sinir
ise posterior kanal1 ve sakkiilii innerve eder. Vestibiiler sinir, IAK iginden gecerek iletiyi
vestibiiler ¢ekirdeklere ulastirir.?®

Vestibiiler ¢ekirdekler beyin sapinda yaklasik olarak medulla ile pons arasina
yerlesirler. Siiperior, inferior, medial ve lateral olmak iizere 4 adet vestibiiler ¢ekirdek
bulunur. Siperior ve medial vestibiiler ¢ekirdek Vestibulo-okiiler Refleksten (VOR)
sorumlu iken; Medial vestibiiler ¢ekirdek Vestibulo-spinal Refleksten (VSR) sorumludur.
Hizli ve beklenmedik kafa hareketleri esnasinda postiiriin korunmasini saglar. Lateral
vestibiiler ¢ekirdek utrikiil ve sakkiilden gelen bilgileri alir fakat oncelikli gérevi VSR
den sorumlu olmasidir. Inferior vestibiiler ¢ekirdek, afferent ve efferen sinir aglariyla

vestibiiler ¢ekirdegin diger vestibiiler yapilarla arasindaki iletisimi saglar.?

2.1.2.2.1.Vestibiilo-Okiiler Refleks

Vestibiilo-okiiler refleks, basin hareketlerine karsilik géz hareketleri olusturarak
net bir goriis saglar ve ¢ok hizli ¢alisan bir reflekstir. Bas bir yone hareket ettiginde gozler
tam tersi yone hareket eder boylece goriintii foveada sabit kalir. SSK’lar bag hareketlerini
algilayarak gdzlerin basin tam tersi yonde dogru kaymasini saglayacak uyarilari iletirler.
Uyarilar, vestibiiler ¢ekirdekler ve medial longitudinal fasikulus yoluyla goz kaslarma
iletilir.

Horizontal kanal VOR’da ipsilateral yol medial rektus kasini; kontralateral yol ise
lateral rectus ve medial rectus kasinin kasilmasini saglar.

Stiperior kanal VOR’da kontralateral inferior oblik ve ipsilateral siiperior rektus
kaslar1 uyarilir. Cift tarafli siiperior kanal uyarimi goézlerin yukar1 deviasyonuna
(downbeat nistagmus) neden olur. Tek tarafli olmasi torsiyonel 6zellik kazandirir.

Posterior kanal VOR’da ipsilateral siiperior oblik ve kontralateral inferior rektus

kaslar1 uyarilir. Cift tarafli inferior kanal uyarimlar1 asag1 deviasyona neden olur. 2’



2.1.2.2.2.Vestibiilo-Spinal Refleks

VSR, giinliikk aktivitelerde viicudun stabilitesini saglayan motor kontrol
mekanizmalaridir. Kanal ve otolit reseptorlerin uyarimi diismeyi engellemek ve postiirii
stabil tutmak i¢in gerekli olan boyun ve viicut kaslarmin aktivasyonunu saglar.
SSK’lardan ve otolitlerden gelen linear ve acisal bag hareketi ipsilateral ekstansor kas

tonusunun artmasina ve ipsilateral fleksor kas tonusunun azalmasia neden olur.?

2.1.2.2.3.Vestibiilo-Kolik Refleks

Vestibiilo-kolik refleks, otolit organlardan ve semisiirkiiler kanallardan gelen
girdilerin boyun kaslarina iletilmesiyle basin stabilizasyonunu saglar. Utrikul, sakkiil ve
semisiirkiiler kanallar tarafindan olusturulan harekete karsi zit yonde refleks bas
hareketini meydana getirir. VKR yolu sakkiilden kaynaklanan sinyalleri ipsilateral boyun
kaslarina tasir. Bu refleks arki WEMP (Vestibiiler uyarilmis miyojenik potansiyeller)

kayitlari araciligryla 6lgiiliir. 2528

2.1.2.Santral Isitsel Yollar

Santral isitme sistemi farkli ndral yollardan olusan, kompleks uyaranlar
tanimlayici 6zellige sahip olan bir sistemdir. Baglica fonksiyonlar1 sesin lokalizasyonu ve
lateralizasyonu, isitsel ayirt etme, isitsel dikkat ve isitmenin temporal ozelliklerini
icerir.!>?’

Isitsel bilginin islemlenmesi i¢in énem arz eden yedi farkl1 yolak bulunmaktadir.
Bunlar; Medulla oblangata, koklear niikleus, siiperior oliverik kompleks, lateral
lemniskiis, inferior kollikulus, medial genikulat cisim ve son olarak bilginin islendigi
isitsel kortekstir.?

Afferent sistemde (korti organindan koklear niikleuslara ¢ikan yol) tek bir i¢ tiiylii
hiicre birden ¢ok tipl spiral ganglion hiicresi ile sinaps yaparken tip2 spiral ganglion
hiicreleri dis tily hiicreleriyle sinaps yapar. Efferent sistemde (korti organina dogru inen
yol) ise siiperior olivar kompleksten baslayarak dis tiiy hiicrelerde veya tip 1 spiral
ganglion hiicrelerinde sonlanarak korti organina efferent uyar1 saglar. Alinan uyarilar
koklear sinir yoluyla santral isitme yoluyla isitsel kortekse ulasir. Temporal lobun
stiperior temporal girusunda yer alan Broadman 41 ve 42 numarali alanlar igeren primer

isitsek korteks, sekonder isitsel korteks ve nonspesifik asosiasyon bolgeleri ile ¢evrilidir.



Isitme korteksindeki noral organizasyon tabakali ve isitme sisteminin tiim parcalarinda
3031

oldugu gibi tonotopiktir.
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Sekil 3. Kokleadan isitsel kortekse kadar isitme yollar1?®

2.2. Rat Kulak Anatomisi ve Fizyolojisi

Wistar Albino ratlar, genis kafa yapisina sahip viicut uzunlugunu geg¢meyen
kuyruk uzunlugu olan ve beyaz renkli tiiyleri olan sican tiiriidiir’2. Cabuk iireyebilmeleri,
bakimlarmin kolay olmasi ve saldirgan mizagli olmamalar1 nedeniyle deneysel
calismalarda siklikla tercih sebebidir.’® Ratlar, 6zellikle son yillarda saglik bilimleri ile
ilgili calismalarda asi, ilag, tibbi malzemelerin gelistirilmesi gibi yapilan pek cok
calismada kullamlmaktadir.>**3 Isitme ile ilgili hayvan modellerinde ratlar, insan kulak
anatomisiyle yakin benzerlik gostermesi sebebiyle siklikla tercih edilen hayvan tiirtidiir.

Sigan dis kulak yolu, hilal seklinde olan tabandaki 3 adet kemik halka ve ve bir
adet kikirdak halka tarafindan olusturulur. Dis kulak yolunun medial kismin1 insandaki

mastoid hiicrelerine benzeyen bulla olusturur.*%3’



Sican orta kulagi insan orta kulagina benzer anatomik oOzelliklere sahiptir.
Kemikgikler insan standart boyutunun yaklasik dértte biri biiyiikliigiindedir.>®*° Pars
tensa ve pars flaksida yapilarinin boyutlar1 da tamamen farklidir. Insan kulaginda pars
flaksida timpanik membranin total boyutuna kiyasla ¢ok kiiciik bir boyuta sahipken
ratlarda pars flaksida timpanik membranin 1/4 ila 1/3’iinii olusturur. Sicanlarda Ostaki
tiipli ise kartilaj yapiya sahiptir.

Sigan orta kulagi temporal kemige yerlesmis ve iyi korunmustur. Buna ragmen
timpanik membran muayenesi otomikroskop ile kolayca yapilabilir. Fakat mastoid
hiicreler yerine ratlarda timpanik bulla mevcuttur.*34°

Ratlarda koklea, 9-11 mm boyutunda timpanik bulba icerisindeki en belirgin yap1
olup modiolus etrafinda 3 tur déniis yapar.*! Koklea insanda oldugu gibi scala vestibiili,
scala timpani ve scale media olmak iizere 3 boliimden olusur. Oval pencere scala
vestibiiliye acilirken yuvarlak pencere scala timpaiye acilir. Scala vestibiili ve scala
timpani igerisinde perilenf bulunur. Scala mediada ise endolenf sivis1 bulunur.*? Ratlarda
ds tiiylii hiicre say1s1 7000 civarinda iken i¢ tiiylii hiicre say1s1 2000 kadardir. Isitsel sinir
fibrillerinin sayis1 3000 civarindadir.

Memeli canlilarin ¢ogu, 12 kHz ve {izerindeki seslere duyarlidir. Ratlar ise 250
Hz. ile 80 kHz arasindaki frekanslarda isitme duyarlili§ina sahiptir.

Ratlarin igitmesi yiliksek frekanslarda algak frekansalara gore daha iyidir.
Isitmenin en duyarli oldugu frekanslar 8-32 kHz’dir ve 32 kHz’den sonra isitme
kotiilesmeye baslar.’®* Rat kokleas1 insanda oldugu gibi tonotopik organizasyona
sahiptir. Fakat isitme frekanslarinin farklilig1 nedeniyle tonotopik organizasyon benzer
degildir.*

Denge organi: Ratlarda da denge organi kemik ve membrandz labirente gsahiptir.
Anterior semisiirkiiler labirentin dorsalaterali gosteren verteksi 7.00 mm uzunlugunda ve
0.21 mm genisligindedir. Kanal sagittal diizlemle 27.2° transvers diizlemde 52.7° ac1
yapmaktadir. Posterior semisiirkiiler kanalin verteksi 6.00 mm uzunlugunda ve 0.22 mm
genisligindedir. Posterior kanalin diizlemi sagittal diizlemde 27.6° ve tranvers diizlemle
60.7° ag1 yapar.

Lateral semistirkiiler, uzunlugu 6.1 mm genisligi 0.22 mm’dir. Ampullast 0.79

mm uzunlugunda, 0.55 mm genisligindedir. Horizontal diizlemle kanal 28.4° ac1 yapar.
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Lateral semisiirkiiler kanalin nonampuller ucu iletisimi saglamak i¢in posterior kanalin
ampuller ucuyla birlesir.

Anterior ve posterior semisiirkiiler kanallar 102.3°" bir a¢1 olustururlar. Bu ac1
anterior ve lateral kanallar arasinda 89.7°, posterior ve lateral kanal arasinda 89.8’lik bir
ac1 olusturur.*®

Utrikulus bir tarafta anterior ve lateral kanalin ampullasinin diger tarafta commun
crusun ve posterior kanalin ampullasinin arasinda yerlesmistir. Sakkulus laterale dogru

yassilasmistir ve kross kesitte iicgen seklindedir.*®
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.0168 .032 .084 .125 .250 .500 1 2 4 8 16 32 G4 128

L i L L L I A I i L i A L I

Kimz vanakh su kaplumbagas:

Kurbaga
. Guavercin
Fare
Sican
Hamster
Tavsan
Guinea Pig
e
Kopek
Kedi
Domuz
Japon Makak
Insan
T T LE T LE Ll L LS LS L T Ll L L
016 .032 .0684 .125 .250 .500 1 2 4 8 16 32 64 128

Frekans (kHz)

Sekil 4. Laboratuar hayvanlar1 ve insanlardaki isitme frekans araliklari.

Kaln ¢izgi 10 dB Sound Pressure Level (SPL), ince ¢izgi ise 60 dB SPL siddetindeki esik degerleri
gostermektedir.3

2.3. Ototoksisite

Ototoksite ¢esitli terdpatik ajan veya kimyasal maddelerle karsilasma sonucu i¢
kulak yapilarmin etkilenmesiyle koklear ve vestibiiler organlarda olusan hasarlanmadir.*6
Kalic1 veya gecici olugabilen bu durum isitme kaybi ve/veya denge bozukluguna yol
acgabilen 6nemli bir nedendir.

Ototoksik ilaglar korti organinda bulunan dis tiiy hiicrelerinde ve vestibiiler
sistemde tip 1 tiiy hiicre hasarina neden olur. Tiiy hiicrelerindeki hasar, kokleanin bazal

kismindan apikal kismma dogru ilerler.*’ Periferik vestibiiler sistem ototoksitesi, tily
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hiicrelerinin kismen ve tamamen hasarlanmasina neden olabilir. Vestibiiler sistem hasari
daha ¢ok kendini dengesizlik seklinde gdsterir. Hastalar dizzines veya denge kaybindan
yakinir. Vestibiiler semptomlar zamanla kompansatuar mekanizmalarla birlikte azalma
egilimindedir.*® Ototoksitede siklikla goriilen semptomlar tinnutus, isitme kaybi, bas
donmesi ve hiperakuzidir.*’

Aminoglikozitler, diiiretikler, kematerapotikler, anti inflamatuarlar, anti
hipertansifler, antibiyotikler, antimalaryaller ototoksik etkilere neden olabilen ajanlardir.
Bireylerde ototoksik bir ajan kullanimi toksisite diizeyinde farkliliklar gosterebilir.’® Bu
kisisel farkliliklar bireyin mevcut hastaliklari, aile oykiisii, ek ilaglari, tedavi siiresinin
uzun olmasi, yasi, dnceden snik isitme kaybi1 olmasi, bobrek yetmezligi olmasi ve ¢esitli

gen mutasyonlaria bagli olarak olusabilir.

2.3.1. Aminoglikozit Ototoksisitesi

Aminoglikozitler, cesitli bakteriyel enfeksiyonlar ve tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilmak iizere 1940’11 yillarda iiretilmis olan antibiyotiklerdir.’! ilk {iretilen ajan
streptomisindir ve daha sonra tiirevleri gelistirilmistir. Diger 6nemli aminoglikozitler,

gentamisin, tobramisin, amikasin, neomisin ve kanamisindir.?

Mide ve bagirsak
sisteminden emilimleri ¢ok zayif olmasi nedeniyle genel kullanimlari lokal veya
parenteral sekildedir. Her iki kullanimda da toksisite geligsebilir. En ¢ok kalici
ototoksiteye sebep olan ila¢ neomisin olup, gentamisin, kanamisin, tobramisin olarak
siralanabilir. Aminoglikozitler hem vestibiilotoksik hem de kokleatoksik 6zelliktedirler.
Streptomisin ve gentamisin daha c¢ok vestibiilotoksik etkiye sahipken; amikasin,
kanamisin ve neomisin kokleatoksik etkiye sahiptir. Tobramisin hem kokleatoksik hem
de vestibiilotoksik etkilesim gosterir.>>>

Bu toksisiteler klinikte isitme kaybi, bas donmesi ve tinnutus olarak kendilerini
gosterir. Aminoglikozit kullanimindan sonra 10 db’lik isitme kaybi ototoksite olarak
kabul edilmistir. Kokleotoksik etki olarak yiiksek frekanslari tutan kalici ve bilateral
sensOrindral tip isitme kaybi1 goriilmektedir. Vertigo, nistagmus, mide bulantisi ve kusma
vestibiilotoksik etki sonucunda gériilmektedir.>*

Kokleotoksik etki kokleanin ilk olarak bazal kivrimindaki tiiylii hiicrelerde

baslayip daha sonra kokleanin apikal bolgelerine dogru ilerler. Bu yiizden isitme kaybi

oncelikle yiiksek frekanslardadir. ilerleyen donemde Corti organinda bulunan diger
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hiicreler de etkilenebilir ve apikal bélgelere ve noronal yapilara dogru ilerleyebilir. Ig tiiy
hiicreleerinin etkilenmesiyle konugsma frekanslarinda da kayip gelisebilir. Hastalar isitme
kaybin1 3000-4000 Hz frekanslarinda 30 db’lik kayip olusmadan farketmezler. Ilacin
kesilmesiyle ototoksiteden etkilenen hastalarin yarisinda isitme kaybi diizelebilir.
Vestibiilotoksik etki sonucunda ise krista ampiillaris apeksindeki tiiylii hiicreler, utrikuler
ve sakkiiler makiilanin striolar bolgesi hasarlanir. Tip 1 hiicreleri ise Tip 2 hiicrelere

kiyasla daha fazla etkilenir.>*

2.3.2. Aminoglikozit Ototoksisitesinin Etki Mekanizmasi

Aminoglikozitlerin neden oldugu isitme kaybinin hiicresel temeli, kokleadaki tiiy
hiicrelerinin harabiyetidir. Ancak bu durum biyokimyasal diizeyde heniiz tam olarak
anlasilamamistir.>%>’

Aminoglikozitlerin, i¢ kulakta serbest radikaller iirettigi, ardindan duyusal
hiicrelere ve noronlara hasar vererek kalici isitme kaybina neden oldugu goriilmektedir.
Histopatalojik ¢alismalar dis tiiy hiicrelerinin ig tiiy hiicrelerine kiyasla ototoksik hasara
kars1 hassasiyetinin daha fazla oldugunu gostermektedir.’”->8

Gentamisin, dis tiiy hiicre ¢ekirdeklerinin yogunlagsmasina, ardindan mitekondrial
membran potansiyelinin kaybina ve apoptosise neden olur.”® Gentamisin kaynakli
ototoksitede rol oynadigi bilinen reaktif oksijen tiirleri, gecirgenlik gdzeneklerinin
acilmasini tesvik eder. c-June N-terminal kinase (JNK) yolu, in vivo gentamisin kaynakli
koklear ve vestibiiler tiiy hiicre dliimiine neden olur.*°

Koklear ve vestibiiler tiiy hiicrelerindeki ototoksitenin geleneksel agiklamasi
mitokondriyel hiicre protein ssentezinin inhibisyonu olsa da, bir¢ok aminoglikozitin N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptdrii tizerindeki poliamin bolgesindeki agonist etkilerinin
bir sonucu olarak tliylii hiicrelerde ototoksiteye neden oldugunu gosteren caligsmalar
vardir.%%2  Aminoglikozit antibiyotikler, endojen poliaminlerin pozitif modiilator
etkilerini taklit edebildikleri i¢in, bir poliamin bolgesiyle etkilesime girerek NMDA
reseptorlerinin islevini artirirlar.%%* Bundan dolay1 yiiksek doz aminoglikozitler, NMDA

reseptorii ile iligkili kanaldan kalsiyum girisini artirabilir. Bu durum tiiylii hiicreler ve

koklear sinir liflerinin dejenerasyonuna neden olurlar.%?
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2.4. Antioksidan Ajanlar

llaclarin ototoksik etkilerini azaltmak veya onlemek igin yapilan ¢aligmalar
Ozellikle son yillarda biiylik oranda artis gostermistir. Bu amagla glutatyon, hiperbarik
oksijen, salisilat, dexametazon, fenofibrat, d-metionin, resveratrol, memantin, piresetam,
n-asetil sistein gibi ajanlar kullanilmigtir. Son yillarda antibiyotiklerin toksisitesi
konusundaki bilincin artmasiyla beraber bu konudaki incelemelerde artig goriilmiistiir.
Spesifik olarak AG’lerin ototoksik etkilerini azaltmak i¢in 6nerilen glutatyon ile yapilan
cesitli aragtirmalarda serbest radikal etkilerini azaltarak AG’lerin tiiylii hiicrelerdeki
toksik etkilerini azaltmis ve isitme kaybini 6nlemistir. A-lipoik asit, fosfomisin ve demir
selatorleriyle yapilan ¢alismalarda da olumlu sonuglar alinmugtir, 3663

Memelilerin hayvan deneyi modellerinde siklikla kullanilmasiyla beraber yeni
ajan gelistirilmesi ve hatta uygulanan ajanin hastaya verilme yontemlerinin birbirine olan
istiinliiklerinin arastirilmasi saglanmistir. Ajan verilis sekli, dozlamasi, ajanin hedef
bolgeye iletilmesindeki dinamiklerin ¢oziilmesi, iletim sirasindaki anatomik ve fizyolojik
bariyer mekanizmalarini anlamak, bu ¢alismalarin amacini olusturmaktadir.®7-68:69

Antioksidanlar, hiicrelerin ROT/RNT’den zarar gérmesine engel olan kimyasal
maddelerdir. Normal kosullarda ROT/RNT diizeyini toksik olmayan seviyede tutarken,
hiicre iginde ROT/RNT artisina sebep olan patolojik durumlarda antioksidan savunma
yetersiz kalmasiyla hiicrede hasar olusur. Antioksidan savunma sistemi, elektron ¢ifti
verici ve detoksifikasyon i¢in gerekli enzimlerin ¢calismasini yoneten bir katalizordiir. '

Antioksidanlarin 4 farkl etki sistemi bulunmaktadir.

1-Serbest radikallere etki ederek tutma veya daha zayif molekiillere doniigtiirmesi
toplayici etkisidir.

2-Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak inaktif
bicime doniistiirmesi bastirict etkisidir. Bu etkiye vitaminler 6rnek verilebilir.

3-Serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerini kirarak islevlerini bozma sekli
zincir kirici etkisidir.

4-Serbest radikallerin neden olduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkisidir.”

Ototoksik ilaclarin toksik etkilerinin azaltilmasi proinflamatuar sitokinlerin ve
oksidatif sistemi, oksidatif stres esnasinda tiiylii hiicrelerde artmaktadir. Hasarin

devamliliginda ise azalmaktadir.”! Ototoksiteye bagl isitme kaybinda ROT/RNT’leri
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inaktive eden farkli antioksidanlarin kullanimiyla ototoksiteden korunma veya toksisite

sonras! isitme kaybinin diizeltilmesi amaciyla yeni calismalar yapilmaktadir.?!

2.4.1. Karbon Monoksit Salan Molekiil-3 (CORM-3)

Karbon monoksit salan molekiiller (CORM’lar) kontrollii miktarlarda karbon
monoksit (CO) salmak igin iiretilmis kimyasal bilesiklerdir. CORM’lar CO’1 hiicrelere ve
dokulara gotiirebilmek icin potansiyel terapotik ajanlar olarak gelistirilmektedir.

CO komiiriin eksik yanmasindan kaynaklanan zehirli bir gaz olarak bilinir. Aym
zamanda CO nitrik oksit (NO) ve hidrojen siilfitle(H>S) birlikte bir gaz iletici endojen
olarak bilinen bir norotransmitterdir.®> Endojen CO iiretimi heme katabolizmasindan
sorumlu enzimler olan konstitiitif (hemoksijenaz 2) ve indiiklenebilir (hemoksijenaz 1)
hem oksijenazlarin aktivitesi yoluyla gerceklesir. CO’in terapdtik bir ajan olarak
kullanilmasinin sebebi kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
CO molekiiliiniin vaskiiler etkilerinin, antienflamatuar ozelliklerinin, antiapopitotik,
antiproliferatif ve noroprotektif etkilerinin oldugu kesfedilmistir.

CO, diiz kas hiicrelerinde ve dolasimdaki kan hiicrelerinde 6nemli parakrin etkiler
gosterir ayrica damarlarda kas tonusunu siirdiirmede etkilidir. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde gevsemeye de neden olabilmektedir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri vaskiiler
yaralanma sonucunda, yikima ugraya endotelyal hiicrelerin HO1 hiicrelerini indiiklemesi
sonucu agiga c¢ikan CO sayesinde vazodilatasyon, antiproliferasyon ve antitrombotik
ozellikler kazanirlar.”

Vaskiiler hasarlanma esnasinda, -1B ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinleri salan
monositler ve makrofajlar hasarli bolgeyi sarararak sitokin seviyelerinde artisa neden
olur. Bununla birlikte Hemoksijenaz-1 enzimi uyarilir ve  aciga ¢ikan CO cGMP
miktarin1 artirip nétrofillerin  goglinii  engellemektedir. Ek olarak CO’in endotel
hiicrelerinin, fibroblastlarin ve pankreatik adacik hiicrelerinin apoptozunu in vitro olarak
inhibe ettigi gdsterilmistir.”®

HO-1 enzimi, MAPK enzimini aktive ederek endotelyel hiicre apoptozisini
onlemektedir. Hasar nedeniyle HO-1’in aktivasyonuyla ortaya ¢ikan CO, hasarli bolgede
vaskiiler spazmi ve diiz kas hiicre proliferasyonunu onleyerek vaskiiler homeostazisi
saglar.”* Yapilan calismalarda HO-1 enziminin néroprotektif etkileri gdzlemlenmistir.

CO’in T-hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu
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baskiladigina dair ¢alismalar mevcuttur. Ek olarak CO’in nérotransmitter ve intraselliiler

haberci olarak islev gordiigii bilinmektedir.”

CORM === Karbon Monoksit &= HO yolag

(-) Sitokrom C oksidaz
NADPH oksidaz
iINOS
(+) _'_GTP guanilat siklaz_ cGMP IEl
Antiproliferasyon
(+) Vazoregiilasyon
» D38 MAPK —» Antiapopitozis

Antiinflamasyon

Sekil 5.CORM tarafindan salinan CO mekanizmasi ve HO yolag1 7

Bu c¢alismalarla CO’in canlilarda fizyolojik ve patolojik bir¢ok durumla alakali
oldugu gosterilmis ve karbon monoksit salan molekiiller (corm) iiretilmeye baslanmaistir.

CORM-1 [Mnz(CO)19)] ve CORM-2 [Ru(CO)3Clx]2 ‘nin 400 mikromol/L
konsantrasyonlara kadar hiicrelere zarar vermedigi tespit edilmistir.’

CORM’lar yalnizca organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen ve CO’1 salabilmek igin
fiziksel ve kimyasal miidahalelere ihtiya¢ duyan molekiillerdir. Suda ¢6ziinebilen ve CO’1
kolaylikla salabilen ilk molekiil trikarbonilkloro (glisinat) rutenyum (II) olan CORM-
3¢tiir. CORM-3"iin vazodilatdr etkiye sahip oldugu bilinmektedir.”®

Sekil 6. Corm-3 kimyasal yapis1’
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CORM-3, terapdtik amaclarla kullanilabilen, CO salabilmesi agisindan aktif bir
molekiildiir. CORM-3’iin CO’yu salabilme siiresi 1-5 dakika arasinda degisebilmektedir.
CORM-3 canli hiicrelerde ve fizyolojik soliisyonlarda CO’i salabilmesine ragmen oda
sicakliginda suda ve asidik ph’da 24 saatten fazla stabil kalabilir.” CORM-3’iin canl
organizmalarda kullanimiyla alakali yapilan deneysel ¢aligmalarda terapotik dozlara
ulagilabilmistir. Akut hipertansiyon, anjina, iskemik inme ve ndrotransmisyon gibi
patolojilerde CORM-3’{in canli organizmalarda CO’yu hizla salivermesi sayesinde sik¢a
kullanilan deneysel calismalar mevcuttur. CORM-3"lin terapotik konsantrasyonlarda

organizmada olumsuz reaksiyona ve toksisiteye neden olmadig1 gosterilmistir.”’

2.5. Objektif Odyolojik Degerlendirme Yontemleri

2.5.1. Otoakustik Emisyonlar

Otoakustik emisyonlar, i¢ kulaktaki dis tiiy hiicre hareketlliginin sonucu olusan
enerjilerdir. Isitsel uyaran varlig: veya yoklugunda meydana gelebilirler. Korti organi
otoakustik emisyonlarin giic kaynagidir. Dis tlly hiicrelerinin hareketliligi ve
amplifikasyon 06zelligi nedeniyle olusan diisiik siddette yayilimlarin otoakustik
emisyonlar olarak ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.”®

Ilk olarak Gold tarafindan 1948 yilinda kokleada aktif bir enerjinin oldugu
belirtilmigse de kaydedilememistir. 1978 yilinda Kemp tarafindan gelisen teknolojik
sartlarin da etkisiyle otoakustik emisyonlar kaydedilmistir.”**

Otoakustik emisyonlar prendral cevaplardir. Dolayisiyla dis tiiy hiicre hasarina
bagli patolojilerden etkilenirler fakat i¢ tlly hiicre hasarina bagli patolojilerden
etkilenmezler. Dis tiiy hiicreleri sahip olduklar1 prestin geni sayesinde uyarim sonrasi
uzunluklarinda degisim gosterirler. Yapilan bir aragtirmaya goére prestin geni olmayan
farelerde azalmig dis tily hiicre uzunlugu ve hareketsizligi tespit edilmistir. Otoakustik
emisyonlar tlly hiicre stereociliasinin aktif tiiy hiicre demet hareketliliginden
kaynaklanmaktadir. Dig tlly hiicrelerin hareketiyle korti organinin vibrasyonu artar ve
koklea i¢inde art1 bir ses kaynagi gibi davranir. Bu duruma “koklear amplifikasyon”
denir. Bu sebeple akustik travmalarda dis tiiylii hiicreler iizerindeki etkilenme daha
fazladir. Stavroulaki ve ark.!, gentamisin ajani kullandiklari ¢alismasinda tedavi dncesi
ve sonrast odyolojik degerlendirmede anlamli farklilik saptanmamasina ragmen, OAE

testinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit etmistir. Bu ¢alismayla da OAE
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testinin kokleanin fonksiyonunu degerlendiren 6nemli bir Ol¢iim aract oldugunu
belirtmis. Ayrica gentamisin ototoksisitesinin erken donemlerinde OAE testi kullanilarak
dlgiimlenebilecegini belirtmistir.3%

Otoakustik emisyonlar dis kulak kanalina yerlestirilen bir probe ile probe igerisine
yerlestirilen hassas bir mikrofon araciligiyla ol¢iiliir. Probe akustik uyaran gonderen

hoparlére de sahiptir. Olgiilen otoakustik emisyon tipine uygun olarak analiz edilir.**

2.5.1.1. Otoakustik Emisyon Tiirleri

Otoakustik emisyonlar olusum mekanizmalarina gore iki gruba ayrilir. Herhangi
bir uyaran olmaksizin kaydedilen OAE’ler ve akustik uyaran varliinda kaydedilen
‘uyarilmis otoakustik emisyonlar’ dir.

Spontan Otoakustik Emisyonlar

Probe mikrofon tarafindan herhangi bir akustik uyarim olmaksizin kaydedilen,
siirekli ve dar bant genisligindeki saf tonlar seklinde emisyon sinyalleridir. Normal
sinirlarda isitmeye sahip olan bireylerin %50-70’inde spontan emisyon mevcut olabilir.*?

Distorsiyon Otoakustik Emisyonlar (DPOAE)

DPOAE, iki es zamanl saf-ses sinyalin kulaga yerlestirelen prob iizerinden
verilmesiyle koklea tarafindan iiretilen cevaptir. DPOAE olusturan primer sesler f1 ve {2
dis uyaran olarak gonderilirler. DPOAE cevabinin en belirgin olustugu nokta 2f1- 2
formiliinde koklear bolgesinde olusmaktadir. Bu frekansta dis tiiy hiicrelerinin
fonksiyonu en iyi sekide yansitilir. Bu primer saf seslere karsilik gelen ses siddetleri
sirastyla L1 ve L2 olarak adlandirilir. L1 65, L2 55 dB SPL siddetindedir. Iki frekans
arasindaki uzaklik L.1/L.2 ile ifade edilir ve bu oran 1,22 oldugunda kokleanin en iyi cevap
verdigi orandir.

DPOAE’ler frekansa 6zel yanitlardir ve 0.5-8 kHz arasinda giivenilir olarak
kaydedilir. DPOAE yanitlar1 sensorindral isitme kaybindan etkilenirler ve 40-50 dB
HL’den daha fazla kayiplarda DPOAE yanitlar1 alinamaz. Bu sebeple yapilan

calismalarda ototoksisitede giivenilir bir test ydntemi olarak kullanilabilirler.®?
2.5.2. Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Potansiyelleri (IUBP)

Isitsel uyaran tarafindan koklear sinirden beyin sapinin iist boliimiine kadar olan

isitsel yollarda olusturulan elektriksel aktivitenin kaydedilmesidir. IUBP dalgalari

18



uyaranin baslamasinin ardindan 2-12 msn igerisinde olusmaktadir. [UBP 6l¢iimlerinde
latans, amplitiid ve dalga morfolojisi degerlendirilen parametrelerdir. [UBP yanitlarinda
olusan dalgalar, sekizinci sinirden beyin sapina kadar olan néral yapilardan kdken alir.®!

IUBP dalga merkezlerinin anatomik kdkenleri su sekildedir:

I. dalga: Koklear sinirin distal kism1

II. dalga: Koklear sinirin proksimal kismi1
III. dalga: Ventral koklear nukleuslar

IV. dalga: Superior olivar kompleks

V. dalga: Lateral lemniskus ve inferior kollikulus.®®

IUBP’ler periferik ve santral isitme sisteminin degerlendirilmesinde kullanilan
giivenilir bir elektrofizyolojik test yontemidir. Isitme esiklerinin belirlenmesi, koklear-
retrokoklear patolojilerin belirlenmesi, yenidogan isitme taramalar1 ve cerrahi bir girigim
sirasinda isitsel sinir sisteminin monitdrizasyonunda kullanilir.®” I[UBP testinde farkli
isitsel uyaranlar kullanilmaktadir. Klik ve ton burst uyaran olarak adlandirilan farkli
Ozellikte 2 uyaran kullanilir. Klik uyaran genis bant bir uyaran olup 500-4000 Hz
bolgesine ait isitmeyi yansitir. Fakat isitmeyi en iyi yansittig1 bolge 2000-4000 Hz frekans

araligidir. Tone burst uyaran ise frekansa 6zel bilgi vermektedir.®

2.6. Ratlarda Odyolojik ve Vestibiiler Degerlendirme

Ratlarda isitsel fonksiyonlar objektif otoakustik emisyonlar ve isitsel beyin sap1
cevaplariyla degerlendirilmektedir. Vestibiiler fonksiyonu degerlendirirken ise son
donemde davranissal degerlendirme yontemleri kullanilmaktadir. 343586

Otoakustik emisyonlar dis kulak yoluna yerlestirilmis bir prob ile olgiiliir.
Olgiimler sessiz bir ortamda anestezi altindaki ratlardan kisa siirede alinabilir. Bazal
Ol¢timler sirasinda emisyon yanitlart olmayan ratlar ¢alisma dis1 birakilir. Otomikroskopi
muayenesi dogal oldugu goriilen, DPOAE testinde sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ratlar
arastirmaya dahil edilmektedir.?’

Arastirmaya dahil edilen ratlara uygulanan bir diger objektif test ise isitsel

uyarilmis beyin sap1 cevaplari (IUBP) testidir. Anestezi uygulanan siganin kulak ve

vertekse yerlestirilmis elektrotlar vasitasiyla merkezi isitme yolllar1 degerlendirilir.
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Ratlarda IUBP yanitlarinda en belirgin olan ve esik belirlemede kullanilan II. dalga
morfolojisidir.®
Ratlarda vestibiiler fonksiyonlar1 degerlendirmek icin bir¢ok davranigsal test
yontemi tanimlanmistir. Bunlar arasinda deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilanlar
kuyruktan asma(tail hanging), havada diizelme(air rightinng) ve yiizme(swimming)
testleridir. Noromuskiiler gelisim degerlendirilmesinde  kullanilan bu testler
ototoksisiteye maruz kalan ratlarda denge davraniglar1i analiz edilerek vestibiiler
etkilenme dereceleri belirlenmistir.3486:3%:%
Liorens tarafindan uygulanan davranissal test bataryasinda sigan veya farelere
serbest alan incelemesi, kuyruk asma, havada diizelme ve yiizme testleri yaptirilmistir.%
Martin-Lorens ratlarda nitril tiirevlerinin vestibiilotoksisitesini arastirdigi
calismada kuyruktan asma testinde tek taraflli kasilma, donme ve kafa ¢cevirme haretlerini
etkilenme diizeyine gore 0-4 puan arasinda puanlamis. R. Cassel ise farelerde unilateral
vestibiiler hasar1 inceledigi ¢aligmalarda etkilenmeyi davranigsal testlerle 0-3 puan
arasinda degerlendirmistir. Etkilenme seviyesi Martin-Lorens’in ¢alismasinda vestibiiler
etkilenme skoru (VDRs: vestibular dysfunction ratings) olarak adlandirilmistir. Tian ve
arkadaglar1 da ratlardaki gentamisin ototoksisitesine kirmizi ginsengin etkilerinin
arastirlldigl caligmada sicanlarin kuyruk asma ve yiizme testlerini yine 0-3 arasinda
derecelendirmistir.* Cassel ek olarak hayvanlarin yiizme kalitesi, sudan ¢ikis aninda
kurulanma becerisi (grooming) ve sudaki dengesini de 0- 3 puan arasinda puanlamis ve

tek tarafl1 vestibiiler etkilenmenin hasar diizeyini sayisal verilerle gostermistir.®!
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Cukurova Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlari Etik Kurul
Baskanliginin 16.12.2022 tarih ve 8 sayili toplant1 kararinin onay1 ve TYL-2022-15512
proje numarasi ile Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Fonu destegiyle
yiritilmiustir. (Ek 1)

Arastirma, deneysel calisma olarak planlandi. Arasgtirmanin odyolojik
degerlendirmeleri, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali Odyoloji Unitesinde ve deneysel kismi Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirildi.

Arastirmada ortalama 300-350 gr agirhiginda olan, 21 adet wistar cinsi erkek rat
kullanildi. Ratlar aragtirma siiresince oda 1sisinda (21 + 2 °C) ve 12’ser saatlik aydinlik/
karanlik ortaminda tutulup, standart pellet wistar rat yemi ve dinlendirilmis musluk suyu

ile ad-libitum beslendi, suya serbestce ulasabilmeleri saglandi.

3.1.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Arastirmaya 21 ratin 21 kulag1 dahil edildi. T{im ratlarin isitme 6l¢limiinden 6nce
otoskop ile otoskopik bakisi yapilarak, dis kulak kanallar1 temiz olanlar ile otoskopik
bakist normal olanlar arastirmaya dahil edildi. Deney gruplart asagidaki sekilde

diizenlendi:

Grup 1 (Serum Fizyolojik kontrol grubu, n=7): Kontrol grubuna bazal isitme
6l¢timiiniin ardindan 1. glinden 5. giine kadar intraperitoneal yol ile serum fizyolojik (SF)
uygulandi. 3. 5. 7. ve 10. giinde isitme ve denge Ol¢limleri gergeklestirildi. Onuncu giiniin

sonunda eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Grup 2 (Gentamisin grubu, n=7): Gentamisin grubunun arastirma dncesinde
bazal isitme degerlendirmesi gergeklestirildi. Ardindan bu gruptaki hayvanlara 5 giin
boyunca intratimpanik gentamisin uygulandi. Orta kulak boslugunu doldurmak igin
(yaklasik 20 ul/sican) sol kulaga intratimpanik gentamisin uygulandi. Ugiincii 5. 7. ve 10.
giin davranis testleri ve isitme Olciimleri yapildi. Onuncu giin son davranis testleri ve

isitme Ol¢iimiiniin ardindan eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.
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Grup 3 (Gentamisin+tCORM-3 grubu, n=7): GentamisintCORM-3 grubunun
aragtirma oncesinde bazal isitme degerlendirmesi gergeklestirildi. Ardindan gruptaki tim
hayvanlara 5 gilin boyunca intratimpanik gentamisin uygulandi. Orta kulak boslugunu
doldurmak icin (yaklasik 20 ul/si¢an) sol kulaga intratimpanik gentamisin uygulandu. lag
uygulamasinin ardindan 1 saat sonra 10 mg/kg/giin intraperitoneal yol ile CORM-3
uygulandi. Yarilanma Omrii gz Oniine alinarak ila¢ uygulamasi 5. glin sonuna kadar
giinliik 10 mg/kg intraperitoneal yol ile CORM-3 enjekte edildi. Karaduman’in rat
ekstremitesinde CORM-3’iin iskemi reperfiizyon hasarina etkisini degerlendirdigi
calisma baz almarak, ¢alismamizda 10 mg/kg/giin CORM-3 uyguladik.” Ugiincii 5. 7.
Ve 10. giin davranig testleri ve isitme Ol¢limleri degerlendirildi. Onuncu giin isitme
Olclimiiniin ardindan eter anestezisi altinda sakrifiye edildi. Deneysel modeller uygun
sartlarda ve cerrahi setler ile gergeklestirildi. Sakrifikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya
cikan atiklar, tibbi atik torbalarina alinarak Deney Hayvanlar1 Laboratuvar tarafindan
hastanenin imha boliimiine gonderilerek kurallara uygun kosullarda ve sekilde yok edildi.
Gruplara yapilan uygulamalar, davranis testleri, isitme degerlendirmeleri ve ratlarin

sakrifikasyonunun zamansal ¢izelgesi Tablo 1’de verildi.

Tablo 1. Gruplara uygulanan iglemlerin zamansal ¢izelgesi (sol kulak)

Grup I Grup 11 Grup 1T

Calismanin Vestibiiler Inceleme Vestibiiler Inceleme Vestibiiler Inceleme
0.glinti bazal . . )
degerlendirme Anestezi Anestezi Anestezi

DPOAE ve ABR DPOAE ve ABR DPOAE ve ABR

Anestezi Anestezi Anestezi
Calisma 1-5. Serum Fizyolojik Intratimpanik gentamisin Intratimpanik gentamisin

in
g enjeksiyonu uygulamasi uygulamasi
Corm-3 enjeksiyonu
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Calisma 3.
glin

Calisma 5.
Gilin

Caligma 5-7.
Gilin

Calisma 7.
Giin

Caligma 7-10.

Giin

Calismal0.
Giin

3.2.Veri Toplama Araclan

Ratlarin isitme duyarliliklarinin 0.25 kHz ile 80 kHz arasinda olmasi ve
ototoksisiteye bagli isitme kaybi modellerinde isitsel fonksiyonlarin degerlendirilmesi
i¢cin yaygin olarak kullanilan isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyelleri testi ve distorsiyon
tirtinii otoakustik emisyon testi uygulandi. Ancak mevcut DPOAE test cihaz1 1 kHz- 8

kHz frekans araliginda 6l¢iim yapabildigi i¢in ve yiiksek frekans 6l¢iim 6zelligine sahip

Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

[zlem

Vestibiiler inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

[zlem

Vestibiiler inceleme
Anestezi
DPOAE ve ABR

Sakrifikasyon

Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

[zlem

Vestibiiler inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

[zlem

Vestibiiler inceleme

Anestezi

DPOAE ve ABR

Sakrifikasyon
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Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

Vestibiiler Inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

[zlem

Vestibiiler inceleme
Anestezi

DPOAE ve ABR

fzlem

Vestibiiler inceleme
Anestezi
DPOAE ve ABR

Sakrifikasyon



olmadigi i¢in 8 kHz {lizeri DPOAE degerlendirmesi gerceklestirilemedi. Goriilebilir bir
dis kulak yolu olan, kulak zarinda veya orta kulakta herhangi bir patoloji olmadig
otomikroskopi ile dogrulanan, DPOAE testinde sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ratlar
arastirmaya dahil edildi. Isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmeden dnce ratlara 40 mg/kg
Ketamin hidroklorid (Ketalar flk, Pfizer) ve 5 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Basilazine %2,
Bavet) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandi. Otoskopik bakist dogal ve DPOAE
testinde sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ratlara ITUBP testi uygulandi. Isitmesinin normal
oldugu odyolojik degerlendirme ile belirlenen ratlarin rastgele secilmesiyle iic grup
olusturuldu. Yapilan deneylerde ajan uygulamalar1 sonras1 etkilenmeler odyovestibiiler
testlerle incelenmistir. Kokleovestibiiler fonksiyon bozukluklari bu deneysel incelemeler
sirasinda birinci glinden itibaren monitdrize edilmeye baslanmistir. Hayvanlarin
vestibiiler skorlar1 davranigsal testlerle 6lctiliirken, isitsel fonksiyonlarini degerlendirmek
icin OAE ve IUBP kullanmilmistir. Biz de ¢alismamizda siganlarin vestibiiler
fonksiyonlarii 3., 5., 7. ve 10. giin havada diizelme, ylizme ve kuyruktan asma testleriyle
hesapladik. Testler yapilirken vestibiiler degerlendirme sonrasinda yapilan isitsel
incelemeler 6ncesinde anestezi uygulandi ve 5 giinliik multidoz uygulama sonrasi 10. giin

sicanlar sakrifiye edildi.

3.2.1. Aminoglikozid Toksisitesinin Olusturulmasi

Gentamisin uygulanan hayvanlara yapilmak iizere mililitresinde 100 mg
gentamisin bulunan (Genta, Deva holding Tiirk AS. Cerkezkdy Organize Sanayi Bolgesi)
gentamisin orta kulak boslugunu doldurmak i¢in (yaklasik 20 ul/sigan) sol kulak zarinin
anterosuperior kadranindan 5 giin siireyle yavasca uygulandi. Sicanlar 30 dk boyunca sol

kulak yukarida olacak sekilde ayni pozisyonda tutuldu.

3.2.2. Vestibiiler ve Odyolojik Inceleme

Deney sirasinda bazal degerlendirme, 3. giin,5. Giin 7. giin ve 10. giin denge ve
isitme testleri uygulandi. Vestibiilopati; i¢ kulaktaki periferik denge merkezini olusturan
utrikul, sakkul ve yarim daire kanallarinda olusan hasar sonrasi gelisen denge
problemidir. Vestibiilotoksik girisimler ve ila¢ uygulamalarindaki ideal dozaj ve kullanim
seklini saptayabilmek amaciyla birgok vestibulopati modeli olusturulmustur. Hayvan

modellerinde vestibulopatiyi derecelendirmek adina ¢esitli tarifler yapilmis olsa da bunlar
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arasinda en kullanigli olan1 Llorens’in tanimladig1r davranissal test bataryast olmustur.
Yapilan arastirmalarda derecelendirme metodlar1 da modifiye edilmis ve etkilenme
diizeyleri matematiksel olarak formiile edilmistir. Biz de c¢alismamizda vestibiiliin
etkilenme derecesi monitorize etmek i¢in Cassel’in fare modeli tizerindeki skorlamasini

kullandik.3%°!

— T

Resim 1. Swimming ﬁzme) Testi

- Resim 2

Incelemede Llorens’in tamimladigi yontemler olan Tail-hanging (kuyruktan asma),
Swimming (yiizme) ve air-righting (havada diizelme) testleri uygulandi. Testlerin
degerlendirilmesi, ila¢ uygulamarindan habersiz olan korlestirilmis arastirmacilar tarafindan 0- 3

arasinda puan verilerek degerlendirildi.
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Resim 3. Air Righting (Havada diizelme) Testi

3.2.3. Anestezi Yontemi

DPOAE ve [UBP testleri éncesinde ratlara anestezi uygulandi. Oncelikle 40
mg/kg %10’luk Ketamin (Ketalar flk, Pfizer) ve 10 mg/kg Ksilazin (Basilazin %2, Bavet
Ilag San. ve Tic. A.S) intraperitoneal yolla verilerek anestezileri saglandi. (Resim 7)
Ratlar, giiriiltii maruziyeti sonras1 7. giin DPOAE ve IUBP testlerinden sonra yiiksek doz
eter solutularak sakrifiye edildi.
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Resim 4. Wistar rata uygulanan intraperitoneal anestezi yontemi

3.2.4. Isitme Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve Isitsel Uyarilmis
Beyinsapi1 Potansiyelleri Testi (IUBP); ratlara ototoksite maruziyeti dncesinde isitmenin
bazal degerlendirmesi sonrasinda gentamisin uygulanmasinin 3., 5., 7. Ve 10. giinlerinde
isitsel fonksiyonlarimi degerlendirmek amaciyla uygulandi. Odyolojik testler anestezi
altinda ve ortam giiriiltiisii 40 dB SPL (A)’nin altinda olan sessiz odada uygulandi.
DPOAE testinde 1 kHz sonrast tiim frekanslarda sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ve IUBP
testinde isitme esikleri 25 dB SPL ve altinda elde edilen ratlar aragtirmaya dahil edildi.

3.2.5. Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Testi

DPOAE testleri anestezi altindaki ratlara yatar pozisyon verilip proba uygun
pozisyon verilmesi saglandi. Sag ve sol kulaklari ayr1 ayr “Otodynamics ILO-V6
Cochlear Emission Analyzer”, 5.61 (Otodynamics, London) versiyonu kullanilarak test
edildi. DPOAE testi icin f2 ve f1 frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1) 1.22 olacak Sekilde
ayarlandi. L1-L2 seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1 =65 dB SPL, L2 =55dB SPL)
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siddetinde tutuldu. DPOAE, f1 ve f2’nin geometrik ortalamalarinda 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz’deki sinyal-giiriiltii oranlar1 kaydedildi (Resim 5).
DPOAE’lar, 2f1-f2 frekansinda 6lgiildii. Her bir frekansta cevabin sinyal giirtiltii orani 3
dB SPL’den biiyiik olarak elde edilen degerler OAE var olarak degerlendirildi.

3.2.6. Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Potansiyelleri (IUBP) Testi

Isitsel uyarilmis beyinsap1 potansiyelleri kayitlamalar1 i¢in GSI Audera cihazi
versiyonu kullanildi. Kayit sirasinda sub-dermal igne elektrodlar kullanildi. Aktif
elektrod vertekse, referans elektrod test kulagina, toprak elektrod ise karsi kulagin
ventrolateraline (kulak alt1) yerlestirildi (Resim 6). Elektrod direngleri 1 kohm’nin altinda
tutuldu. Elektrodlarla toplanan biyoelektriksel yanitlar 31.3 mikrosaniye ornekleme
hizinda analogdan dijitale gevrildi. IUBP testinde 4, 6 ve 8 kHz’de, uyaranimn frekans
spektrumunu daha darlastirmak amaciyla Blackman zarfiyla, inis-¢ikis siiresi 1000 ms
olan ton burst uyaran kullanildi. II. dalganin elde edildigi en diisiik siddet diizeyi ratin o
frekanstaki isitme esigi olarak kabul edildi. 70 dB SPL siddetinden baslanarak II. dalga
elde edildiginde esik iistii seviyelerde uyaran siddeti 10 dB, esige yaklastikca uyaran
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siddeti 5 dB azaltilirken, II. dalga elde edilmediginde uyaran siddeti 5 dB arttirilarak her
iki kulagin isitme esikleri belirlendi. TUBP testinde kullanilan kayit ve uyaran
parametreleri Tablo 2’de belirtildi.

Resim 6. Wistar ratlara uygulanan IUBP testi
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Tablo 2. TUBP testlerinde kullanilan kayit ve uyaran parametreleri
Kayit-Uyaran Parametreleri

Polarite
Uyaran
Uyaran Sikhg1
Zarf

Kulakhk

Averaj
Ornekleme hizx
Amplifikasyon
Kayitlama Filtresi

3.2.7. ila¢ Uygulamasi

Alterne

4 kHz, 6 kHz 8 kHz Ton Burst uyaran
37.1 saniye

Blackman

Intelligent Hearing Systems ER3A insert
earphone (300 ohm)

1024

31.3 mikrosaniye

05uVv

30- 3000 Hz bant gegirgen filtre

Toz formdaki CORM-3, distile su icerisinde ¢oziilerek giinlik 10 mg/kg/giin

dozunda olacak sekilde ayr1 ayr1 eppendorf tiiplere konularak -20°C’de saklandi. Her giin

tiiplerdeki hazir dozlar oda sicakligina getirildikten sonra intraperitoneal yolla uygulandi

(Resim 7). CORM-3, intratimpanik gentamisin uygulamasindan 1 saat sonra baslanarak

5 giin boyunca her giin ayni saatte, intraperitoneal yol ile verildi. CORM-3 i¢in uygulanan

uygun intraperitoneal doz daha once yapilmis arastirmalarda belirtilen dozlar dikkate

alinarak belirlendi.
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Resim . .Ratlara uygulanan intaperitonea CORM-3 uygulamast

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Kategorik 6l¢timler say1 ve yiizde olarak, sayisal dlgiimlerse ortalama ve standart
sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum- maksimum) olarak 6zetlendi. Sayisal
Ol¢timlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigir Shapiro Wilk testi ile test
edildi. Gruplar arasinda sayisal 6l¢limlerin karsilastirilmasinda varsayimlarin saglanmasi
durumunda Bagimsiz gruplarda T testi, varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise
Mann Whitney U testi kullanildi. Ikiden fazla grubun sayisal dlgiimlerinin genel
karsilastirilmasinda varsayimlarin saglanmasi durumunda Tek Yonlii Varyans Analizi,
varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu
karsilastirmalarda anlamli bulunan durumlar i¢in gruplarin ikili karsilastirilmalarinda
varsayimlarin saglanmasi durumunda grup i¢i varyanslarin homojen olup olmamasina
gore  Bonferroni ve  Games&Howell testleri  kullanildi.  Gruplarin = ikili
karsilagtirilmalarinda varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise Bonferroni diizeltmesi
yapilmig Mann Whitney U testi kullanildi. Ayni bireyler iizerinde farkli zamanlarda
yapilan sayisal 6l¢limlerinin zaman i¢indeki degisimini karsilastirmada tekrarli 6lgtimler
analizi kullanildi. Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0

paket programi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0,05 olarak alind1.
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4. BULGULAR

Aragtirmamizda CORM-3’lin ototoksiteye bagli isitme ve denge kaybinda
etkinligi degerlendirildi. Calismamizda her biri 7 wistar rattan olusan 3 grup esit sekilde
rastgele ayrilarak DPOAE, [UBP ve davranissal testler uygulandi. Gentamisin ve CORM-
3 ajanlar1 uygulandi1 ve deneyin 3., 5., 7., ve 10. giinlerinde IUBP testi esik, DPOAE
amplitiid degisiklikleri ve vestibiiler davranigsal degerlendirmeleri yapildi.

4.1. Distorsiyon iiriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Bulgulari

Tlim gruplarin bazal, 3.giin, 5.glin 7.giin ve 10.glin DPOAE amplitiidlerine iligskin
ortalama + standart sapma ve medyan (minimum- maksimum) degerleri sol kulak olarak
Tablo 3’te verilmistir.

Tim frekanslarda elde edilen bazal DPOAE yaniti kontrol grubu, gentamisin
grubu ve CORM-3 grubu arasinda farklilik géstermedi. Ugiincii giin, 5.giin, 7. Giin ve
10.giin ise tiim frekanslarda elde edilen DPOAE yanit1 kontrol grubu ve gentamisin grubu
arasinda farklilik gdzlendi. (Tablo 3). Ugiincii giin, besinci giin, 7.giin ve 10.giin tiim
frekanslarda elde edilen DPOAE yaniti1 gentamisin grubu ve gentamisin+corm-3 grubu
arasinda farklilik gézlendi.

Gentamisin verilmeyen kontrol grubunun bazal, 3. 5. 7.ve 10.glindeki

Ol¢timlerinde tiim frekanslarda elde edilen DPOAE yanitlar1 arasinda farklilik izlenmedi.
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Tablo 3. Tiim ¢alisma gruplarinda DPOAE testinde elde edilen sinyal-giiriiltii oranlart (S/N)- SOL

Zaman KHz Kontrol Gentamisin Gentamisin
+ Corm-3
1 0.7£2.8 -1+1 -0.3£1.3
1.5 5.3+4.9 0.6£1 0.7+1.6
2 10.3+£7.6 3.4+3.4 8.6+3.4
Bazal 3 17+5.4 10.9+4.4 20.3+4.2
4 27.3+8.6 22.946.3 29.6+5.4
6 35.743.7 29.4+4 4 349434
8 40+5.3 38.6+£3.4 41.6£2.4
1 0+0.8 -0.9+1.2 -1.6+0.5
1.5 6.1£0.9 -1.3+0.8 -1.3+0.8
2 11£1.2 -0.7+0.8 -0.9+0.9
3. glin 3 18.6+1.5 -0.6+0.8 -0.3t1.4
4 23.6+1.7 -0.6+0.5 -0.6+1.9
6 37.6+1.7 -0.4+0.8 -0.1+0.9
8 42.1£1.3 -0.7+0.8 -0.7+0.8
1 0.4+0.8 -0.9+0.9 -0.4+0.5
1.5 6.1+1.6 -0.9+0.4 -0.7+1.1
2 11.7+1.1 -0.6£0.5 0.6+2.2
5.glin 3 19+1.9 -0.3+0.8 0.3£2.5
4 25.3+1.1 0+0.6 24+2.6
6 37.4+4.7 0.4+0.5 2.3+£3.9
8 43+2.3 1.3£1.1 4.7+5.3
1 0.3+0.8 -0.9+0.9 -0.9£1.2
1.5 5.4+1.7 -0.9+0.4 -1.4+0.8
2 10.9+1.3 -0.6+0.5 -0.94+0.7
7.glin 3 19.7+1.4 -0.3+0.8 1.1+2.3
4 24.4+1.6 0+0.6 2.4+4.8
6 38.1£1.3 0.4+0.5 4.6+£7.6
8 43.3+1.8 1.3+1.1 6.9+10.1
1 0.4+0.8 -0.9£1.2 -0.1+£0.7
1.5 6+2 -1.4+0.8 1.6£2.9
2 12.942.9 -0.94+0.7 2.9+2.6
10.glin 3 19.4+1.7 -0.7+0.8 4.3+4.2
4 25.7£3.9 -0.6+0.5 7.3+£8.5
6 35942 .4 -0.4+0.8 10.9+13.7
8 42.7£2.5 -0.7+0.8 12.3+13.1
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Gentamisin verilen ratlarin gentamisin sonrasi 3., 5., 7. ve 10. giinlerde biitiin
frekanslardaki DPOAE yanitlart kayboldugundan; c¢alisma gruplarmin ikili
karsilastirilmasi incelendiginde gentamisin sonrasindaki Slgiimlerde tiim frekanslarda
kontrol grubu ile gentamisin ve gentamisintCORM-3 gruplar arasinda farklilik elde

edilmistir. Gentamisin once ve sonrast DPOAE test yanitlar1 Sekil 11°de gosterilmistir.

OAE response - Probe 1

OAE response - Probe 1

Sekil 11. Ototoksisite mmziyeti dncesi ve sonrast DPOAE testinde sinyal-giiriiltii oranlari

4.2. Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Potansiyelleri (IUBP) Bulgulari
DPOAE 6l¢iimii, 45-50 dB isitme kaybina kadar isitsel fonksiyon hakkinda bilgi
verirken; 50-100 dB araligindaki isitme kayiplarinda tiiylii hiicre, vestibiilokoklear sinir

ve i¢ kulak fonksiyonu hakkinda bilgi vermediginden DPOAE, ototoksisiteye bagli isitme
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kayb1 modelinde yeterli degerlendirme saglamamaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizda

elektrofizyolojik test olan IUBP uygulandi.

4.2.1. Dalga Morfolojisi

Ratlara yapilan bazal [UBP 6lciimiinde elde edilen dalgalar, morfolojileri
acisindan degerlendirildi. Tespit edilenler igerisinde II. dalga en belirgin dalga iken, III.
dalga genellikle II. dalga ile birlesik durumda ve en diisiik amplitiidlii dalga olarak
gozlendi. Ilk ortaya cikan, en belirgin ve en son kaybolan dalga olmasi nedeniyle esigin

belirlenmesinde II. dalga kullanildi.

4.2.2.Gruplarin ITUBP Esik Ortalamalari ve Degisimi

Ratlar esit sekilde ototoksiteye maruz kalmayan kontrol grubu, gentamisin
ototoksisitesine maruz birakilan gentamisin grubu ve gentamisin ototoksisitesine maruz
birakilan ayn1 zamanda CORM-3 ajan1 uygulanan gentamisin+corm-3 grubu olmak {izere
siiflandirildi.

Tiim gruplarin sol kulaklarindaki her frekanstaki bazal, 3., 5., 7., ve 10. giinde
[UBP esiklerinin ortalama + standart sapma ve medyan (minimum- maksimum) degerleri
(dB SPL) Tablo 4’te verilmistir.

Gentamisin verilmeyen ve ototoksisiteye maruz birakilan tim gruplarda
uygulamalardan 6nce yapilan bazal isitme degerlendirmesinde gruplar arasinda anlamli

farklilik izlenmedi. (p>0,05) (Tablo 4)
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Tablo 4. Caligma gruplarinda elde edilen [IUBP dagilimi- Sol kulak

- — —
Giin kHz Kontrol Gentamisin Gentamisin P
+ Corm-3
P 15.0+0.0 13.6£2.4 14.3+1.9 0,346
15(15-15)  15(10-15) 15(15-15)
- 6 12.142.7 12.942.7 12.942.7 0,848
10(10-15)  15(10-15) 15(10-15)
. 12.942.7 12.142.7 11.4+2.4 0,598
15(10-15)  10(10-15) 10(10-15)
4 15.0+0.0 46.4+6.9 37.1£8.6 <0.001
15(15-15)  50(40-50)*  35(30-45)
3.iin - 14.3+1.9 50.0+8.2 38.6+8.5 <0.001
8 15(15-15)  45(45-60)*  35(35-45)%
o 12.942.7 52.949.5 42.9+10.4 <0.001
15(10-15)  55(45-60)*  40(35-55)
i 15.0£0.0  61.4£10.7 47.1+7 <0.001
15(15-15)  65(55-70)*  50(40-55)*°
S 6 13.6+2.4 65.0£9.6 49.3+6.7 <0.001
8 15(10-15)  65(55-75)*  50(45-55)*P
. 12.1£2.7 69.3+4.5 57.9+7 <0.001
10(10-15)  70(65-75)*  60(55-65)*°
f 13.6+2.4 65.0+8.7 44.3+3.5 <0.001
15(10-15)  65(55-75)*  45(40-45)*°
7 oiin - 12.942.7 62.948.1 47.1+7 <0.001
8 15(10-15)  65(55-70)*  50(40-50)™P
g 13.6+2.4 67.9+4.9 5549.6 <0.001
15(10-15)  70(65-70)*  55(55-60)*°
N 12.1£2.7 62.149.1 42.1+6.4 <0.001
10(10-15)  65(50-70)*  40(40-45)*°
T 6 13.6+2.4 58.6+8 45+7.1 <0.001
8 15(10-15)  60(55-65)  45(40-50)*°
. 12.942.7 58.6+9.4 47.9+8.1 <0.001

15(10-15) 60(50-70)* 45(45-55)*
*Her zaman noktasinda ve frekansta tek yonlii varyans analizi ile grup karsilastirmasi yapilmustir. kili
karsilastirmalarda Games-Howell testi kullanilmustir. * kontrol grrubu ile karsilastirildiginda, ® gentamisin
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Gentamisin verilmeyen kontrol grubunun 4, 6 ve 8 kHz frekanslarinda bazal, 3.,
5., 7., ve 10. giindeki isitme Ol¢iimlerinde elde edilen isitme esiklerinin analizinde
istatistiksel olarak farklilik gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 4). Kontrol grubuna uygulanan
intraperitoneal SF’in isitme diizeyleri tizerine herhangi bir etkisi saptanmadi.

Her bir gruptaki ratlarm sol kulaklarina ait TUBP esiklerinin ortalama ve standart

sapma degerleri Tablo 4’te verilmistir.
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Ototoksite maruziyeti sonrasi yapilan 3.giin, 5.gilin, 7.giin ve 10.giin 6l¢iimlerde
deney gruplar1 olan gentamisin ve gentamisintCORM-3 gruplarinin, tiim frekanslarda
orta ve ileri derecede isitme kayb1 saptandi.

IUBP ortalama degerlerinin zamana bagli degisimi Tablo 4’te 6zetlendi. 4, 6 ve 8
kHz frekanslar1 icin IUBP degerlerinin zamana bagli degisiminin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (p<0.001). Zamana bagli IUBP degisimi iizerinde g¢alisma
gruplarinin etkisi incelendiginde, gentamisin verilen gruplarin kulaginda bazal isitme
degerlendirmeleri ile ototoksisite maruziyeti sonrasi gerceklestirilen 6l¢timlerinde isitme
kaybinda belirgin artis izlendi (p<0.001) (Tablo 4, Sekil 7,8,9).

Deney siirecinde 5 giin intratimpanik gentamisine maruz birakilan ratlarin yapilan
IUBP olgiimleri degerlendirildiginde, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz, frekanslar1 arasinda ototoksik
ajan uygulamasindan en fazla etkilenen frekans 8 kHz olarak belirlendi.

Dért, alt1 ve sekiz kHz frekansinda 3.giin, 5.giin. 7.giin ve 10.giin [UBP 6l¢iimleri
arasindaki fark baz alinarak calisma gruplarinin karsilastirilmasma ait elde edilen
sonuclar Tablo 4’te verildi.

Ratlarin her bir frekansta elde edilen isitme esiklerinin gruplara ve giinlere gore
degisimi Sekil 7, 8 ve 9’da verilmektedir. Buna gore gentamisintCORM-3 grubunun
Olciim yapilan tim giinlerde isitme esik ortalamalari tiim frekanslarda, gentamisin
grubuna gore daha iyi olarak saptanmistir. Calisma gruplarina ait 4 kHz, 6 kHz ve 8 kHz’e
ait igitme esik degisimleri, ortalamalar1 ve p degerleri Tablo 4’te verilmistir.

4 kHz frekansinda IUBP &l¢iimlerinin zamana bagli degisim trendleri
incelendiginde gruplarda zamana bagli degisimin anlamli oldugu goriildi (p<0.001).
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= Kontrol

= Gentamisin
w— Gentamisin + Corm-3
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20

10
Bazal 3. gin 5. gin 7.gin 10. giin
Zaman

Sekil 7. 4 kHz IUBP degerlerinin zamana baglh degisimi

6 kHz frekansinda IUBP &lgiimlerinin zamana bagli degisim trendleri

incelendiginde gruplarda zamana bagli degisimin anlamli oldugu goriildii (p<0.001).
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Sekil 8. 6 kHz IUBP degerlerinin zamana bagli degisimi
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8 kHz frekansinda IUBP olgiimlerinin zamana bagl degisim trendleri
incelendiginde gruplarda zamana baglh degisimin anlamli oldugu goriildii (p<0.001).

=== Kaontrol
= Gentamisin

= === Gentamisin + Corm-3

=0

40

iUBP - 8 kHz {dB)

30

20

7""'_":-_‘—-—-“:_-__‘._—-—“
10
Bazal 3.gin 5.gin 7.qin 10.gin
Zaman

Sekil 9. 8§ kHz IUBP degerlerinin zamana bagli degisimi

Gruplarin isitme esik degerlerinin degisimlerine bakildiginda 3.giinden itibaren
gentamisin verilen gruplarin degisimlerinin istatistiksel anlamli farklilik olusturdugu
saptandi. (p<0,05) (Tablo 4) Gruplarin kendi i¢inde tekrarlayan dl¢timlerdeki degisimleri
incelemek icin Friedman analizi uygulandi ve giin bazinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik varligr arastirildi. Farkliligin hangi giinler arasinda oldugunu saptamak i¢in Post-

Hoc Bonferroni analizi uygulandi. (Tablo 5)

4.3.Vestibiiler Etkilenme Bulgular:

Davranigsal test bataryasinda kuyruktan asma, yiizme ve havada diizelme testleri
uygulandi. Bu testler sirasinda izlenen tek tarafli kasilma, kalgcadan donme, ylizme
kalitesi, donme davranisi, kurulanma becerisi ve havada diizelme becerileri korlestirilmis

arastirmacilar tarafindan skorlandi.
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Tablo 5. Vestibiiler Etkilenme Diizeyi Tanimlayic1 Analizleri

grup
Kontrol Gentamisin Gentamisin + Corm-3 p*
Medyan Q1 Q3 Medyan Ql Q3 Medyan Ql Q3

KA0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,999
KA3 0 0 0 3 2 3 1 1 2 <0,001
KAS5S 0 0 0 3 3 4 2 2 2 <0,001
KA7 0 0 0 4 4 5 3 2 3 <0,001
KA10 0 0 0 5 5 7 3 3 4 <0,001

p** 0,999 <0,001 <0,001
YO0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,999
Y3 0 0 0 2 1 3 1 1 2 <0,001
Y5 0 0 0 4 3 5 2 2 3 <0,001
Y7 0 0 0 5 4 6 3 2 3 <0,001
Y10 0 0 0 6 5 7 3 3 4 <0,001

p** 0,999 <0,001 <0,001
HDO0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,999
HD3 0 0 0 2 1 2 1 1 1 <0,001
HD5 0 0 0 2 1 3 1 1 1 <0,001
HD7 0 0 0 3 1 4 1 1 2 <0,001
HD10 0 0 0 2 1 4 1 1 2 <0,001

p** 0,999 0,001 <0,001

*Her zaman noktasinda Kruskal Wallis testi ile grup karsilastirmasi yapilmstir. ikili karsilastirmalarda p
degeri diizeltmeli Dunn test kullanilmistir. ® kontrol grrubu ile karsilastirildiginda, ® gentamisin grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05). **Her grubun kendi igerisinde zaman degisimi
Friedman testi ile degerlendirilmistir.

4.3.1.Gentamisin Grubu Vestibiiler Degerlendirme Bulgular:

Tim gruplarin bazal degerlendirmelerinde sican vestibiiler davranig skorlari
normal olarak sonugland1 ve gruplar arasi farklilik izlenmedi. Enjeksiyon sonrasi1 davranis
testlerinde gentamisin grubunun etkilenme puanlar1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek 6l¢iildii. (p<0,05).

Gentamisin grubunun denge fonksiyonlarinda 3.giinden itibaren giderek artan
bozulma oldugu saptandi. Kuyruk asma testinde tek yone deviye viicut postiirii ve tek
yone kasilma hareketi derecelendirildiginde bazal degerlendirmede toplam puan O(sifir)
iken, 3. giinde vestibiiler hasar skoru 19, 5. giinde 23, 7. giinde 31, 10. Giinde ise 39 hasar

skoru sonuglar1 elde edildi.
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Benzer sekilde gentamisin grubundaki siganlarin havada diizelme becerileri
puanlamasinda bazal degerlendirmede puan 0 iken, 3. giinde 11 puan, 5. giinde 15 puan,
7. glinde 17 puan ve 10.glinde 18 puan olarak etkilenme diizeyi belirlendi.

Bu grubun yiizme testinde yiizme kalitesindeki bozulmada bazal degerler 0 puan
iken, 3. Giinde 14 puan, 5. glinde 28 puan 7. giinde 36 puan ve 10. giinde 41 puan olarak
ol¢iildii. Yiizme testi sirasinda hayvanlarin kuyruk eksenleri boyunca siirekli donme
hareketi (rolling) ve havuzdan ¢iktiktan sonraki temizlenme becerisi (grooming) da etki

diizeyi ile orantili olarak puanlandi. (Tablo 6)

4.3.2.Gentamisin+ Corm-3 Grubu Vestibiiler Degerlendirme Bulgular:

Gentamisin ile kombinasyon gruplari arasinda ise isitme esiklerinde gozledigimiz
gibi istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0,05). Kombinasyon grubu ve
serum fizyolojik grubunun etki diizeyleri arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak
anlamli hesaplandi (p<0,05).

Gentamisint+corm-3 grubu incelemelerinde, gentamisin grubunda oldugu gibi
enjeksiyon sonrasi 3. Giinden itibaren, anlamli derecede etkilenme siiphesi ve net etki
bulgular1 gdzlenmeye baslandi.

Bu grupta tail hanging (kuyruk asma) testinde bazal degerlendirme 0 puan olarak
hesaplandi, 3. giin grup toplam puani 10, 5. glinde 15, 7. Giinde 20 ve 10. giinde 25 olarak
Olciildii. Havada diizelme becerileri skorlar1 bazalde 0, 3. giinde 6, 5. giinde 8, 7. Giinde
9 ve 10. giinde 9 olarak 6lciildii.

Yiizme testinde hasar skoru bazalde 0, 3. giinde 12,5. Giinde 18, 7. giinde 21 ve
10.gtlinde 25 olarak dl¢iildii.

Vestibiilopati  skorlarmma  bakildiginda  Gentamisin  grubu  skorlar
gentamisin+corm-3 grubuna kiyasla ¢ok daha yiiksek hasar skoruna sahip oldugu tespit

edildi. (Tablo 6).
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Tablo 6. Vestibiiler Test Bataryasi Hasar Skorlari
Bazal 3.giin S.giin 7.giin 10.giin

Gentamisin

Yizme testi Kontrol 0 0 0 0 0

Gentamisin + Corm-3 0 12 18 21 25

Gentamisin

Toplam Kontrol 0 0 0 0 0

Gentamisin + Corm-3 0 28 41 50 59

Tiim gruplarin bazal, 3.,5., 7., ve 10. giinlerdeki vestibiiler etkilenme skorlar1 Sekil
10,11,12 ve 13’de verilmistir.

35 e
30 /
25 /

/ /
15 / /
10 / /
s /7

/4

Bazal 3.glin 5.glin 7.gln 10.gln

Kontrol

Gentamisin

Gentamisin + Corm-3

Kuyruktan asma
N
o

Sekil 10. Kuyruktan Asma test skorlarinin zamana bagl degisimi
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Sekil 12. Havada Diizelme Testi skorlariin zamana bagl degisimi
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5. TARTISMA

Sigcan gibi memelilerin kulak yapilar1 insan kulagina benzer sekildedir. Sicanlar
isitme acisindan degerlendirildiginde insan kulagina kiyasla daha hassastir. Anatomik
olarak insana fazla benzemeseler de benzer gecis yolaklar1 sebebiyle deneysel
caligmalarda  siklikla  kullanilmiglardir.  Toksisiteye = maruziyet  durumunda
elektrofizyolojik testler ve davranigsal vestibiiler testler ile toksisite diizeyleri 6l¢iilebilen
hayvanlardir.

Aminoglikozitler tim diinyada yaygm kullanima sahip antibiyotiklerdir.
Aminoglikozit antibiyotikleri koklear ve vestibiiler hiicrelerin oksidatif stres vasitasiyla
apoptotik yol ile 6liimiine sebep olurlar. Bu ototoksisite isitme kaybi, tinnitus ve/veya
vertigoya neden olabilir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kullanimlarina devam edilen
bu ajanlarin sebep oldugu ototoksisitelerini Onleyici ¢alismalar 6nem arz etmektedir.
Gentamisin 6zellikle vestibiilotoksik etkiye sahiptir. Bu etkiyi i¢ kulaktaki endolenf
tiretiminden sorumlu dark hiicrelerini selektif olarak tahrip ederek gerceklestirmektedir.
Bu 6zelligiyle vertigo tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir fakat kokleotoksik
etkisi klinik kullanimini sinirlandirmaktadir. Kokleotoksik etkisi kiyasla daha az oranda
olup literatiirde %25-30 arasinda olduguna dair calismalar mevcuttur.”>%

Kokleotoksik etkiye sahip ajanlar i¢ sach tiiy hiicrelerini etkileyerek yiiksek
frekanslarda kalic1 isitme kaybina neden olurlar. Kokleanin bazalinde baglayan isitme
kaybu ilerleyen donemde apikal kisimlarini da etkiler ve konusma frekanslarinda da kayip
gelisir. Kokleotoksisite maruziyeti tiiyli hiicrelerde apopitoza ve/veya nekroza yol acarak
konusmay1 ayirt etme skorlarinin diismesine neden olur. Vestibiilotoksik etki ise vertigo,
mide bulantisi, kusma ve nistagmus gibi etkilere sebep olur.

Aminoglikozit toksisitesine bagl isitme ve denge kaybini 6nlemek ic¢in birgcok
antioksidan ve kimyasal ajan kullanilmistir. Bu ajanlar arasinda ginko biloba, glutatyon,
demir selatorleri, magnezyum, b12, a lipoik asit, deksametazon, metilprednizolon ve daha
bircok ajan sayilabilir.””*®% Calismamizda, literatiirdeki calismalardan elde edilen
bilgiler 1s181inda, gentamisin uygulamasinin neden oldugu ototoksik etkilerin azaltilmasi
veya Onlenmesinde antioksidan o6zelligi bilinen CORM-3’iin terapotik etkisi olup
olmadiginin odyolojik ve vestibiiler olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Karbon monoksit (CO), viicutta fizyolojik fonksiyonlari modiile ettigi kanitlanmis

olan terapdtik etkilere sahip bir molekiildiir. CO’nun toksik etkilere sebep olabilecegine
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dair goriislerden dolay tiretilmis olan CO serbest birakan molekiil CORM’un, yapilan
calismalarda faydalar1 kanitlanmistir. Biz de ¢alismamizda CORM’un bir tiirevi olan
CORM-3 molekiiliinii kullandik. CORM-3 molekiilii, CO’nun vazodilator, anti-iskemik
ve antienflamatuar etkilerini daha da desteklemesiyle beraber su ve yagda hizh
cozlilmesinden dolayr kullanilmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz odyolojik ve
vestibiiler davranigsal analizler sonucunda CORM-3 tedavisinin etkili olmas1 yapilan
caligmalar1 desteklemekle birlikte yeni caligmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir.

CORM-3’iin vazoaktif 6zelliklerini degerlendiren bir calismada dnceden kasilmis
damarlarda CORM-3’iin bir gevseme lireterek vazodilator etki sagladigi tespit edildi. Bu
etki ATP’ye bagl potasyum kanallarinin ve cGMP’nin CO’nun vazoaktif 6zelliklerine
aracilik ettigini gostermistir. Bu mekanizma CORM-3’iin damar tonusu ve kan basinci
diizenleyici etkilerini agiklamaktadir.'%

Kollajen kaynakli artrite CORM-3’iin etkilerini aragtiran bir ¢aligmada tiimor
nekroz faktorii seviyeleri CORM-3 tarafindan inhibe edilmistir. CORM-3 ile tedavi
sonrasinda eklem iltithabi ve yikimi azalmistir. Bu faydali etkiler CORM-3’iin
antienflamatuvar durumlarin tedavisi i¢cin umut vadeden bir ajan oldugunu
gdstermektedir.!°!

Baska bir ¢alisma, sicanlarda olusturmus olduklari hemorajik inme modelinde
CORM-3’lin beyin hasar1 iizerindeki etkilerini degerlendirmistir. CORM-3 ile
enflamasyonu 6nemli 6l¢iide onledigi kanitlanmistir. Ayrica CORM-3’1in beyin hasarini
azalttig1 ve noroprotektif etki gosterdigi goriilmiistiir. Calismamizda bu noroprotektif etki
sayesinde gentamisin maruziyeti sonrast olusan spiral ganglion hiicrelerindeki
dejenerasyonun, CORM-3 uygulanan grupta daha az oldugu gozlenmistir.?

Steve lancel ve ark. yapmis olduklar1 caligmada farelerde peritonite bagl sepsiste
CORM-3 tedavisinin etkinligi arastirildi. Septik farelerde CORM-3 uygulamasi, sepsisin
mitokondriyal membran potansiyeli ve solunum kontrol orani tizerindeki zararli etkilerini
tyilestirdigi gortilmiistiir. CORM-3iin kardiyak mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigi
ve mortaliteyi azalttigi kanmitlanmistir. Bu veriler CORM-3’lin sepsiste organ islev
bozuklugunu ve Olimi Onlemek i¢in terapdtik amagla kullanilabilecegini
gdstermektedir.!*?

Yan Li, Min Zhang ve ark. da sicanlarda olusturduklari travmatik beyin hasari ve

hemorajik sokun depresyon ve anksiyete benzeri davraniglar iizerinde etkilerini
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degerlendirmislerdir. CORM-3 tedavisi ile sicanlarin depresyon ve anksiyete
davraniglarinda iyilesme gozlenmis olup serebral kan akisinin gelistigi gozlenmistir.
CORM-3’1in travmatik beyin hasarin1 ve kanama sokunun sebep oldugu duygusal islev
bozuklugunu iyilestirdigini ayrica travma sonrasi amigdalada apoptozu zayiflattigi
goriilmiistiir.'! Depresyon ve anksiyete davranislarini degerlendirmede yiizme testi gibi
davranigsal testler uygulanan bu ¢aligmada oldugu gibi ¢alismamizda dengeyi
degerlendiren davranigsal testler kullanildi ve CORM-3 tedavisi alan grupta denge
puanlar1 almayan gruba gore nispeten daha iyi oldugu gézlenmistir.

Luisa Lo Locana ve ark. yaptiklar1 ¢alismada suda ¢éziinen CORM-3‘iin, izole
kalp hiicrelerine iletilmesiyle CO’nun diisiik seviyelerde hiicresel solunumun énemli bir
diizenleyici mekanizmasi oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma CO gazi kullaniminin teknik
sinirliliklarindan dolay: tiretilen CORM’larin, CO’yu diisiik konsantrasyonlarda etkin
halde hiicrelere tasimasindaki basaris1 gosterilmisgtir.!%

Literatiir aragtirmamiza gore, ototoksik ajan sonrasi uygulanan intratimpanik
antioksidan maddelerin etkilerini inceleyen c¢alismalarda anlamli bulgular elde
edilmistir.!9 'CORM-3 ile ilgili yapilmis olan tiim arastirmalarda intraperitoneal yol
ile uygulama yapilmis olup, ¢alismamizda da intraperitoneal uygulama ydntemi tercih
edilmistir.

Calismamizda 3.gilin 6l¢iimlerinden itibaren gentamisin enjeksiyonu uygulanan
gruplarda ol¢iim yapilan tiim frekans esiklerinde isitme kaybinda artis oldugu goézlendi.
Kelly ve ark. intratimpanik gentamisin uygulamasimin orta kulaktan i¢ kulaga ge¢isini
arastirdiklar1 ¢alismada uygulanan ajanin ilk 24 saat icinde yaklasik %60’lik kisminin
salindigin1 belirtmislerdir. Sonrasinda ise toksik ajan salinma hizinin yavasladigini
bildirmistir.'”” Bizim calismamizda da gentamisinin etkisi 3.giin dl¢iimlerinde
elektrofizyolojik testlerde tespit edilmistir. Yalnizca gentamisin uygulanan grup kontrol
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi. Gentamisin
uygulamasinin yapildigi ilk 5 giin toksisite siddetinin arttig1 gozlenmistir. Klinik testlerin
devaminda gentamisin uygulamasi yapilmamasina ragmen 7.giin dl¢limlerinde toksisite
diizeyinin arttig1 gézlenmistir.10.giin 6l¢limlerinde ise azalmaya basladig1 goriilmiistiir.
Bu bulgulara goére gentamisin uygulamasmin {UBP esiklerine etkisinin dl¢iildiigii en

yiiksek seviye 7.giinde tespit edilmistir. Bu veriler 1s181nda toksik ajan uygulama sonrasi
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ilag diflizyonunun devam etmesi ve apoptoz kaskadi sebebiyle toksisite riskinin devam
ettigi goriisii dogrulanmaktadur,!%%:1%

Calismamizin TUBP yamitlar1 incelendiginde 3.giin dlgiimlerinden itibaren
gentamisin ve gentamisintCORM-3 enjeksiyonlar1 uygulanan gruplarda benzer sekilde
yiikselis gosteren isitme esikleri tespit edildi. Sadece gentamisin enjeksiyonu uygulanan
grupta, igitme esiklerinin gentamisin+tCORM-3 kombinasyon grubuna oranla daha fazla
etkilendigi gozlenmistir. 3.glin Olgiimlerinde gentamisin grubu IUBP esikleri
gentamisintfCORM-3 grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug
gozlenmedi. 5. ve 7. giin 6l¢limlerinde gentamisin grubu ve gentamisin+corm-3 grubuyla
karsilastirildiginda tiim frekans olgiimlerinde istatistiksel olarak anlamli sonuclar edildi.
10.giin 6l¢limlerinde ise gentamisin ve gentamisin+corm-3 grubu karsilastirildiginda 4
kHz ve 6kHz frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli fark go6zlenmis olup 8kHz
frekansinda anlamli farkliik goézlenmemistir. Her iki grup istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda gentamisintCORM-3 grubunun daha az etkilendigi anlamli farklilik
olusturmustur.

Gentamisin uygulamasi sonrasi yapilan 3.glin, 5.giin, 7.glin ve 10.giin
Ol¢timlerinde deney gruplart olan gentamisin ve gentamisintCORM-3 gruplarinin, tim
frekanslarda orta ve ileri derecede isitme kaybi oldugu tespit edildi. Deney siirecinde 5
giin intratimpanik gentamisine maruz birakilan ratlarin yapilan IUBP 6lgiimleri
degerlendirildiginde, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz frekanslar1 arasinda ototoksik ajan
uygulamasindan en fazla etkilenen frekans 8 kHz olarak belirlendi. Zhou ve ark. farelerde
yaptiklar1 gentamisin kaynakli toksisite deneyinde ¢alismamiza benzer sekilde dl¢iim
yapilan tim frekanslarda belirgin diizeyde etkilenim goriilmiistiir. Farkli olarak 16, 20,
ve 32 kHz’lerde de IUBP 6l¢iimleri yapilmistir. Bizim calismamizda teknik ekipman
eksikligi nedeniyle bu frekanslarda degerlendirmeler yapilamamistir. Ayrica Zhou’nun
yapmus oldugu farelerde gentamisin kaynakli toksisite modelinde IUBP esik dlgiimleri 5.
ve 6. haftalarda yapilmistir. Bizim ¢alismamizda ise IUBP esik 6l¢iimleri 3., 5., 7., ve 10.
giinlerde yapilmistir.

Hayvan deneyi modellerinde, antioksidan ajanlarin vestibiiler fonksiyonlar
tizerindeki  etkilerini  degerlendirmek amaciyla davranigsal denge testleri
kullanilmaktadir. Literatiire baktigimizda, vestibiilotoksik etki sonucu yapilan denge

degerlendirmeleri i¢in farkli protokoller uygulanmaktadir.
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Yapilan calismalar denge testlerinin ajan uygulamalarindan hemen sonra ilk
saatler icerisinde yapilabildigini gostermektedir. Dyhrfield ve ark.’larmin ratlarda
vestibiilotoksisiteyi degerlendirdikleri bir c¢alismada 90. dakikada ilk etkileri
gozlemlemisler ve 3. Saatte en yiiksek vestibiiler hasar skorlarini dlgmiisler.”? Cassel ve
ark.’larinin ¢caligmasina gore intratimpanik kainik asit uygulamasi sonrasi vestibiiler hasar
skorlar1 Slgiilen farelerde maksimum etki 4. Saatte gézlenmistir. 4. Saat,1.giin, 2.giin, 3.
Giin, 1. Hafta, 2. Hafta ve son olarak 3. Hafta olmak ilizere 7 zaman noktasinda
degerlendirmeler yapmistir.”!

Tian ve ark. ise sicanlarda gentamisinin vestibiilotoksisitesini degerlendirdikleri
calismada ilk etkileri 1. giinde 6l¢miis olup sirasiyla 8.,15, 22. ve 30. giinlerde vestibiiler
etkilenmeyi 6lgmiistiir.®*

Wu ve ark. ve Giineri ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda vestibiiler
etkilenmeyi ilk olarak 7. giinlerde dl¢miislerdir.!!'%!!! Biz de ¢alismamizda 3.,5.,7., ve 10.
giinlerde devam eden vestibiiler etkilenme diizeyini ol¢timledik.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda intratimpanik gentamisin uygulanan grupta
vestibiiler hasar skorunun 292 puan, gentamisin+corm-3 grubunda ise toplam 178 puan
oldugu tespit edildi. Bu iki grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farklilik olusturmustur. Kendi aralarinda karsilastirildiginda ise istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlenmemistir. 3. giinden itibaren gentamisin uygulanan tiim
ratlarda yapilan davranis analizlerinde hasar skoru saptandi ve artarak devam etti. Yapilan
analizler sonucunda intratimpanik gentamisin uygulamasinin vestibiiler etkilenme diizeyi
geri donlislimsiiz olup maksimum etkinin 10. Giinde ortaya c¢iktig1 saptanmistir.
Calismamizda denge analizlerinde 3. giin Ol¢limlerinden itibaren vestibiiler hasar
skorlarinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturdugu

gozlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, wistar ratlarda intratimpanik gentamisin enjeksiyonuyla
ototoksisite ve vestibiilotoksisite basariyla olusturuldu. Ratlarin odyolojik 6l¢iimlerinde,
gentamisin uygulanan tiim hayvanlarda orta ve/veya ileri derecede isitme kaybi oldugu
gozlendi.  IUBP esikleri gentamisin alan gruplar arasinda karsilastirildiginda
gentamisintfCORM-3 grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. Saptanan
bu iyilestirici etki 4, 6, 8 kHz frekanslarinda dlgiimlendi. Klinik kisithiliklardan dolay1
yliksek frekans degerlendirme yapilamadi. Calismamiz CORM-3’{in ototoksisiteye karsi
koruyucu ve tedavi edici etkileri olabilecegini odyolojik olarak gostermistir.

Calismamizin gentamisin sonrast vestibiilotoksisite analizine baktigimizda
istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi. Fakat corm-3 uygulanan grupta vestibiiler
etkilenme hasar skorlar1 daha diisiik seviyelerde oOl¢iildii. Farkli gozlem sayisi ve
davranigsal metotlarla yapilacak olan yeni caligmalarin literatiire katki saglayacagi
Ongoriilmiistiir. Gentamisinin i¢ kulaktaki etkilerini inceledigimiz ¢alismamiz, odyolojik
ve vestibiiler degerlendirmelerin bir arada uygulanmis oldugu nadir ¢aligmalardandir.

CORM-3 ile ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢esitliligi, kapsami ve sayisinin yetersiz
olmasinin yaninda, CORM-3’iin 6zellikle ototoksisite tedavisi i¢in alternatif olabilecek,
umut vadeden bir antioksidan oldugu sdylenebilir. CORM-3’1in 6zelliklerini ve etkilerini
arastiran ¢alismalarin gelecekte artacagi ve bu caligmada elde edilen sonuglarin yapilacak

daha kapsamli ileri caligmalar i¢in rehber olabilecegi diisiiniilmektedir.
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