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OZET

Kafeik Asit Fenetil Ester, Timokinon ve Oksitosinin Gentamisin
Ototoksisitesine Kars1 Potansiyel Koruyucu Etkilerinin Analizi: Deneysel

Cahisma
Dr. Fuat AYDEMIR
UZMANLIK TEZI
KONYA, 2019

Amagc: Bu galismada gentamisin ile hayvan modelinde olusturulan sensérindral isitme
kaybina, kafeik asit fenetil ester (CAPE), timokinon ve oksitosinin potansiyel koruyucu
etkilerini arastirmak ve bu sayede ileride ototoksisite ve sensorinoral isitme kaybi tedavisi

icin yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalara kaynak olusturmak amaclanmaktadir.

Yontem: 50 tane Wistar Albino soyu rat 10 denekten olusan 5 gruba rastgele se¢im
metoduna gore ayrildi. Grup I kontrol grubu olarak belirlendi. Grup II ‘ye gentamisin,
Grup I’ e gentamisin ve kafeik asit fenetil ester (CAPE), Grup IV’ e gentamisin ve
timokinon, Grup V’ e ise gentamisin ve oksitosin uygulandi. Her grubun anestezi altinda
tedavi oncesi ve tedavi sonrasi ABR ve DPOAE Testleri ile isitme esikleri 6l¢iildi.
Calisma sonunda tiim ratlara anestezi altinda 6tanazi uygulanarak koklealar1 c¢ikartildi ve

elektron mikroskopik inceleme yapildi.

Bulgular: Calismamizda elektrofizyolojik test (DPOAE, BIUP) ve elektron mikroskopik
inceleme sonuglarimiza gore gentamisin ile ototoksisite olustu. Kafeik asit fenetil esterin
gentamisin ototoksisitesine karsi hem isitsel hem de hiicresel diizeyde koruyucu etkisi
oldugu goriildii. Gentamisin ototoksisitesine karsi timokinonun isitsel diizeyde koruyucu

oldugu ve oksitosinin ise hiicresel diizeyde koruyucu etkilerinin oldugu izlendi.

Sonug: Kafeik asit fenetil esterin koruyucu etkisinin giliclii antioksidan Ozelliginden

kaynaklandigin1 ve gentamisinin ototoksik etkisini azaltabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Gentamisin, kafeik asit fenetil ester, timokinon, oksitosin,

ototoksisite
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ABSTRACT

Analysis of Potential Protective Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester,
Timokinon and Oxytocin against Gentamycin Ototoxicity: An

Experimental Study

Aim: In this study, it is aimed to investigate the potential protective effects of caffeic acid
phenethyl ester (CAPE), thymokinon and oxytocin on sensorineural hearing loss made
with gentamicin in animal model and to provide a source for experimental and clinical
studies to be performed in the future for the treatment of ototoxicity and sensorineural

hearing loss.

Methods: 50 Wistar Albino rats were divided into 5 groups consisting of 10 subjects
according to random selection research method. Group | was determined as control group.
Gentamycin was administrated to Group Il, gentamicin and caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) to Group IlII, gentamicin and thymokinone to Group IV, and gentamicin and
oxytocin to Group V. The hearing evaluation of all rats were tested under anesthesia with
DPOAE and ABR before and after study. And the end of the study, euthanasia was
performed under general anesthesia in all rats, and cochleas of all rats were removed and

electron microscopic examination was performed.

Results: In our study according to outcomes of electrophysiological test (DPOAE, ABR)
and electron microscopic examination ototoxicity was occured with gentamicin. Caffeic
acid phenethyl ester has a protective effect against gentamicin ototoxicity at both auditory
and cellular levels. It was observed that thymokinone was protective for the auditory level

and oxytocin had protective effects for cellular level against gentamicin ototoxicity.

Conclusion: We conclude that the protective effect of caffeic acid phenethyl ester is due to

its strong antioxidant properties and may decrease the ototoxic effect of gentamicin.

Key words: Gentamicin, caffeic acid phenethyl ester, thymokinone, oxytocin, ototoxicity
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1.GIRIS-AMAC

Bazi ila¢ ve kimyasal maddelerin kullanimi nedeniyle gelisen ve i¢ kulakta genellikle
kalic1 olarak ortaya g¢ikan hasar ototoksisite olarak adlandirilir. Ototoksisiteye neden
olabilecek ajanlar; aminoglikozidler, antineoplastik ilaclar (sisplatin/karboplatin), loop
ditiretikler, kinin ve salisilatlardir. Aminoglikozid antibiyotikler, klinikte gram negatif
bakterilerin neden oldugu ¢esitli enfeksiyoz hastaliklarda kullanilmaktadir. Son yillarda,
gelismis ulkelerde, aminoglikozidlerin kullanimi1 nispeten kisitlanmustir.
Aminoglikozidlerin kullaniminin azalmasi, diger genis spektrumlu antibiyotiklerin gelisimi
ve aminoglikozidlerin ciddi yan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte kistik
fibrozis hastalarinda ve liriner sistem enfeksiyonlari, tiiberkiiloz ve visseral leishmaniasis
gibi birgcok enfeksiyon tipinde c¢oklu ilaca direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi,
aminoglikozidleri strekli klinik kullanimda tutmustur. Literatirde aminoglikozid
ototoksisitesine karst bir¢ok ajanin koruyucu etkinligi ile ilgili ¢calismalar olsa da kabul

edilmis bir tedavi protokolii halen bulunmamaktadir.

Aminoglikozid ototoksisitesinin altinda yatan ana sebebin serbest oksijen radikalleri
oldugu disiiniilmektedir. Amidoglikozidler non-lipidofilik yapida olup, tlylt hicre
icerisine mekanoelektriksel transduser kanallar yolu ile girerler (Namura 1990, Marcotti
2005). Daha sonra olusan aminoglikozid-demir kompleksi, aragidonik asit
metabolizmasindan olusan serbest oksijen radikalleri gibi elektron vericileri ile
reaksiyona girer. Serbest oksijen radikalleri vasitasiyla aktive edilen yolaklar sonucunda

hiicre apoptozise ugramaktadir. Burada kilit rolii serbest oksijen radikalleri oynamaktadir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), arilarin bitkilerden topladigi 6ziitin icerisinde bulunan
keskin ve giizel kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir (Hepsen 1996).
Geleneksel — tipta;  anti-inflamatuar,  antiviral, antimitojenik,  antikarsinojenik,
immiinmodiilator ve antioksidan etkileri nedeniyle yillardir kullanilmaktadir. Rat
modellerde CAPE uygulamasiin bobrek, karaciger, kalp, akciger, beyin ve ndral yapilar
gibi ¢esitli dokularda farkli ajanlarin neden oldugu oksidatif hasara kars1 koruyucu etkileri
oldugu gosterilmistir (Bakir 2013). Literatiirde aminoglikozidin i¢ kulakta toksik etkilerine
kars1 CAPE uygulamasi ile ilgili ¢alismalar sinirli sayidadir.

Timokinon, Nigella sativa bitkisinin ugucu yaginin ana bilesenidir. Analjezik,
antiinflamatuar, antibakteriyel, antidiyabetik, antillserojenik, antineoplastik ve

immunmodulator gibi terapotik etkilere sahiptir. Timokinonun en 6nemli Ozelliklerinden

1



birinin antioksidan etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde aminoglikozidin i¢ kulakta
toksik etkilerine karsi timokinon uygulamasi ile ilgili sadece iki ¢alisma vardir (Sagit 2014,

Aksoy 2015).

Oksitosin hamilelik siiresince kanda miktari artan bir hormondur. Giincel hayvan
caligmalar1 oksitosinin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerini gostermistir. Oksitosin;
glutatyon ve siperoksit dismutaz (SOD) tuketimini azaltmakta, NADPH oksidaz ve
myeloperoksidaz enzimlerini inhibe etmekte, nitrik oksit (NO) diizeyini arttirmakta ve
apopitozisi ve inflamasyonu ©Onlemektedir (Bilmez 2016). Literatiirde gentamisin

ototoksisitesine karsi oksitosin uygulamasi ile ilgili yapilmis bir ¢alisma yoktur.

Calismamizda gentamisin ototoksisitesinin; kafeik asit fenetil ester, timokinon ve
oksitosin ile Onlenmesi ve ototoksisite tedavisi i¢in yeni bir yaklagim tanimlamak

amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. I¢ Kulagin Gelisimi

Dis, orta, i¢ kulagin embriyojenik gelisimi, ii¢ ayr1 yerden ve ii¢ farkli germ yapragindan
olur. D1g kulak ve orta kulak iist solunum ve sindirim sisteminin gelistigi brankial yarik ve

ceplerden, i¢ kulak ise dis ektodermden gelisir (Akyildiz 1998).
2.1.1. Membran0z Labirent Gelisimi

I¢ kulak filogenetik olarak kulagimn diger boliimlerine gére daha erken ortaya ¢ikar ve buna
bagli olarak ilk gelisen boliimdiir. Gestasyonun l¢iincli haftasinin sonunda, otik plak
embriyonun sefalik ucunun lateral yizeyinde, kapanan noral tupun arka beyin bolumuyle
temasta olan ektodermin bir kalinlasmasi olarak diferansiye olabilir. Yine ektodermden
tiireyen noral tiip, santral sinir sitemini olusturmaya yonelir. Bu temas kisa omiirlidiir.
Noral tiiplin kapanmasina kadar, ince ektoderm tabakasi onu noral epitelden ayirir. Otik
plak, membrandz labirentin 6nciisii otokist veya otik vezikiilii olusturacak sekilde bir oyuk
ve kapali bir kese halinde invajine olur. Ikinci veya iigiincii brankiyal arklar arasinda
yerlesik olan otokistin sekizinci kraniyal sinir tarafindan desteklendigi tahmin edilebilir.
Ice migrasyon gosterir, seklini degistirir ve dramatik olarak biiyiir, dyle ki onuncu haftaya

kadar erigkin seklini, yirminci haftaya kadar erigskin boyutunu alir.

Otokist genislemektense uzar. Kraniyal boliimiin sinirlari, gelisen endolenfatik duktus
olarak cizilir. Kaudal bolum, koklear duktus olmak Uzere yodnlenir ve ara bélim olan
utrikiilosakkiiler alan vestibiiler onciidiir. Bu ayrimlar gebeligin besinci haftasinda fark
edilebilir. Vestibller bolum, koklear bélimden 6nce daha eski filogenetik durumunu
koruyarak hafifge sekil almaya baglar. Vestibiiler kesenin utrikiiler boliimiinden, santral
epitelin fiizyonu ile semisirkiiler kanallara gevrilen {i¢ dis cep belirir. ilk olarak altinci
haftada stperior kanal tamamlanir. Daha sonra posterior kanal tamamlanir ve lateral kanal
en son gelisen kanaldir. Utrikiil ve sakkiil altinci haftada gelismeye baglar ve
utrikiilosakkiiler duktusu meydana getirir. Koklear duktus, baglantinin fark edilebilir
sekilde daralmasi ile altinci haftada sakkiilden koken almaya baslar; duktus reuniens
sekizinci haftaya kadar goriilebilir. Koklear duktus yirminci haftaya kadar tam uzunluguna
erisememekle beraber, sekizinci haftada 1,5 kivrim ve onuncu haftada 2,5 kivrima sahip

olacak sekilde hizla biiytir.



Vestibiiler sistemin duyusal epiteli, {i¢ krista ve iki makiila ile kokleadaki Corti organi
otokistin ektodermal epitelinden kaynaklanir. Baslangicta birbirlerine yakin olan bu alt1
bolge, membran6z labirentin duvarinda gelisir. Makula, hiicre diferansiyasyonuna eslik
eden epitelin yogun proliferasyonu ile gebeligin altinci haftasinda gelisir. Ozellik gdsteren
hiicreler ve otokoniyal membran on ikinci haftaya kadar belirginlesir. Kristanin gelisimi bu
olaya paralel gider; sekizinci haftada ayirt edilebilir ve yirmi igilincii haftada eriskin

sekline ulasir.

Kokleanin duyusal epiteli, kanal biiyiiyiip kendi sarmal seklini alirken, yedinci haftada
gelismeye baslar. Medial duvarda yer alirken, epitel tabakalar iki kabariklik seklinde
organize olur ve kokleanin uzunlugu boyunca spiral sekil alir. Daha biiyiik olan ig
kabariklik i¢ sa¢l hiicrelere ve tektoriyal membrana doniisiir. Kii¢lik olan dis kabariklik,
dis sagl hiicreler doniisiir. Destek hiicreler her iki kabarikliktan gelisir. i¢ sacli hiicreler,
baziler membran boyunca ayni pozisyonu alacak olan dis sagli hiicrelerden daha 6nce
ortaya cikar ve boylelikle sacli hiicreler on birinci haftadan itibaren fark edilebilirler.
Kokleanin en bazal boliimii orta bazal boliimiiniin hafif¢e arkasinda uzanmasina karsilik,
saclt hiicre gelisimi baslangigta kokleanin orta bazal bolgesinde belirginlesir ve apekse
dogru ilerler; bazal bolge maturasyonu apekse gore 1-2 hafta 6énde gider. Destekleyici
hiicreler ayn1 yonde gelisir ve yirmi birinci haftada Corti tiineli her seviyede mevcuttur. Bu
zaman civarinda Corti organi en azindan bazal kivriminda fonksiyonel olur. Koklear
duktusun sekli, ilk degisiklikler bazal kivrimda olmak iizere yaklasik on ikinci haftada
ovalden iiggene dogru degismeye baglar. Ossedz labirentin ¢evresindeki mezoderm bu
isleme katilir. Endolenfatik duktus ve kese, i¢ kulagin {igiincli trimester zamaninda
gelismeye devam eden yegane bdliimlerdir. Tam biiyiikliige erisim yetiskin yasa kadar

saglanmaz ( Bailey 2011).
2.1.2. Osse0z Labirent Gelisimi

Perilenfle dolu 0ss6z labirentin gelisiminin en Onemli tarafi, membrandz labirenti
gelismekte olan kemik otik kapsiilden ayiran mezodermdeki bir ¢ekilme (rezorpsiyon)
islemidir. Gebeligin sekizinci haftasinda, membrandz labirenti ¢eviren vaskiiler
prekartilajin yapisi iginde, perilenfatik boslugu ayirmak iizere vakuoller gelisir. Bu islem
utrikiil ve sakkiil etrafinda baslar ve oradan disa dogru ilerler. Skala timpaniye varacak
olan koklear duktusun etrafindaki boliim, skala vestibiiliden dnce gelir ve gelisim apikal

kivrimdan daha c¢ok bazal kivrimda ileridir. Perilenfatik bosluk yirmi dérdiincii haftaya



kadar tamalanir. Prekartilajin orijini noral krista hiicrelerinden bir kiiciik katk: ile sefalik
mezodermdendir. Sefalik mezoderm baziler membrana, Reissner membranina ve ayni

zamanda noral kristadan da tiireyen stria vaskiilarise katkida bulunur (Bailey 2011).

2.2. i¢ Kulak Anatomisi

I¢ kulak koklea ve labirenter sistemden olusur. Kemik labirent ve membrandz labirent

olarak incelenir. i¢ kulagin gériiniimii Sekil 2.1 * de gosterilmistir (Kog 2013).

Subaraknoid bosluk Pia mater

Temporal kemik Araknoid mater

- Dura mater
Sakkus endolenfatikus
Endolenfatik duktus s
Akuaduktus vestibiili ------+-=-7--;

On ampuller membran
Krus membrana komini ------ - -~ Duktus utrikulosakkilaris
Duktus semisirkitlaris lateralis ---- -- Utrikulus
-- Duktus koklearis

Perilenfatik bogluk
-- Sakkulus

Lateral ampuler mebran
-~ Skala vestibili

Arka ampuler membran -~ ERRE i timpani
:

-~ Pia mater

inkus -
Stapes - -- Subaraknoid bosluk
Penestra koklea - -~ Apertura eksterna kanalikuli koklea

) “7- Araknoid mater
Malleus - )
Dura mater

* Akuaduktus koklea

Timpanik membran -~ - Kavum timpani

- Tiiba dsteki

Sekil 2.1: i¢ kulagin gériiniimii (Kog 2013)

2.2.1. Kemik Labirent

Kemik koklea vestibiiliin anteriorunda yerlesim gdsterir. Erigkin bir insanda 2,5 doniisliik
bir sarmal yapar. Bu sarmalin toplam uzunlugu ortalama 42 milimetredir (Erixon 2009).
Modiolus denilen spongioz kemikten yapilmis bir eksen etrafinda yerlesmistir. Tabanina
basis koklea, tepesine kupula koklea adi verilir. Koklea i¢indeki spiral kanal iginde lamina
spiralis ossea denilen yarim bir kemik bélme vardir. Koklear siniri igeren kemik koklear
sinir kanali basis koklea ile internal akustik kanalin fundusu arasinda seyreder ve 1,2 mm

uzunlugunda ve 2,6 mm capindadir (Kog 2013).



2.2.2. Membrantz Labirent

Membranoz labirent kemik labirent i¢ine yerlesen, hiicre ve dokular1 i¢eren kanallardan
olusur. Baz1 siirlar boyunca, Reissner membrani gibi, membrandz labirent yalniz iki sira
hiicre kalinligindadir. Kokleanin en 6zellesmis dokusu ve sensdriyal hiicrelerin yerlesim
yeri, skala media’nin membranéz dokular1 i¢indedir. Bu skalaya koklear duktus da

denilmektedir. Uggen seklindeki koklear duktus ii¢ bolgeye ayrilabilir:

1.) Skala media ve skala vestibuli arasindaki sinir1 olusturan Reissner membrant.
2.) Spiral ligaman, stria vaskiilaris, spiral prominens ve dis sulkusu iceren lateral duvar.
3.) Skala media ve skala timpani arasinda sinir olusturan baziler membran ve 0SSe6z

spiral lamina.

Reissner Membrami: U¢ yaprakli yapisiyla skala media’y1 skala vestibiili’den ayirir.
Reissner membrani medialde spiral limbusun modiolar kenarina ve Ilateralde stria
vaskiilarisin apeksinde spiral ligamana yapisir. Endolenfe bakan hiicreler ¢ok sayida apikal
mikrovillus igeren “tight junction’” larla kapanmistir. Sekil 2.2 *de Reissner mebraninin ii¢
tabakasini gosteren transmisyon elektron mikrograf kesitlerinden biri gosterilmistir.

Trilaminar bazal membran iki hiicre tabakasi arasinda uzanir. Perilenfe bakan yassi

hicrelerdir ve birbirlerine gevsek olarak baglanirlar.

Sekil 2.2: Reissner membraninin {i¢ tabakasini gosteren transmisyon elektron mikrograf.
Devamli bazal membran (oklar) skala vestibulinin perilenf yliziindeki skuamoz hiicreleri,
skala medianin endolenf yiizlindeki apikal mikrovilluslar1 olan siki baglantili hiicrelerden

ayirir (Cummings 2010)

Spiral Ligaman: Koklear duktusun lateral duvarinin en biiyiik kismini olusturur ve gevsek
konnektif doku ve iyon gecisinde gorevli enzimlerden zengin hiicrelerden olusur. Lateral

siir1 otik kapsiiliin i¢ yiizlidiir ve medial sinirini ise stria vaskiilaris ve spiral prominens
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olusturur. Spiral ligaman skala vestibuli ve timpani i¢lerine kadar uzanarak bu iki
perilenfatik kanal arasindaki iligkinin lateral yolunu olusturur. Spiral ligaman hiicrelerinin
endolenf ve sacli hiicrelerden, endolenfatik K* kaynagi gibi goriinen stria vaskiilarise K*
resirkiilasyonunda 6nemli bir role sahip oldugu diigiiniilmektedir. Spiral ligaman matriksi
fibroblast benzeri hiicreler ve ¢ok sayida ekstraselliiler filaman igerir. Spiral ligamanda tip
I fibroblast benzeri hiicreler baskindir. Tip II fibroblast hiicrelerin Na* - K* ATPaz ve
karbonik anhidraz iyon gecisinde gorevli enzimleri igerdigi gosterilmistir (Cummings

2010).

Stria Vaskularis: Koklear duktusun endolenfatik sinirini olugturur. Reissner membraninin
yapisma yerinden, spiral prominense kadar uzanir. Stria vaskiilaris bazal membran
olmayan bir epiteldir. Temel olarak (¢ hiicre tipi (marjinal, intermediate ve bazal hiicreler)
iceren stratifiye epitelyum ve intraepitelyal kapillerlerden olusur. Marjinal hiicreler stria
vaskdlarisin temel fonksiyonel birimidir ve pozitif endokoklear potansiyel tretir ve koklear
endolenfin diisiik sodyum, yiiksek potasyum iyon konsantrasyonunun siirdiiriilmesini
saglar. Intermediate hiicreler stellat formdadir, melanin igerirler ve fagositik aktivite
gosterirler. Karbonik anhidraz enzim aktivitesine sahip olduklar1 gosterilmistir. Stria
vaskiilarisin bazal tabakasi, birka¢ tabaka halinde sikigsmis bazal hiicreler tarafindan
maddelerin paraselluler transportuna kapanmistir. Bu hiicreler yer yer lipid inkliizyonlari
igerir ve apikal progesleri marjinal ve intermediate hiicrelere dogru aralara girecek sekilde

uzanir.

Spiral Prominens: Stria vaskiilaris ve baziler membran arasinda spiral olarak uzanan bir
doku kenaridir ve bir bazal membran olusturan kiiboidal formda tek bir epitelyal hiicre
tabakasi tarafindan ¢evrelenir. Spiral prominensin konnektif doku matriksi omega seklinde

kapillerler ve ¢ok sayida fibroblast tip II hiicreleri igerir.

Eksternal Sulkus : Spiral prominens ve baziler membranin Cladius hiicreleri tarafindan
olusturulan a¢ik kanala eksternal sulkus denir. Eksternal sulkus hucreleri genellikle
Cladius hiicreleri altinda uzanir ve spiral prominens martiksi ve spiral ligaman igerisine
uzun kok benzeri progesler gonderir. Bu hicreler organellerden zengindir fakat

elektronlusen sitoplazmaya sahiptir.

Baziler Membran: Ossedz spiral laminanin lateral kenarindan spiral ligamana eklenen
baziler krest denilen kama seklindeki dokuya dogru uzanir. Baziler membran temel olarak

konnektif dokudan olusur ve kokleanin tonotopisi i¢in énemlidir.



Baziler membranin skala timpani yiizeyi ig seklinde, spiral olarak uzanan mezotelyal
hiicrelerle gevrelenmistir. Spiral olarak uzandig: i¢in spiral damar olarak isimlendirilen
damar i¢i corti tlinelinin altinda uzanabilir. Bununla birlikte bu damar rudimenter gibi
goriinmekte ve Corti organinin metabolitlerinin degisimi ise baziler membran ve Nuel

bosluktan perilenfe oldugu diisiiniilmektedir.

Cladius Hucreleri: Baziler membranin endolenfatik yiizeyini ddseyen kiiboidal formda
hicrelerdir ve Hensen hiicrelerinden spiral prominense kadar baziler membran boyunca
uzanirlar. Cladius hiicreleri skala media’nin endolenfi ile skala timpani’nin perilenfi

arasinda siki bir sinir olusturur.

Boettcher Huicreleri: Cladius hiicrelerinin bazal yiizeyleri ile baziler membran arasinda
uzanir. Boettcher hiicreleri en sik koklear tabanda bulunur ve apekse dogru sayica azalirlar.
Laterobazal yuzeyleri mikrovillus igerir ve baziler membran Uzerinde fibronektin igeren
kanallar olustururlar. Fonksiyonlarinin fibronektin ve baziler membran i¢in diger matriks
bilesenlerini iiretmek oldugu diisiiniilmektedir. Karbonik anhidraz icerdiklerinden sivi

transportunda da gorevli olabilirler.

Corti Organi: Spiral olarak dizilmis sensoriyal sagli hiicrelerden, baziler membran
tarafindan desteklenen destek hiicrelerinden olusur ve tektoryal membran Corti organinin
tizerine dogru uzanir. Corti organinin primer fonksiyonu baziler membranin mekanik
vibrasyonlarini beyne ileten noral impulslara ¢evirmektir. Ek olarak son kanitlar sagh
hiicrelerin beyin tarafindan efferent inervasyona sahip oldugunu gostermistir ki; saclh
hiicreler Corti organindan duyusal bilgi niteliginde mekanoelektrik ses Uretebilirler.
Retikiiler lamina olarak isimlendirilen sert plak benzeri striktiir, Corti organinin
destekleyici ve sensoriyal hiicrelerinin apikal proseslerinden olusur. Corti organinin yapisi
baziler membran boyunca mesafenin bir fonksiyonu olarak degisir. Koklear apekse dogru,
Corti organinin radial alaninda, i¢-dis sa¢l hiicre ve onlarin sterosilyalarinin boylarinda,
baziler membrana goére corti organinin apikal yilizeyinde, pillar hiicre uzunlugunda ve
Hensen hiicrelerinin boyunda artis olur (Cummings 2010). Sekil 2.3 ’te Corti organinin

yapisi sematize edilmistir.



Sekil 2.3: Corti organinin yapisi (Kog 2013)

2.2.3. Destekleyici Hucreler

Hensen Hucreleri: Corti organinin lateral sinirin1 olusturur fakat retikiiler laminanin bir
pargast degildir. Hensen hiicreleri boylar1 koklear apekse dogru artan, birka¢ uzun

kolumnar hiicre siras1 olusturur.

Deiters Hucreleri: Dis tiyli hiicreleri tabaninda ve apeksinde destekler. Baziler
membrana yapisir ve dis tliylii hiicrelerin bazal kismimin g¢evresinde bir kupa benzeri
proges olusturur. Bu proges tabanda afferent ve efferent sinir terminallerinin dis tiiyli
hiicrelerle temasina izin vermek {lizere agiktir. Dis tliylii hiicre govdesiyle Deiters

hiicrelerinin falangeal prosesleri arasindaki sivi dolu bosluk Nuel bosluktur.

Pillar Hucreler: i¢ ve dis pillar hiicreler birbirine karsidir ve iicgen seklinde i¢ corti
tiinelinin ve retikiiler lamina boliimlerini olustururlar. Her bir pillar hiicresi kiire seklinde
niikleus i¢eren genis bir taban ve mikrotiibiil ve aktin filamanlar1 igeren progeslere yonelen

silindirik apekse sahiptir.

I¢ Simir ve Falangeal Hiicreler: Bu hiicreler, i¢ sulkus hiicrelerini ic tiylii hiicrelerin
medial yiizeyinden ayirir. I¢ smir hiicreleri Corti organinin en medial kenarini olusturur. I¢
falangeal hiicrelerin apikal progesleri i¢ tiiylii hiicreleri, lateralde bir digerinden, medialde

ise i¢ sinir hiicrelerinden ayirir.



2.2.4. Sensoryal Hucreler

Sterosilya: Sterosilyalarin boyu koklear koklear tabandan apekse dogru gittik¢e artar ve
lateral olarak dis tiiylii hiicre siralarim caprazlar. i¢ tiiylii hiicre sterosilyalar: tiiylii hiicre
sterosilyalarina gore iki kat daha kalindir. Sterosilyalar i¢inden birkac baglanti filamani
gecen demet ile birbirine bagli olup dis ¢apraz baglar bir sterosilyayr digerine ve siralar
arasma yapistirir. Tepe baglantilari, mekanoelektriksel transdiiksiyonun bir parcgasi gibi
goriilen tiylii hiicre aparatusudur. Sterosilyanin sert yapisi igindeki aksiyel uzanan,
polarize aktin filamanlarinin bir sonucudur. Matiir koklear tiiylii hiicreler, vestibiiler tiiyli
hiicrelerden farkli olarak, kinosilyum igcermez. Dis tiiylii hiicre sterosilya demeti, kosesi
koklear apekse ve birinci tlyll hiicreden tgunci tuyli hicreye dogru daha keskin olan V
veya W seklinde bir patern olusturur. ¢ tiiylii hiicre sterosilyasi ii¢ veya dort sirali hafif bir
demet olusturur. Dis tiiylii hiicre sterosilyasinin tektoryal membrana yapistiginin kanitlari,
zaman zaman sterosilya ve tektoryal membran arasindaki direkt iliskiyi gOsteren ve
tektoryal membran alt yiiziinde sterosilya izlerinin oldugunu gdsteren ¢ok sayida elektron

mikroskopik aragtirmadan kaynaklanir.

Dis Tiiylii Hiicreler: Corti organinda, apikal kutuplarinda Deiters hiicrelerinin falangeal
progeslerine yapisirken, bazalde kupa seklindeki Deiters hiicre govdelerinin igerisine dogru
giren silindirik hiicrelerdir. Cogu dis tiiylii hiicre govdesi sivi dolu Nuel bosluk tarafindan
cevrelenmistir. Dig tiiylii hiicreler retikiiler lamina iginde medialden laterale pozisyonda
yerlesirler. I¢ plazma membran1 boyunca, hiicrenin uzunlugunca kiitikiiler plate’den bazal
yerlesimli niikleus bolgesine uzanan birkag tabaka yiizey alt1 sisterna vardir. Kiitikiiler
plate altinda, yiizey alt1 sisterna sarmali olabilir ve buna Hensen Cisimleri denir. Ylizey
altinda yerlesen sisternalarin goérevi heniiz iyi tanimlanamamistir fakat dig tiiylii hiicrelerin
motil 6zelliklerinde rol aldig diisiiniilmektedir (Evans 1990). Dis tiiylii hiicrenin santral
sitoplazmas1 organelden seyrek gibi goriinmekte ve nikleusu hiicrenin bazal ucunda
yerlesmistir. Niikleus altinda ve dis tiiylii hiicre bazalinde ¢ok sayida mitokondri bulunur.
Deiters hiicre cikintilar1 dis tiiylii hiicrenin bazolateralinde kupa benzeri baglantilar

olusturur.

¢ Tiiylii Hiicreler: Vestibiiler ve dis siradaki tiiylii hiicrelere benzer hiicrelerdir, dar
boyunlu sise seklinde destek hiicreleri tarafindan siki bir sekilde ¢evrelenmis tek bir hiicre

sirast olustururlar. I¢ plazmalemma boyunca birkag yiizey alt1 sisterna vardir ve niikleuslart
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hicrenin ortasindadir. Bu hiicrelerin bazal kutbunda c¢ok sayida sinaptik sonlanmalar
vardir. Her bir afferent sinir sonlanmasina komsu tiiylii hiicre sitoplazmasinda bir
presinaptik serit olur. Efferent sonlanmalar daha biiyiiktiir ve vezikiillerle doludur ve i¢

tayll hiicre gdvdelerinden ziyade afferent siniri lifleri ile sinaptik kontak yaparlar.

I¢c Sulkus: Spiral limbusun lateral kenari, Corti organmin medial kenar1 ve apikalde
tektoryal membran tarafindan smirlanan spiral agik kanala denir. i¢ sulkus hiicreleri
Cladius hiicrelerine benzer. Apikal yiiziinde kisa mikrovilluslar vardir ve hiicreler tight

junction’larla baglantilidir.

Spiral Limbus: Ossedéz spiral laminanin medial boliimiiniin {izerinde uzanan spiral
vaskiilarize konnektif doku ¢ikintisidir. Reissner membrani en medial kenarina yapisir.
Lateral kenari, i¢ sulkus hiicreleri tarafindan olusturulan bir kanal iizerine uzanan Huscke
disleri denen kama seklinde bir ¢ikinti olusturur. Spiral limbusun konnektif doku matriksi

Ozellikle tip 11 kollajen igeren ekstraselltler filamanlar icerir (Cummings 2010).

Tektoryal Membran: Corti organinin {izerine uzanan ekstraselliller matriks materyali
tabakasidir. Koklear sarmalin i¢ kenarinda spiral spiral limbusun interdental hiicrelerine
yapisiktir. Fakat dis kenarda Corti organinin yiizeyine yapisik degildir. Dis tiiylii hiicrelerin

en uzun sterosilyasi tektoryal membranin alt kisminda onun i¢ine gomiiliidiir (Kog 2013).

Ossetz Spiral Lamina: Spiral olarak modiolustan uzanarak baziler membran medialine
yapisan kemik ¢ikintidir. Inferior spiral lamina bir kanal ve Corti organina giden ve ¢ikan
sinir lifleri i¢in bir yol olusturur. Lateral kenarinda, kemik incelerek habernula perforata
denilen kanallarca delinir. Burada sinir lifleri myelinlerini kaybeder ve Corti organina

gider.
2.2.5. Koklear Inervasyon
Koklea ii¢ tip sinir lifi tarafindan inerve edilir; otonom, afferent ve efferent.

Corti Organi: I¢ tiiylii hiicreler hemen tamamen afferent sinirler ile inerve olurlar ve
kokleadan beyine giden afferent sinirlerin % 90 — 95 ’ i i¢ tiiylii hiicrelerden kaynaklanir.
Her bir i¢ tiiylii hiicre ile sinaps yapan cesitli sayida farkli afferentler bulunmaktadir. I¢
tiyli hiucre bolgesine gelen efferent lifler ipsilateral orta beyindeki lateral slperior

olive’den kaynaklanir ve tiiylii hiicrenin kendisi ile degil hiicrenin hemen alt seviyesindeki
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afferent lifler ile temas eder. Bu efferent lifler korti organina gelen efferent inervasyonun

yalnizca % 20 ° sini olusturur.

Dis tiiylii hiicreler direkt olarak, birka¢ tane genis buton benzeri sonlanma gdsteren
efferent lifler ile inerve edilir. Kokleanin efferent inervasyonunun % 80 ° i dis tiyld
hiicrelerde sonlanir. Bu efferent lifler esas olarak kontralateral siiperior olive * in medial
kismindan kaynaklanir. Dis tiiylii hiicrelere gelen afferent lifler total koklear afferent
inervasyonunun % 5 — 10 * unu yapar ve Corti organi i¢inde belirgin sekilde dallara

ayrilirlar. Boylece tek bir noéron birden fazla dis tiiylii hiicre ile sinaps yapar (Kog 2013).

Spiral Ganglion: I¢ ve dis tiiylii hiicreleri inerve eden noron hiicre govdeleri spiral
ganglionda bulunur. Bu hiicre govdelerini igeren kemik kanal koklear apekse dogru spiral
yonde ilerler ve bu kanala Rosenthal kanali denir. Spiral ganglion i¢inde afferent bipolar
hicre govdelerinden kaynaklanan myelinize sinir lifleri ve intraganglionik spiral demet
olarak isimlendirilen ayr1 bir demetten olusan en passant efferent sinir lifleri vardir. Spiral
ganglion noronlariin yaklasik % 90 1 tip I hiicrelerdir ve geriye kalan1 tip II hiicrelerdir.
Tip | hiicre gdvdeleri i¢ taylu hicreleri, tip 11 hicre govdeleri dis tiiylii hiicreleri inerve

eder.
2.2.6. Vaskiiler Yap1

Anterior inferior serebellar arterin dali olan labirentin arter, VIII. kranial sinirle beraber
internal akustik meatusa girer. Lanbirentin arter dallar1 ana koklear arter ve anterior
vestibiler arteri olusturur. Ana koklear arter iki dal verir ; apikale dogru giden spiral
modiolar arter ve alt bazal koklear turn yapisin1 besleyen vestibiilokoklear arter. Koklea ;
lateral duvarin, spiral limbusun ve spiral ganglionun veniillerinin birlesmesiyle olusan

spiral modiolar vene drene olur (Cummings 2010).

2.3. Isitme Fizyolojisi

Ses, maddesel bir ortamda yayilabilen, titresimlerin boyuna dalgalar seklinde ilerlemesidir.
Ses, ayn1 zamanda hem havanin titresimi ile olusan isitme duyusuna verilen addir.
Kapsamli tanimuiyla ses; titresim kaynaginin, bir enerji ile titresime gegmesi sonucu, ortam
molekiillerinin birbirlerine yaklasip uzaklagmasi sonucu olusan mekanik dalganin insan

kulagi tarafindan algilandig: seklidir.
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Sesten bahsederken genellikle insan kulaginin isitebilecegi frekanslardaki titresimleri
kastederiz. Isitme frekans aralign siklikla 20 Hz ile 20 kHz olarak verilir. Bir nesne
titrestiginde ¢evresindeki hava molekiillerine ¢arparak basing etkisi yapar ve bu etki, ses
dalgasi olarak yayilir. Titresen nesne ses kaynagi, ses dalgasinin bulundugu bolge de ses
alan1 olarak adlandirilir. Bir ses kaynaginin titresen yiizeyi ile dogrudan temas halinde olan
hava molekdlleri, ylizeyle beraber hareket eder. Fakat hareket, cevredeki havaya iletilirken
elastik sikisma ve genisleme kapasitesi ile beraber, kaynagina gore gecikmeli bir harekete
neden olur. Ses yokken normalde var olan basing atmosfer basincidir ve statik basing

olarak adlandirilir. Dalgalanan basing ise ses basinci olarak bilinir. Bu, sesin belki en

onemli 6zelligidir. Bir ses dalgasinin (siniis dalgasi) frekans, amplitiid ve dalga boyu vardir

(Sekil 2.4).

Sekil 2.4: Sinis dalga modeli (Belgin 2015)

Kokleanin bazalinde dalga boyu kisa olan yiiksek frekans sesler; apikalinde ise dalga
boyu uzun olan algak frekans sesler algilanir. Kokleada baziler membrandan baslayip

isitsel kortekse kadar devam eden bu 6zellige tonotopik organizasyon adi verilir (Sekil
2.5).
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Sekil 2.5: Baziler membranin tonotopik organizasyonu (Belgin 2015)

Kemik yolu ile igitme sensorinoral isitme mekanizmasinin bir 6l¢iisii olarak kullanilir.
Bu iletim yolu kullanilarak birgok test metodu gelistirilmistir. Gerek hava yolu gerekse
kemik yolu ile iletilen ses enerjisinin kokleay1 uyaris sekli temelde aynidir. Her iki yoldan
da gelen ses enerjisinin son hareketi koklear sivilarda dalgalanma ve baziler membranda

titresimdir (Belgin 2015).
Kokleadaki ses dalgalarinin yayilimi gesitli teorilerle agiklanmaktadir.

1. Bekesy'e gore, skalalardan herhangi birine uygulanan isitsel titresimler baziler
membranda yer degisimlerine yol agmaktadir. Bu durum travelling wave (ilerleyen
dalga teorisi) olarak adlandirilir (Sekil 2.6). bu dalga baziler membranin bazal
ucundan baglayarak, apekse dogru ilerler. Yayilma hem boyuna hem de enine
yondedir. Yine bu iletim dalgasinin en énemli 6zelligi amplitiidiiniin gittikge artarak
maksimuma ulagmasi ve titresimlerin daha sonra sonerek faz degistirmesidir. En
bliytik titresim bolgesinden sonra sivilarda girdap hareketleri baglamaktadir. Bir bagka
onemli ozellik ise bu dalgalarin baziler membran iizerinde en biiyiik titresim yaptig1

yerin her frekans i¢in belirli bolgeler olusudur (Bekesy 1963).
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Isitilebilen her frekans i¢in baziler membran iizerinde degismeyen “En Biylk
Titresim Noktas1’” vardir. En biiyiik amplitiidle titresen bolge, yiiksek frekanslarda
bazal bolgede, yani oval pencereye yakindir. Isitsel enerjinin frekansi diistiikge
baziler membranin en c¢ok titresen bdlgesi kokleanin tepesine yaklasir. Baziler
membran bazal boélgede daha kati ve dar, apekse dogru gidildikce esnek ve
genisleyen bir yapiya sahiptir. Bu yapisal 6zelliginden dolay: her frekans i¢in ayri
bir maksimum titresim bolgesine sahiptir. En cok titresen bdlgedeki amplitiid

uyarici ses siddeti ile dogru orantilidir (Cooper 2008).

(A)

Sekil 2.6: Baziler membranin ilerleyen dalga hareketi (Belgin 2015)

2. Helmoltz’ un yer teorisi’ ne gore, baziler membran ve tizerindeki Corti organi
aynt bir piyanonun telleri gibi rezonatordiir. Yani, gelen ses dalgalarinin
frekanslarina uygun bolgeler titreserek uyarilir ve sesi algilar. Baziler membranin
bazal bolgesinin yiiksek frekanslarin, apeksinin ise algcak frekanslarin rezonatorii
oldugu bu teori ile ortaya stiriilmektedir.

3. Rutherford’ un frekans veya telefon teorisi’ ne gore, frekanslarin algilanmasi
isitme sinirinde impulslarin meydana gelis siklifina gore olmaktadir. Mesela 500
Hz ° lik bir sesin isitme sinirini 500 defa arka arkaya uyardigi belirtilmektedir.
Halbuki isitme sinirindeki lifler saniyede en fazla 1000 defa uyarilabilmektedir.
Farkli zamanlarda diger sinir liflerinin senkronize c¢alismalar1 diisiiniilse bile,
frekans teorisi ancak 5000 Hz ’ in altindaki sesler i¢in gegerli olacaktir. Bu nedenle

bu teori bugiinkii bilgiler 1s181nda gegerliligini yitirmistir.

4. Wever’ in Volley teorisi’ ne gore, yer ve frekans arasinda bir baglanti

kurulmaktadir.
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2.3.1. Kokleanin Elektrik Potansiyelleri
Kokleada dort ayr tip potansiyel mevcuttur.

Istirahat Potansiyeli: Koklea uyarilmadigi zaman bile mevcut olan elektrikli
potansiyeldir. Kokleada iki tip istirahat potansiyeli mevcut olup, bunlardan bir tanesi
intraselliiler potansiyeldir. Tiiy hiicrelerinin i¢ kisimlarindan 6l¢giilen bu potansiyel -60 mV
degerindedir. Yani Corti orgam1 kendisini ¢evreleyen siviya gore 60 mV negatif degere
sahiptir. ikinci potansiyel ise, endokoklear potansiyel olup, scala mediadaki endolenf,
perilenfe gore +80 mV’ luk bir farkli elektrikli gerilime sahiptir. Boylece bir tiiy hiicresi

zarinin digt ile i¢i arasinda 150 mV civarinda potansiyel farki vardir.

Koklear Mikrofonik: Yuvarlak pencereye yerlestirilen elektrotlarla dlgiilebilen, isitsel
uyaranlara tepki seklindeki potansiyellerdir. Bunlar uyaranin dalga seklini yansitir. Soyle
ki, kulaga saf ses verilirse yuvarlak pencereye yerlestirilen elektrottan, bu sese uygun
sintizoidal bir dalga elde edilir. Bu elektriksel tepkiye Wever-Bray fenomeni denir.
Koklear mikrofonigin kaynag dig tiiylii hiicrelerdir. Ilag ototoksisitesi veya konjenital
anomaliler sonucunda, tly hdcrelerinin yok olmasi durumunda koklear mikrofonik de

ortadan kalkar.

Aksiyon Potansiyelleri: Isitme sinirinin aksiyon potansiyelleri, sinir iizerinden yuvarlak
pencere veya kokleadan kayit edilebilir. Isitsel uyaran i¢ kulaktaki iletim dalgasindan sonra
elektriksel gerilimlere doniisiir ve isitme sinir liflerinin bir grubunda aksiyon potansiyelleri
olusur. Bir ses uyaraninin beyine kadar iletilmesinde tasiyici noronlarin tiimiiniin toplam
aksiyon potansiyelleri igitme sinirinin o andaki aksiyon potansiyelini verir. Belirli bir
frekansta esik siddetteki uyaranin ¢ok az sayida sinir lifini harekete gegirdigi ve bu nedenle
toplam potansiyelin kii¢iik oldugu tespit edilmistir. Bir bagka sonu¢ da belli bir ndron
grubunu uyardigi ancak, uyaran siddeti arttikca daha fazla néronun olaya katildig

seklindedir.

Birikim Potansiyelleri: Orta derecede veya siddetli isitsel uyaranlar endolenfatik
gerilimler arasinda pozitif veya negatif direkt akimlar olusturabilir. Birikim potansiyelleri
koklea igerisinde ses iletim dalgasinin en biiyiik oldugu bolgeden elde edilirler. Birikim

potansiyellerinin kaynaginin, i¢ tily hiicreleri oldugu sanilmaktadir (Belgin 2015).
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2.4. Aminoglikozid Ototoksisitesi

Ototoksisite koklear ve/veya vestibiiler olarak i¢ kulak dokularinin, ilaglar ve terapotik
ajanlar nedeni ile hiicresel dejenerasyonu ve fonksiyonel olarak bozulmasidir (Arslan
1999). i¢ kulak dokulari hem gecici hem de kalici olarak zarar gorebilir. Birgok ajan

ototoksisiteye neden olabilir.

Aminoglikozid antibiyotikler antienfeksiydz ajanlarin onemli bir smnifidir. Bu ilag
tilberkiiloz ve diger hayati tehdit edici enfeksiyonlar ile basa c¢ikabilmek igin
geligtirilmistir.  Bu  smif ilaglarin  ilk  gelistirilen iiyeleri streptomisin  ve
dihidrostreptomisindir. Onciil klinik ¢alismalar bu ilaglarin bdbrek ve i¢ kulaga zarar
verebildigini gostermistir. Bunun iizerine bir grup yeni aminoglikozid gelistirilmistir.
Dihidrostreptomisinin ¢ok toksik oldugu anlasilmis ve piyasadan cekilmistir. Neomisin
sistemik kullanim i¢in ¢ok toksik bulunmus ve lokal uygulanim igin sinirlandirilmistir. Bu
grubun diger iiyeleri kanamisin, gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin ve
sisomindir. Bu ajanlarin bir kismi1 digerlerine oranla ototoksik 6zellikleri tam bir selektivite
gostermese de hem koklea hem de vestibul Gzerine daha toksiktir. Toksisite genellikle
maruziyetten sadece giinler veya haftalar sonra gelisir. Aminoglikozidlerin isitsel toksisite

insidans1 yaklasik % 20 iken vestibiiler toksisite % 15 civarindadir (Cummings 2010).
2.4.1. Farmakokinetik

Bu ilaglar yiiksek yiiklii molekiiler olup oral absorbsiyonlar1 zayiftir. Agizdan verilmis
dozun yaklagik olarak % 3 kadar1 gastrointestinal yoldan emilir. Normalde agir
enfeksiyonlar  i¢in  parenteral  yolla  kullanilirlar.  Aminoglikozidlerin ~ doku
konsantrasyonlar1 genellikle ayni andaki serum konsantrasyonun yaklasik olarak tigte
biridir. Kan-beyin bariyerini gegisleri genellikle zayif oldugu i¢in memnjit tedavisinde
intratekal olarak verilir. Aminoglikozidler birincil olarak bobreklerden glomeriiler
filtrasyon ile atilirlar ve bOylece idrarda ilacin yiiksek konsantrasyonlari saptanabilir.
Bozulmus renal fonksiyon ilacin atiliminmi azaltabilir. Bu nedenle bobrek yetmezligi
ototoksisite i¢in bir risk faktoriidiir. Aminoglikozidlerin serum pik ve plato degerlerinin
Olctlmesi terapdtik etkinligi icin kesin rehberlik saglasa da ototoksisiteden korunmak igin
kesin garanti saglamaz. Aminoglikozidlerin plato seviyeleri ve ototoksisite arasinda bir
iliski ortaya konmustur. Ototoksisite bireysel pikler ve plato dlgtimlerinden daha ¢ok kan

seviyesinin zamana gore egrisinin altinda kalan alanla iligkilidir. Bir hayvan modelinde
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toplam doz veya egrinin altinda kalan alan amikasinin ototoksisitesi i¢in daha degerli bir

prediktor oldugu saptanmistir (Cummings 2010).
2.4.2. Ototoksisite Mekanizmalari

Aminoglikozidler;  lipid  ¢06ziiniirliigli ~ olmayan, polikatyonik ve biiyiik yapili
molekdllerdir (Nomura 1990) ve tlylt htcrelerin igine mekanoelektriksel transdiser
kanallar yolu ile girerler (Marcotti 2005). Bundan sonra olusan aminoglikozid-demir
kompleksi, arasidonik asit metabolizmasindan olusan serbest oksijen radikalleri gibi
elektron vericileri ile reaksiyona girer. Aminoglikozidler tarafindan serbest oksijen
radikalleri vasitasiyla aktive edilen c-Jun N-Terminal Kinaz (JNK) hiicre apoptozisine
katkida bulunur. Bu enzimin akis yoniindeki hedefi transkripsiyon faktorii olan aktive
Protein-1’ dir. Bundan sonra cekirdekte nikleer faktor kappa B * de (NFkB) gen
translokasyonlar1 meydana gelir ve mitokondriden sitokrom-c salgilanir. En son asamada
kaspazlar (kaspaz 8, 9, ve 3) vasitasiyla mitokondri membrani hasarlanarak hiicre
apoptozise ugramaktadir. Ayrica hiicre 6liimii kaspazdan bagimsiz mekanizmalar ile de
olabilir. Apoptozis burada intrinsik mekanizmali apoptozistir (Rybak 2005, Rybak 2007).

Burada kilit rolii serbest oksijen radikalleri oynamaktadir.
2.4.3. Histopatoloji

Insan ve hayvan temporal kemik histopatolojik calismalari, hasarin birincil hedefinin
koklear ve/veya vestibiiler tiiylii hiicreler oldugunu gostermistir. Corti organinda bazal turn
dis tiiylii hiicreleri ilk zarar goriir. ilag tedavisi devam ettikge hasar daha yukar1 bdlgelere
ilerleyebilir. I¢ tiiylii hiicreler, dis tiiylii hiicrelere oranla hasara kars1 daha dayaniklidirlar.
Bu durum i¢ tiiylii hiicrelerde ve apikal yerlesimli dis tiiylii hiicrelerde, bazalde bulunan dis
tiylii hiicrelere oranla daha fazla antioksidan, glutatyon bulunmasinin sonucu olabilir.
Spiral gangliyon hiicrelerindeki ilerleyici harabiyet hayvan c¢alismalar1 ve insan temporal
kemik raporlarinda izlenmistir. Bazi hastalarda dig tiiylii hiicre harabiyeti olmaksizin spiral
gangliyon hiicreleri aminoglikozidin dogrudan hasarina maruz kalabilir. Stria vaskiilaris
marjinal hiicre 6limiine bagli olarak incelebilir. Vestibiiler sistemde tiiylii hiicre hasari
kristanin apeksinde ve makulanin striola bdlgesinden baslayabilir. Tiiyli hiicre hasar
buradan sonra Tip I tiiylii hiicrelerin birincil olarak etkilendigi vestibiiler sensoriyal
epitelin periferine dogru ilerleyebilir. Aminoglikozid toksisitesi iyi kayit altina alinmis 17
hastanin temporal kemikleri ile yapilmis kantitatif bir ¢alismada sonuclar yaslart uyumlu

kontrol grubu ile karsilastirilmigtir. Streptomisinin tiim vestibiiler organlarda tip I ve II
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tiylii hiicrelerde belirgin bir azalma yaratmistir. Bu hasar kristada yerlesimli tip I
hicrelerde daha belirgin iken makulada daha azdir. Tim aminoglikozidler i¢in Scarpa

gangliyon hiicrelerinde anlaml1 azalma saptanmamistir (Cumming 2010).
2.4.4. Klinik Bulgular

Ik olarak yiiksek frekans isitme kaybi olusabilir ve klinik olarak ortaya ¢ikmadan
saptanabilir. Devam eden aminoglikozid maruziyeti diisiik frekanslarda ilerleyen isitme
kaybma yol acgabilir. Konusma frekanslarimin tutulmasi sonucu iletisim kabiliyeti
etkilenebilir. Iki ya da daha fazla birbirini takip eden frekansta, 20 dB veya daha fazla
isitme kayb1 gelismesi, diger kayip nedenleri ekarte edildikten sonra ilaca bagl isitme

kaybi1 olarak kayit altina alinmalidir.

Vestibiiler ototoksisitesinin baglangici dngdriilemez ve ototoksik ilacin kiimiilatif dozu
ile 1iligkisizdir. Ayaktan hastalar, hareketle ciddi bir sekilde artan ve tam istirahat
donemlerinde azalan denge bozuklugu ve ataksi varligt fark edilinceye kadar
asemptomatiktirler. Agir etkilenmis hastalar genellikle osilopsi de yasarlar. Baslangigtan

sonraki iki hafta icerisinde klinikte biraz iyilesme izlense de tam diizelme nadirdir.

Bircok risk faktorii, degisik hasta gruplarinda ototoksisiteyi artirip artirmadiklarini
saptamaya yonelik calisilmistir. Bakteriyemi, ates, hepatik ve renal yetmezlik gentamisin,
tobramisin ve amikasin ile yapilan prospektif, ¢ift kor klinik ¢alismalarda ototoksisite ile
iligkili bulunmustur. Mitokondriyal RNA mutasyonu ototoksisite riskini dramatik olarak
artiran ¢ok onemli bir risk faktoriidiir. Bu mutasyon hastay1 tek doz aminoglikozide kars1
bile duyarl bir hale getirebilir. Aminoglikozide bagli isitme kayb1 gelisen hastalarin % 17’
sine kadar1 bu mutasyona sahiptirler. Bilinmeyen bir nedenden dolay1 bu mutasyona sahip
insanlarda ototoksik etkiye karsi duyarlilik sadece isitsel sistemde izlenirken i¢ kulagin

vestibiiler parcasinda izlenmez (Cummings 2010).
2.4.5. Korunma

Aminoglikozid ototoksisitesini engelleme, genel ototoksik ajanlardan korunma
prensiplerinin yan1 sira mekanizmada meydana gelen olay ve mediatdrler lizerinden etkili
bir takim yontemleri de icermektedir. Genel yontemler arasinda daha az toksik olan bir
alternatif var ise bu ilacin kullanilmasi, aminoglikozid verilmesi durumunda tedavinin

miimkiin olan en erken asamada sonlandirilmasi, ayn1 zamanda isitme ve vestibiiler
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fonksiyonlarinin monitorize edilmesi sayilabilir. Burada 6zellikle yiiksek frekans

odyometri ve otoakustik emisyon degerlidir.

Mekanizma iizerine etkili yontemler ise daha ¢ok demir selasyonu ve serbest radikaller
tizerinden caligmaktadir. Birgok madde serbest radikal olusumunu engelleme Ozelligine
sahiptir. Nitro-L-arginine methyl ester (L- NAME) bunlardan biridir. Nitrik oksit sentaz
inhibitoriidiir. Pseudomonas aeruginosa ekzotoksini ile olusan sensorindral isitme azligin
engelledigi gosterilmistir (Popa 2000). Deksametozonun da nitirik oksit  sentezini
engelleyerek antiototoksik etki gdsterdigi one siiriilmiistiir (Park 2004). Organizmay1
serbest radikallerden korudugu bilinen ve oksidatif stres ile miktar1 artan glutatyonun
gentamisine bagli ototoksisiteyi engelledigi iddia edilmistir (Lautermann 1995). Diger bir
takim ¢aligmalarda da N-asetilsisteinin gentamisin ototoksisitesini iyilestirdigi gosterilmis
ve baz1 yazarlar bunu N-asetilsisteinin viicutta glutatyon prokirsori olan sisteine hidrolize

olarak miktarini artirmasina baghdir (Feldman 2007, Tepel 2007).

Bir demir selatorii olan deferroksamin ile yapilan ¢alismada, aminoglikozid-demir
kompleksini etkileyerek gentamisin toksisitesini engelleyici etkisinin bulundugu
histopatolojik ve odyolojik olarak gosterilmis ve bu olumlu etkinin kismi oldugu
vurgulanmigtir (Mostafa 2007, Conlon 1998). Benzer sekilde bir demir selatorii olan ve
ayni zamanda antioksidan 6zellik de tasiyan dihidroksibenzoat ve salisilat aminoglikozid

toksisitesinden korunmada etkili bulunmustur (Chen 2007, Sinswat 2000, Song 1998).

2.5. Kafeik Asit Fenetil Ester

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), arilarin bitkilerden topladigi 6ziitlin icerisinde bulunan
keskin ve giizel kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir (Hepsen 1996).
Kafeik asit fenetil ester, 180'den fazla bilesik iceren bal aris1 kovanlarindan ekstraksiyon
yoluyla olusturulan propolisten elde edilir (Bankova 2005). Eski yillarda propolis halk
tibb1 cercevesinde antibakteriyel ve antienflamatuar etkileri basta olmak {izere birgok
sebeple tedavi amagli olarak kullanilmis, iyilestirici roliiniin oldugu goézlemle halk
tarafindan iyice anlasildiktan sonra daha c¢ok yayginlik kazanmistir. Tip otoritelerinin
dikkatini ¢cekmeye basladig1 yillardan sonra yapilan bir¢ok arastirmada propolisin aktif
bilesenlerinin  antimikrobik, antienflamatuar, immiinmodiilatér, antioksidan ve

antiproliferatif 6zellikleri kesfedilmistir (Hepsen 1996 ve 1997, Natarajan 1996, Mirzeova
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1996, Sud’ina 1993). CAPE ile birlikte propolisin aktif bilesenlerinden olan diterpenoidler

ve diger bazi1 fenolik bilesiklerin antitiimor etkinlikleri oldukg¢a belirgindir.

Bu 0Ozelliklerinin hemen hepsi CAPE’nin membranlar1 rahatlikla gegmesine firsat
verecek fenil ve polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigi iki adet hidroksil grubuna (-
OH) baghidir (Sekil 2.7). Bu iki hidroksil grubu molekile kuvvetli antioksidan &zellik
kazandirmaktadir. Baslangicta kimyasal ekstraksiyon metodlariyla ayristirilarak bilimsel
aragtirmalarda kullanilan CAPE, 1990’11 yillarin basinda Sigma-Aldrich firmasi tarafindan
uretilip ticari preparat olarak piyasaya sunulmustur (Grunberger 1988). Bilimsel
caligmalarda kullanilan bu fiiriin, -20 C’de dikkatle saklanmasi gereken bir {riindiir, aksi
oldugunda biyolojik aktivitesini tiimii ile kaybetmektedir. Molekiil agirlig1 284,31 gr/mol
olan liyofilize haldeki bu {irlinlin empirik formiiliit C17H1604 olarak kaydedilmistir. Etil
asetat, dimetilsulfoksit (DMSO) ve etanolde tamamen ¢6zinmektedir. Biyokimyasal ve
fizyolojik olarak en dikkati ¢eken etkisi nlkleer transkripsiyon faktori NF-kappaB’ nin
cok spesifik bir inhibit6rii olmasidir. CAPE iizerine yapilan ilk ¢alismalar, daha ¢ok tiimor
hlcreleri Uzerine olan sitotoksisite, transformasyon ve ekspresyon tzerine olmakla birlikte
daha sonralar1 apoptozis Uzerine olan etkileri ile NF-kappaB iizerinden etkinlik gdsterdigi
tahmin edilen enflamasyon c¢alismalar1 iizerine yogunlasmistir. Daha sonra yogun bir
sekilde hiicre kiiltiirii ve deneysel hayvan calismalarinda CAPE’nin antioksidan etkileri

basta olmak iizere biitiin etkileri lizerine arastirmalar yapilmistir.

D/‘\/O
= C
OH

Sekil 2.7: Kafeik asit fenetil esterin kimyasal yapis1
2.5.1. Antioksidan Etkisi

CAPE'nin yapisi, giiclii bir antioksidan olan katekol igerir (Park 1999). Sicanlarda akut
bobrek hasari iizerine propolis ekstraksiyonunun antioksidan aktivitesi calismasi ile,

CAPE'in giiclii antioksidan aktivitesinin oldugu gosterilmistir (Ozyurt 2006). Modern
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tibbi arastirmalar, propolisin ana antioksidan gruplarinin CAPE, kafeik asit, quersetin,
galangal ve sinnamik asit ester oldugunu gostermistir. Bir ¢alismada CAPE igeren
propolisin antioksidan etkisinin CAPE icermeyenlere gore daha gii¢lii oldugu ve CAPE'nin

antioksidan aktivitede 6nemli bir rol oynadig1 gdsterilmistir (Sud’ina 1993).

Propolis yaniklarin tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Yaniklar, iskemik
reperfiizyonun neden oldugu yetersiz kan hacmi, iskemi ve viicut hasarina yol agmaktadir.
Bu degisiklikler arasidonik asidin metabolik isleminden iyon (demir) salinmasi, perhidrol
ile Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikallerinin olusumuna yol agma, inflamatuar
sitokinlerin salinmasi, trombositlerin agregasyonu ve diger hormon metabolizmasinda
degisiklikler gibi zincirleme reaksiyonlar seklinde ortaya ¢ikar. Bu reaksiyonlar, reaktif
oksijen tdrlerinin (ROS) asir1 iiretimi ve salinmasina yol acan oksidasyon reaksiyonu
tarafindan tetiklenir. Lokal ve sistemik oksidan degisiklikler doku inflamasyonunu stimiile
edebilir. Oksidanin artis1 ve endojen enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan
aktivitenin azalmasi hiicre zarlarinin lipit peroksidasyonuna neden olur. Hiicre zarmin lipid
peroksidasyonu, hiicre zarlarinin likiditesinin ve gegirgenliginin degismesine yol agar,
protein ve niikleik asidin degradasyon oranini artirip sonug olarak hiicre lizisine yol acar.
Yanik sonrast hiicrelerde malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO) ve katalaz
(CAT) aktiviteleri belirgin olarak artarken, stiperoksit dismutaz (SOD) ve ksantin oksidaz
(XO) aktiviteleri de azalir. Bir ¢alismada CAPE'min Wistar albino siganlar1 tarafindan
meydana gelen oksidatif hasari tedavi etme aktivitesinin olup olmadigi test edilmistir.
Sicanlarin viicut ylizeyinin% 25-% 30'u 100 °C su ile yakilarak, sicanlara giinde 10 pmol
/kg CAPE enjekte edildi ve yaniktan 1,3 ve 7 giin sonra her bir organdaki hasara bakildi.
Yanik siganlarda, bobrek ve akcigerlerde CAPE'nin MDA, MPO ve CAT seviyelerini
azalttig1 ve SOD ve XO aktivitelerini artirdig1 gosterilmistir (Gurel 2004).

Yapilan bagka bir calismada CAPE'in, korneal fibroblastlarda proinflamatuar sitokin
IL-1p ile indiiklenen IL-6, MCP-1 ve ICAM-1 ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
AKT (protein kinaz B) ve NF-kB'in IL-1p ile aktivasyonu, CAPE tarafindan belirgin bir
sekilde inhibe edilirken, mitojen ile aktive olan protein kinazlarin (MAPK!'lar) aktivitesi
etkilenmemistir (Yang 2014). CAPE ile yapilan bagka bir caligmada ise aktiflestirilmis
HMC-1 insan mast hiicrelerinde MAPK'lar1 ve NF-xB sinyalini inhibe ederek CAPE'nin
antiinflamatuar etkileri destekledigi belirtilmistir (Cho 2014).
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2.6. Timokinon

Corek otu, Ranunculacea (Diigiingicegigiller) familyasinin Nigella sativa (NS) turd olup,
bitki c¢esitliligi bakimindan olduk¢a zengin olan iilkemizde siyah tohum, siyah kimyon
veya bereket tanesi olarak bilinmektedir. Bolgenin iklimine bagli olarak farklilik
gostermekle birlikte NS tohumlarinin yapisinda, ugucu yaglar (% 0.4-0.45), sabit yaglar (%
32-40) proteinler (% 16-19.9), amino asitler, alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler (5.5%),
karbonhidratlar (% 33.9), mineraller (% 1.79-3.44), askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin
ve folik asit bulunmaktadir. Sabit yagin yapisinda doymamis yag asitlerinden oleik asit,
linoleik asit, eikozadienoik, arasidonik asit ve linolenik asit bulunurken, doymus yag
asitlerinden ise miristik asit, palmitik asit ve stearik asit bulunmaktadir. Ugucu yagin
yapisinda ise nigellon, karvakrol, p-cymene, d-limonen, o ve [-pinen’in yani sira
farmakolojik olarak aktif temel bilesenlerden baslica timokinon, ditimokinon,

timohidrokinon ve timol yer almaktadir (Randhawa 2002, Baytop 1984).

Timokinon (TQ) (C10H1202, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon) ¢orek otu ugucu
yaginda % 18,4-24 oraninda bulunan en 6nemli biyoaktif bilesendir (Sekil 2.8) (Pari 2009).

Antioksidan 6zelligi nedeniyle pek ¢ok ¢alismada kullanilmistir.

Sekil 2.8: Timokinonun kimyasal yapis1

2.6.1. Antioksidan Etkisi

Serbest radikaller elektriksel olarak yiiklii olup, hiicre membrani iginden gegerek viicuttaki
niikleik asitler, proteinler ve enzimler ile reaksiyona girer ve yikim olustururlar (Salem,
2005). Cesitli mekanizmalar ile antioksidan Ozellik gosteren timokinonun siiperoksit

radikal anyonu ve hidroksil radikallerini iceren bircok reaktif oksijen tlrlerinin stipuricusu
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oldugu (Badary 2003) ve 5-hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz sentezini inhibe
ettigi bildirilmektedir (El-Dakhakhny 2002). Doksorubisin ile indiklenen nefropatide
timokinonun lipid peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan ozellik gosterdigi ve
nefropatiyi baskiladigi bildirilmektedir (Badary 2000). Timokinon ve sentetik
tertbutilhidroquinon (TBHQ) un kuvvetli antioksidan ve prooksidan etkileri oldugu ve her
ikisi de konsantrasyona bagli olarak demire bagli mikrozomal lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi belirtilirken, timokinonun siiperoksit anyon siipiiriicii olarak TBHQ’dan daha

aktif oldugu gosterilmistir (Badary 2003).

Sicanlarda yapilan ¢alismada koroner, serebral ve periferal damar hastaliklarinda risk
olusturan hiperhomosisteinemiye kars1 timokinonun koruma sagladigi (El-Saleh 2004) ayn1
zamanda timokinonun ¢drek otu tohumundaki diger bilesenlerden daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Bourgou 2010). Ratlarda N-nitro-L-arjinin metil
esterleri (L-NAME) ile nitrik oksidin kronik inhibisyonundan sonra verilen timokinonun
glutatyon (GSH) diizeyini artirirken enzimatik ve nonenzimatik sistemlerdeki siiperoksit
radikallerin in vitro sentezini inhibe ettigi ve bu antioksidan aktivitesi hipertansiyon ve
renal hasara kars1 korumada umut verici bir bilesik oldugu belirtilmektedir (Khattab 2007).
Ratlarda civa kloriir tarafindan indiiklenen renal oksidatif hasarin 6nlenmesinde TQ’nun
apoptozis ve proliferatif reaksiyonlar1 azalttigt ve timokinonun inorganik civa
intoksikasyonunun sebep oldugu akut renal yetmezligin korunmasinda klinik 6nemi oldugu
bildirilmektedir (Fouda 2008). Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda kalp ve
beyindeki oksidatif stres arastirllmis ve diyabetlilerde glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon (GSH) ve katalaz (CAT)’daki belirgin azalma ile oksidatif stresin olustugu, bu
diisiik diizeylerin hem c¢orek otu yagi hem de timokinon verilmesi ile iyilestirildigi
belirtilmektedir (Hamdy 2009). Kolon i¢ine % 3 asetik asit enjekte ederek kolit olusturulan
ratlarda timokinonun tam bir koruyucu etki gosterdigi, bu koruyucu etkinin kismen
antioksidan etkisinden kaynaklandig: bildirilmektedir (Mahgoub 2003). Ratlarda etanol ile
indiklenen akut gastritte timokinon verilmesinin Glser indeksi ile malondialdehit (MDA)
seviyesini azalttig1 ve GSH sentezini artirdig1 belirtilmekte ve timokinonun gastroprotektif

etkinliginin kismen antioksidan 6zelligine bagl oldugu ortaya konmaktadir (Arslan 2005).
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2.7. Oksitosin

Oksitosin, hipotalamusta supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerden salinan ve dokuz
aminoasitten olusan peptit yapili bir hormon olarak bilinir (Sekil 2.9). Bu iki ¢ekirdegin
yani sira oksitosin hipotalamusun yakinindaki diger ¢ekirdeklerden de (forebrain bundle,
bed stria terminalis, zona incerta, substantia innominata vb.) salinarak arka hipofize gelir
ve buradan sistemik dolasima verilerek ozellikle uterus kasi, meme bezi ve seminifer

tabuller Gzerine etki eder (Kelly 1980 ve Zimmerman 1984).
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Sekil 2.9: Oksitosinin kimyasal yapist

Oksitosin, kanda serbest bir peptit olarak dolasir. Yarilanma 6mrii canli tiirlerine gore
farklilik gosterir. Bazi metabolitleri biyolojik olarak aktif 6zellik gosterebilir. Ancak
hormon genel olarak bobrekler tarafindan etkin olmayan metabolitleri seklinde viicuttan
disart atilir. Gebelikte degismekle birlikte metabolik klirens orani 19-21 ml/kg/dakikadir
(Dawood 1985).

2.7.1. Antioksidan Etkisi

Oksitosinin klasik etkilerinin yaninda antioksidan ve antiinflamatuar etkisi de vardir.

Oksitosin lipid peroksidasyonunu, hiicresel antioksidan sistemin bir parcasi olan rediikte
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glutatyon ve siiperoksit dismutaz tiiketimini ve siiperoksit olusmasina neden olan NADPH

oksidaz aktivitesini azaltir (Ahn 1994 ve Kimura 1998)

Laila ve arkadaslar1 ratlarda cisplatin sonucu gelisen nefrotoksisite ile iligkili
caligmasinda, sistemik 1 mg/kg oksitosin uygulamasmin gii¢lii antioksidan ve koruyucu
etkisini gostermistir (Rashed 2011). Baska bir ¢alismada oksitosinin TNF-a, IL-4 ve 6 gibi
proinflamatuar mediyatorlerin diizeyini azalttigi gosterilmistir (Clodi 2008). Oksitosinin
diyabetik ndropati iizerine etkisi ile ilgili ratlarda yapilan bir ¢alismada 160 pg / kg
oksitosin uygulamasinin Schwann hiicre hasarini 6nledigi, noropatik demyelinizasyonu

azaltip remyelinizasyonu artirdig: bildirilmistir (Erbas 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma i¢in Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu izni alinmistir (Karar Sayisi:
2016-038). Calismada Helsinki Nihai Senedi (1986)’ nin deney hayvanlar ile ilgili

maddelerine uyuldu.
3.1. Gruplarin Olusturulmasi

Calisma agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen, saglikli 50 adet disi Wistar Albino tiirii rat
iizerinde gerceklestirildi. Deney hayvanlar1 Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde sicakligi 22+2 santigrat derecede, nemi
% 45-65 oraninda korunan, serbest yemek ve su alabildikleri ve 12 saat aydinlik — 12 saat
karanlik ortamda tutuldu. Calismamizda otomikroskopik muayene (Carl Zeiss Surgical
GmbH-Strasse 22) ile orta kulagin durumu degerlendirilerek, buson varliginda temizlenip
kulak zar1 normal goriilen siganlar ¢alismaya dahil edildi. Deney hayvanlari rastgele se¢cim

metoduna gore 5 gruba ayrildi.

Grup I: Kontrol grubu olarak belirlendi. 10 rata 21 gin boyunca gunde tek doz 2 mL/kg

serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup I1: Gentamisin grubu olarak belirlendi. 10 rata 14 gin boyunca giinde tek doz 120
mg/kg gentamisin (Genta ampul, I.E. Ulugay) intraperitoneal olarak uygulandi. Cesitli

nedenlerden dolay1 3 hayvan ex oldu.

Grup I11: Gentamisin + Kafeik asit fenetil ester (CAPE) grubu olarak belirlendi. 10 rata %
10 etanol ile hazirlanan 10 pmol/kg CAPE (Sigma-Aldrich Co LLC, St Louis MO),
gentamisin (120 mg/kg/giin-14 giin) uygulamasindan 24 saat 6nce baglanarak, gentamisinle
birlikte 14 glin ve gentamisin uygulamasindan sonra 7 giin daha intraperitoneal olarak

uygulandi. Cesitli nedenlerden dolay1 3 hayvan ex oldu.

Grup 1V: Gentamisin + Timokinon grubu olarak belirlendi. 10 rata 30 mg/kg timokinon
(Sigma-Aldrich Co LLC, St Louis MO), gentamisin (120 mg/kg/gin-14 gin)
uygulamasindan 24 saat Once baglanarak, gentamisinle birlikte 14 giin ve gentamisin
uygulamasindan sonra 7 glin daha oral gavaj yontemi ile uygulandi. 3 hayvan ex oldu ve

calisma 7 rat ile tamamlandi.
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Grup V: Gentamisin + Oksitosin grubu olarak belirlendi. 10 rata 160 pg/kg oksitosin
(Pituisan, Alfasan International BV, Hollanda), gentamisin (120 mg/kg/gun-14 gin)
uygulamasindan 24 saat once baglanarak, gentamisinle birlikte 14 giin ve gentamisin
uygulamasindan sonra 7 giin daha intraperitoneal olarak uygulandi. Deney hayvani kaybi

olmadi.

Distorsiyon {iriinii otoakustik emisyon (DPOAE) ve beyinsapt isitsel uyarilmis
potansiyelleri (BIUP) testleri dncesinde ratlara 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin
verilerek anestezi saglandi. Deneyin sonlandirilmasinda da aymi sekilde anestezi

uygulanarak servikal dislokasyon metoduyla sakrifikasyon islemine ge¢ildi.
3.2. DPOAE Ol¢iimu

Olgiimler Otodynamics Echoport ILO292 USB II cihazi ile yapild1 ve ratlar igin yenidogan
probu kullanildi. 2 ve fl frekanslar1 oran1 (f2/f1) 1.22 olacak sekilde tutuldu. L1-L2
seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1 = 65 dB SPL, L2 = 55 dB SPL) diizeyinde
tutuldu. DPOAE’lar, 2f1-f2 frekansinda Olgiildi. DPOAE testi f1 ve f2’nin geometrik
ortalamalarinda ratlarin her iki kulagina 1000, 1400, 2000, 2800, 4000, 6000 ve 8000
Hz’de SNR (sinyal giiriilti orani) degerleri kaydedilerek uygulandi. SNR, DPOAE
cevaplarini degerlendirmek i¢in DPOAE amplitiidlerine gore daha giivenilirdir (Lamm
1998). Tim ratlarin her iki kulagina c¢alisma Oncesinde ve ¢aligma bitiminde 3 glnlik

g6zlem sonrasi test uygulandi.
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Resim 3.1: DPOAE 6l¢imi

3.3. BIUP Ol¢iimii

Olgiimler Medelec Synergy ABR Cihazi ile yapildi. BIUP 6lciimleri igin 13 mm igne
elektrotlar (Electrode Disposable Subdermal, 13 mm, 1.5 M, 12 color Natus/019-453900),
kanal i¢i kulaklik (Reusable Tip 300 Insert Phones, Natus/041-704000) ve prematir
yenidogan kulak problar1 (Eartips for use with Intra Auricular Headset and Ear Phone
Type: Premature Natus/51023) kullanildi. Negatif elektrot test edilen tarafin mastoidine,
pozitif elektrot alina, toprak elektrot karsi taraf mastoide yerlestirildi. Elektrotlarin
uygunlugu impedansmetre ile kontrol edildi. Olgiimde 11.00 rate click uyaran verildi, 10
msn Ol¢lim zamani, 100-1500 Hz filtreleme rarefaction polarite kullanildi. 1500 click
uyaranin ortalamasi alindi. 70 dB nHL ses siddetiyle teste baslandi, alinan yanitlara gore
10 dB veya 5 dB azaltilarak test tamamlandi. Isitme esiginin belirlenmesinde V. dalganin
elde edildigi en diisiik ses dB nHL siddeti referans alindi. Tiim ratlara iki tarafli, calisma

Oncesinde ve ¢aligma sonrasi 3 giinliik gozlem sonrasinda 6l¢iimler yapildi.
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Resim 3.2: BIUP 6l¢iimii

3.4. Koklear Diseksiyon

Anestezi altinda servikal dislokasyon sonrasi boyun orta hattan aurikulaya dogru uzanan
insizyon ile cilt ve ciltalti gecildi. Daha sonra mikroskop yardimiyla dis kulak yolu ve
timpanik membran izlendi. Dis kulak yolundan orta kulaga girilerek promontoryum
goraldi, promontoryum cevresinden koklea oksipital ve sfenoid kemiklerden ve kas
dokulardan diseke edilerek c¢ikarildi. Cikarilan dokular dekalsifikasyon solisyonuna

konarak histoloji ve embriyoloji bolumune teslim edildi.
3.5. Elektron Mikroskopik inceleme Yéntemi

Taramali elektron mikroskobik (TEM) takibi i¢in alinan doku ornekleri dekalsifikasyon
isleminin tamamlanmasi ve tespit isleminin gerceklesebilmesi igin yaklasik 15 giin

stiresince Gluteraldehit iceren EDTA’l1 dekalsifikasyon soliisyonuna alinarak ilk tespitleri
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saglandi. Dekalsifikasyon islemlerinin ardindan, fiksasyonun tamamlanmasi i¢in % 4
gluteraldehit sollisyonuna alinarak bir siire daha bekletildiler.

Osmiyum Tetroksit tespiti:

Osmiyum tetroksit (OsO4) 0.1 g

Distile su 5 cc

1 kisim Sorenson fosfat tamponu + 1 kisim osmiyum tetroksit
Dokular bu sekilde hazirlanmis %1“lik osmiyum tetroksit ¢ozeltisinde 1 saat etkin
birakildi. Boylece tespit ve boyanmalar1 saglanmis oldu.

Dehidratasyon ve blok olusturulmasi:

Dokular osmiyumla ikinci kez tespit edildikten sonra, doku igindeki fazla suyun

uzaklastirilmasi i¢in, artan derecelerdeki alkol serilerinden gegirildi.

%50lik alkol .................. 10 dakika

%60“lik alkol .................. 10 dakika

%70“hik alkol .................. 10 dakika

Uranil asetat ................... 30 dakika (1 g uranil asetat+50 ml %80’lik alkol karisimi
hazirlandiktan sonra siiziilerek 10 dakika bekletildi.)

%80 lik alkol ................... 2 kez yikandi ve 10 dakika bekletildi.
%90“lik alkol ................... 10 dakika

%96“Iik alkol ................... 10 dakika

%100°lik alkol .................. 15 dakika

Propilen oksit ................... 30 dakika

Propilen oksit +1. gémme materyali ............ 30 dakika

1. Gomme materyali (Araldit CY 212 10 cc + DDSA 10 cc): 1 gece.

2. Gomme materyali (Araldit CY 212 10 cc + DDSA 10 cc + BDMA 0.4 cc + Dibiitil
fitalat 1 cc): 2 saat oda 1si1st.

3.Gomme materyali: 2 saat 40°C etlv.

Daha sonra dokular, i¢inde ayn1 gdomme materyali bulunan 00 numara jelatin kapsiile
gomiildii. Blok i¢indeki havanin ¢ikmasi i¢in 1 saat oda 1sisinda bekletilen dokular,
polimerizasyon icin 24 saat 45 C’de, 48 saat 60 C’de etlivde bekletildiler. Sire sonunda
etiiv kapatilarak dokular etiiv i¢inde kendi hallerinde sogumaya birakildi.

Hazirlanan bloklardan LKB Leica ultramikrotom ile 1 p kalinhiginda kesitler alind1 ve
toluidin mavisi ile boyandi. Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde incelenen kalin kesitlerin resimleri ¢ekildi ve bu bolgeler isaretlenerek formvar
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kapli bakir gridler tizerine 0.2-0.5 p’luk ince kesitleri alindi. Kontrast saglamak i¢in alinan
kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanarak Carl Zeiss EVO LS 10+ED
Transmission Elektron Mikroskopta (TEM) degerlendirilerek fotograflandi.

3.6. istatistiksel Analiz

Sayisal degiskenler icin ortalama, standart sapma istatistikleri verildi. Sayisal degiskenlerin
analizinde karma etki modelleri kullanildi. Analizler SAS University Edition 9.4 programi
ile yapildi. p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. DPOAE

Olgiimler tiim ratlara bilateral olarak yapildi, istatistiksel analiz i¢in denek sayis1 degil
kulak sayisi baz alindi. Tiim ratlara islem Oncesi ve igslem sonrasi (3 giinlik gozlem
sonrast), 1-1,4-2-2,8-4-6-8 kHz frekanslarda DPOAE uygulandi ve analiz i¢cin SNR orant
kullanildi.

4.1.1. Grup | (Kontrol)

Tiim frekanslar igin islem oncesi SNR oranlar1 gruplar arasinda karsilastirildi. Grup | ile
Grup II kiyaslandiginda 1,4 kHz disinda tiim frekanslarda anlamli fark olmadigi izlendi
(p>0,05). 1,4 kHz’ de Grup I ile Grup II arasinda anlaml fark oldugu ve Grup II’ de SNR
ortalamasinin daha yiiksek oldugu izlendi. Bu nedenle 1,4 kHz daha sonraki

degerlendirmelerde dikkate alinmadi.

Her frekans icin Grup I’ in islem Oncesi ve sonrasi SNR ortalamalart tablo 4.1° de
gosterilmigtir. Tiim frekanslarda islem dncesi ve islem sonrasi SNR ortalamalar1 arasinda

anlaml fark yoktur (p>0,05).
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Grup | Islem Oncesi SNR Islem Sonras1 SNR P

1 kHz 4,35+534 4,88 £6,29 0,5052
1,4 kHz 4,39 £4,26 5,01 + 4,02 0,4801
2 kHz 10,3+2,01 10,1+2,18 0,7904
2,8 kHz 11,57 + 3,67 12,04 + 4,53 0,693
4 kHz 16,56 + 4,14 16,37 +4,32 0,8772
6 kHz 17,76 £ 5,23 18,84 + 4,99 0,4138
8 kHz 21,22 £6,03 22,49 £6,95 0,3795

Tablo 4.1: Grup I islem Oncesi ve sonrast SNR oranlari

Grup I ve Grup II arasinda iglem sonrast SNR ortalamalari kiyaslandiginda, 1 kHz disindaki

tim frekanslarda Grup I’ de SNR ortalamalarinin anlamli sekilde daha yiiksek oldugu izlendi.

34




4.1.2. Grup Il (Gentamisin)

Tiim frekanslar i¢in iglem Oncesi SNR oranlar1 gruplar arasinda karsilastirildi. 1,4 kHz
disinda tiim frekanslarda anlamli fark olmadig: izlendi (p>0,05). 1,4 kHz’ de Grup I ile
Grup II arasinda anlamli fark oldugu ve Grup II’ de SNR ortalamasinin daha yiiksek

oldugu izlendi.

Her frekans i¢in Grup II’nin islem Oncesi ve sonrast SNR ortalamalari tablo 4.2° de
gOsterilmistir.1 kHz disindaki tiim frekanslarda SNR ortalamasinin islem sonrasi anlamli

sekilde daha diisiik oldugu izlendi (p<0,05).

Grup Il Islem Oncesi SNR Islem Sonras1 SNR P

1 kHz 3,52 +2,66 3,26 £5,17 0,6714
1,4 kHz 8,58 + 6,08 6,33 +4,35 0,0381
2 kHz 10,66 + 4,6 6,11 +2,41 <0,0001
2,8 kHz 12,22 + 5,56 7,11+ 4,04 0,0016
4 kHz 14,95 +5,12 7,45 + 2,86 <0,0001
6 kHz 17,99 + 6,02 10,16 + 4,24 <0,0001
8 kHz 20,49 £ 6,37 11,93 + 4,66 <0,0001

Tablo 4.2: Grup II islem 6ncesi ve sonrast SNR oranlari

Islem sonrast SNR ortalamalar1 Grup I ile kiyaslandiginda, 1 kHz digindaki tiim
frekanslarda Grup I’ de SNR ortalamalarinin anlaml sekilde daha yiiksek oldugu izlendi
(Tablo 4.3).
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Frekans SNR Farki p

1 kHz -1,62 0,3673
1,4 kHz 1,32 0,4870

2 kHz -3,99 0,0055
2,8 kHz -4,93 0,0142

4 kHz -8,92 <0,0001
6 kHz -8,68 0,0002

8 kHz -10,56 <0,00010

Tablo 4.3: Grup Il - Grup | islem sonrast SNR oranlarinin karsilagtirilmasi
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4.1.3. Grup 111 (Gentamisin + CAPE)

Tim frekanslar i¢in islem Oncesi SNR oranlar1 Grup III ile diger gruplar arasinda

karsilastirildi ve anlamli fark olmadigi izlendi (p>0,05).

Her frekans igin Grup IlI” iin islem 6ncesi ve sonrast SNR ortalamalari tablo 4.4° de
gosterilmistir. 1 kHz, 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz ve 6 kHz’ de islem 6ncesi ve islem sonrasi

SNR ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktur (p>0,05).

Grup 111 Islem Oncesi SNR Islem Sonras1 SNR P

1 kHz 2,91 +5,64 3,99 +3,49 0,4373
1,4 kHz 6,57 + 6,44 4,69+3,38 0,0204
2 kHz 9,24 +5,84 8,01+5,6 0,2402
2,8 kHz 13,12 +4,82 12,03 + 3,91 0,3961
4 kHz 15,27 + 4,62 149 +4,19 0,4017
6 kHz 19,17 £ 6,25 16,62 + 5,16 0,1631
8 kHz 23,25+6,16 21,0654 0,0375

Tablo 4.4: Grup III islem 6ncesi ve sonrast SNR oranlari

Islem sonrast SNR ortalamalart Grup I ile kiyaslandiginda, tiim frekanslarda anlamli

fark olmadig izlendi (Tablo 4.5).

37




Frekans SNR Farki p

1 kHz -0,89 0,1664
1,4 kHz -0,32 0,6716
2 kHz -2,09 0,2141
2,8 kHz -0,01 0,9647
4 kHz -1,47 0,2606
6 kHz -2,22 0,4014
8 kHz -1,43 0,2247

Tablo 4.5: Grup Il - Grup | islem sonras1 SNR oranlarinin kargilastiriimasi

4.1.4. Grup IV (Gentamisin + Timokinon)

Tim frekanslar i¢in islem Oncesi SNR oranlar1 Grup IV ile diger gruplar arasinda

karsilastirild1 ve anlamli fark olmadigi izlendi (p>0,05).

Her frekans icin Grup IV’ {in islem oncesi ve sonrast SNR ortalamalar1 tablo 4.6” de

gosterilmistir. 2,8 ve 4 kHz disindaki diger tiim frekanslarda islem Oncesi ve islem sonrasi

SNR ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktur (p>0,05).

38




Grup IV Islem Oncesi SNR Islem Sonras1 SNR P

1 kHz 5,14 + 3,81 4,61+4,58 0,3678
1,4 kHz 6,22 +5,24 5,11+ 3,37 0,2678
2 kHz 9,45+ 2,07 7,96 +2,09 0,1186
2,8 kHz 14,03 + 4,23 10,94 + 3,58 0,0168
4 kHz 14,45 + 537 11,69 + 4,42 0,0296
6 kHz 17,35+5,13 16,09 + 4,54 0,2912
8 kHz 22,31 +4,47 21,14+43 0,4167

Tablo 4.6: Grup IV islem oncesi ve sonrast SNR oranlari

Islem sonrast SNR ortalamalart Grup I ile kiyaslandiginda, 4kHz hari¢ diger tiim
frekanslarda anlamli fark olmadig izlendi (Tablo 4.7).

Frekans SNR Farki p

1 kHz -0,17 0,7617
1,4 kHz 0,1 0,9751
2 kHz -2,14 0,1833
2,8 kHz -1,1 0,4437
4 kHz -4,68 0,0143
6 kHz -2,75 0,1523
8 kHz -1,35 0,4959

Tablo 4.7: Grup IV - Grup | islem sonrasi SNR oranlarinin karsilastiriimasi
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4.1.5. Grup V (Gentamisin + Oksitosin)

Tiim frekanslar i¢in islem Oncesi SNR oranlar1 Grup IV ile diger gruplar arasinda

karsilastirildi ve anlamli fark olmadigi izlendi (p>0,05).

Her frekans icin Grup V’ in islem Oncesi ve sonrast SNR ortalamalari tablo 4.8 da

gosterilmistir. 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz, 6 kHz ve 8 kHz’ de SNR ortalamasinin islem sonrasi
anlaml sekilde daha diisiik oldugu izlendi (p<0,05).

Grup V Islem Oncesi SNR Islem Sonras1 SNR ]

1 kHz 352+3,1 4,45 + 3,08 0,2432
1,4 kHz 476 £4,21 3,4 +3,39 0,1214
2 kHz 9,81+£3.3 7,59 + 3,26 0,0045
2,8 kHz 11,48 + 4,56 8,97 + 3,75 0,0365
4 kHz 17,23 £ 7,47 11,31 £4,92 <0.0001
6 kHz 20,64 £ 6,68 11,7 +£3,82 <0.0001
8 kHz 21,69 £5,46 16,17 £4,88 0,0002

Tablo 4.8: Grup V islem 6ncesi ve sonrasi SNR oranlari

anlamli fark olmadigi izlendi izlendi (Tablo 4.9).

Islem sonrast SNR ortalamalar1 Grup I ile kiyaslandiginda, 2 kHz ve 2,8 kHz’ de
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Frekans SNR Farki p

1 kHz -0,43 0,8172
1,4 kHz -1,61 0,4105
2 kHz -2,51 0,0895
2,8 kHz -3,07 0,0512
4 kHz -5,06 0,0088
6 kHz -7,14 0,0006
8 kHz -6,32 0,0029

Tablo 4.9: Grup V-Grup | islem sonrasi SNR oranlarinin karsilastiriimasi
4.2. BIUP

Olgiimler tiim ratlara bilateral olarak yapilds, istatistiksel analiz i¢in denek sayis1 degil
kulak sayisi baz alindi. Tiim ratlara islem Oncesi ve islem sonrasi (3 giinlik gozlem
sonrasi), BIUP uyguland: ve isitme esiginin belirlenmesinde V. dalganin elde edildigi en

diisiik ses dB nHL siddeti referans alindi.

Islem &ncesi BIUP ortalamalar1 gruplar arasinda karsilastirildi ve anlamli fark
olmadig izlendi (p>0,05).Tiim gruplarin islem 6ncesi ve islem sonras1 BIUP ortalamalari
tablo 4.10°de gosterilmistir. Grup I hari¢ diger gruplarda esik degerlerin islem sonrasi

yiikseldigi ve bu yiikselisin istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi (p<0,0001).
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Grup Islem Oncesi (dB | islem Sonrasi (dB |P

nHL) nHL)
Grup | 17,5+10,2 16,5+ 7,45 0,7065
Grup Il 14 + 8,83 43,57 + 10,08 <0,0001
Grup 111 155+1191 32,86 + 13,26 <0,0001
Grup IV 14,5+9,99 28,57 £ 10,27 <0,0001
Grup V 14+94 34,5+ 13,17 <0,0001

Tablo 4.10: Gruplarin islem dncesi ve islem sonras1 BIUP ortalamalari

Islem sonras1 BIUP ortalamalar1 agisindan Grup I ile diger gruplar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu izlendi (p<0,05). Bununla birlikte salt
ototoksisite gorulen Grup Il ile diger gruplar karsilagtirildiginda isitme esiklerinin Grup 11’

de yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi (Tablo 4.11).
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Grup Diger Gruplar BiUP Farki (dB|P
nHL)
Grup Il 27,07 <0,0001
Grup 11 16,36 0,0002
Grup | Grup IV 12,07 0,0035
Grup V -18 <0,0001
Grup | 27,07 <0,0001
Grup 1l 10,71 0,0156
Grup 1l Grup IV 15 0,0013
Grup V 9,07 0,0383

Tablo 4.11: Grup I ve II ile diger gruplar

karsilastirilmasi

4.3 Elektron Mikroskopik Bulgular

Taramali elektron mikroskobik (TEM) arastirma i¢in hazirlanan yari ince kesitler tizerinde

aras1 islem sonrasi1 BIUP ortalamalarmin

yapilan incelemelerde; kontrol grubunda vestibiiler membran (Reissner membrani), baziler

membran ve tektoriyal membran normal yapilari ile izlendi. I¢ spiral sulkus ile kohlear

duktus, spiral limbus ile afferent ve efferent sinir lifi demetleri yine normal yapilart ile

ayirt edildi. Korti organina ait i¢ ve dis tiiy hiicreleri ve korti tiineli normal histolojik

yapilan ile izlendi. I¢ falangeal hiicreler, i¢ pillar hiicreleri, Boettcher ve Claudius ile

Hensen hiicreleri de normal sekilde ayirt edildi. Kohlear duktusun bazalini déseyen stria

vaskiilaris normal yapisinda izlendi (Resim 4.1).
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Resim 4.1: Kontrol grubuna ait yar1 ince kesitlerde =»: Reissner membrani (Vestibiiler
membran), =>: Baziler membran, «: Tektoriyal membran, %: I¢ spiral sulkus, % 3¥:
Kohlear duktus, %3 3%: Spiral limbus, »>: Afferent ve efferent sinir lifi demetleri, =: I¢
tiy hiicreleri, »: Dis tily hiicreleri, + : Korti tiineli, [>: i¢ falangeal hiicreler, ™ : I¢ pillar
hicreleri, ¢ : Boettcher-Claudius-Hensen hiicreleri ve St: Stria vaskiilaris yapilari izleniyor
(Toluidin blue x200).

Gentamisin ile ototoksisite olusturulan gruba ait yar1 ince kesitler iizerinde yapilan
incelemelerde korti organinin énemli dl¢iide dejeneratif bulgular sergiledigi gdzlemlendi.
Baziler membranin dejeneratif goriiniim sergiledigi, vestibiiler membranin ise devamlilik
gostermekle birlikte her iki yiiziinii doseyen epitel incelendiginde, bu epitelde dokiilmeler
oldugu ayirt edildi. Tektoriyal membranin homojen yapisim1 kaybederek fibriler yapi
kazandigy, i¢ spiral sulkusun genis bir aralikla kohlear duktus ile devam ettigi ve tektoriyal
membranin i¢ ve dis tily hiicreleri ile baglantisini kaybettigi izlendi. Bir¢ok i¢ ve dis tliy
hiicresinin sayisal anlamda goreceli olarak azaldigi, var olan Deiters (dis falangeal)
hiicreleri ve dis tiiy hiicreleri ile i¢ falangeal hiicreleri ve i¢ tiiy hiicrelerinin karsilikl
olarak birbirleri ile baglantilarin1 kaybettikleri, yapisal anlamda ciddi bozulma
sergiledikleri saptandi. Ozellikle dis tiiy hiicrelerinin piknotik ¢ekirdekleri ile apoptotik,
korti organina ait diger tiim hiicrelerin ise nekrotik goriiniim kazandigi izlendi. Korti

tiinelinin bu apoptotik ve nekrotik hiicreler dolayis1 ile net sekilde ayirt edilemedigi
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izlendi. Afferent ve efferent sinir lifi demetlerinin de dejeneratif yapi sergiledigi dikkati

cekti (Resim 4.2).

ORGAN OF \l

Resim 4.2: Gentamisin ile ototoksisite olusturulan gruba ait yar1 ince kesitlerde =»:
Reissner membrani (Vestibiiler membran), =>: Baziler membran, «: Tektoriyal membran,
%: I¢ spiral sulkus, % %: Kohlear duktus, »: Afferent ve efferent sinir lifi demetleri, =: I¢
ty hdcreleri, »: Dis tiiy hiicreleri, —. Epitelde dokilme, -+ : Deiters (dis falangeal
hiicreler), €: Piknotik ¢ekirdekleri ile dis tiiy hiicreleri ve = : Nekrotik hiicreler gorulyor
(Toluidin blue x200).

Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve kafeik asit fenetil esteri uygulanan gruba ait yari
ince kesitler lizerinde yapilan incelemelerde baziler ve vestibiler membranlar ile stria
vaskiilaris normal yapilari ile ayirt edildi. Kafeik asit fenetil esteri uygulamasina ait
koruyucu etkinin 6nemli Olgiide kuvvetli oldugu izlendi. Gentamisin ile ototoksisite
olusturulan gruba kiyasla histolojik olarak; i¢ tiiy hicreleri ile i¢ falangeal hucrelerin
birbirleri ile sik1 baglantilar yapmis sekilde ve hiicre sinirlart ile sitoplazmik sinirlari net
ayirt edilemez durumda olduklart belirlendi. Korti tiineli belirgin ve normal yapist ile
izlendi. D1s tiiy hiicreleri, Deiters (dis falangeal) hiicreleri ve bu hiicrelerin tektoriyal

membran ile iligkileri normaldi. Spiral limbus, afferent ve efferent sinir lifi demetleri ile
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kohlear duktus yapilar1 normalken; Boettcher, Claudius ve Hensen hiicrelerinde kayip ayirt
edildi (Resim 4.3).

‘ORGAN OF
CORTI
g Y

N

Resim 4.3: Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve kafeik asit fenetil esteri uygulanan
gruba ait yar1 ince kesitlerde =»: Reissner membrani (Vestibiiler membran), =>: Baziler
membran, «: Tektoriyal membran, %3%: Kohlear duktus, %3%3: Spiral limbus, P:
Afferent ve efferent sinir lifi demetleri, =: I¢ tily hiicreleri, »: Dis tiiy hiicreleri, «* : Korti
tineli, D> I¢ falangeal hiicreler, ¢ : Boettcher-Claudius-Hensen hiicreleri, - : Deiters (dis

falangeal hiicreler) ve St: Stria vaskiilaris yapilar1 izleniyor (Toluidin blue x200).

Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve timokinon uygulanan gruba ait yar1 ince kesitler
tizerinde yapilan incelemelerde bazilar membranin altinda belirgin hyalinizasyon olustugu
izlendi. Stria vaskiilaris normal yapida olmasina karsin; stria vaskiilarisi izleyen Boettcher,
Claudius ve Hensen hiicrelerinde belirgin hipertrofi, sitoplazmada vakuolizasyon ve lipid
benzeri inkluzyonlar tespit edildi. Korti tlneli izlenmekle birlikte, tlneli cevreleyen i¢ ve
dis falangeal hiicreler olduk¢a dejeneratif sekilde ayirt edildi; bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda homojen, koyu renkli hyalin benzeri birikimler oldugu, ¢ekirdeklerin net
olarak ayirt edilemedigi izlendi. Tektoriyal membran ise oldukga kiiciik, i¢ ve dis tiiy

hiicrelerine ulasamaz durumdaydi. Tektoriyal membranin tiiy hiicreleri ile iliski
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kuramadan, kisa yapisi neden ile i¢ spiral sulkusa dogru diistiigii izlendi. Tektoriyal
membranin kisaligi nedeni ile bazilar membran {izerindeki korti organinin kohlear kanala
dogru bombelestigi saptandi. Bu grupta afferent ve efferent sinir lifi demetlerinin de

oldukca dejeneratif oldugu ayirt edildi (Resim 4.4).

100 pm

Resim 4.4: Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve timokinon uygulanan gruba ait yari
ince kesitlerde =»: Reissner membrani (Vestibiiler membran), =: Baziler membran, «:
Tektoriyal membran, %: i¢ spiral sulkus, %%: Kohlear duktus, »: Afferent ve efferent
sinir lifi demetleri, =: Ic tiiy hiicreleri, »: Dis tiiy hiicreleri, < : Korti tiineli,  : Boettcher-
Claudius-Hensen hucreleri, H: Hyalinizasyon, V: Vakuolizasyon, —: Hipertrofi ve St: Stria

vaskiilaris yapilari izleniyor (Toluidin blue x200).

Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve oksitosin uygulanan gruba ait yar1 ince Kesitler
iizerinde yapilan incelemelerde, histolojik bulgularin genel olarak kafeik asit fenetil ester
uygulanan grup ile Ortiistigli, ancak bazi ciddi dejenerasyonlarin da devam ettigi tespit
edildi. Bu grupta ayricali olarak; dis tiiy hiicreleri ile falangeal hiicreler arasindaki iliskiye
bakildiginda, destek hiicrelerinin normal yapilarinda oldugu ancak dis tly hcrelerinin

sitoplazmik yapilarinin net olarak izlenmedigi, sitoplazmanin tek bir vakuol halinde ayirt
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edildigi, siliyer yap1 6zelligi ve tektoriyal membran iliskisi bakimindan diger gruptan farkli

olarak ¢ok saglikli bir goriiniim sergilemedigi tespit edildi (Resim 4.5).
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Resim 4.5: Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve oksitosin uygulanan gruba ait yar1
ince kesitlerde =»: Reissner membrani (Vestibiiler membran), =: Baziler membran, «:
Tektoriyal membran, %: Ic spiral sulkus, #%%: Kohlear duktus, »: Afferent ve efferent
sinir lifi demetleri, »: Dis tiiy hiicreleri, « : Korti tiineli, ¢ : Boettcher-Claudius-Hensen
hicreleri, - : Deiters (dis falangeal hiicreler), V: Vakuolizasyon ve St: Stria vaskiilaris

yapilari izleniyor (Toluidin blue x200).

Taramali elektron mikroskobik (TEM) arastirma i¢in hazirlanan ince kesitler tizerinde
yapilan incelemelerde i¢ tliy hiicrelerinin ¢ogu deney grubunda grid meshleri altinda
kalmasi ve deney gruplar1 arasinda saglikli bir karsilastirma yapilamamast dolayist ile
isitme fizyolojisinde 6nemli rol oynayan bir diger hiicre olan dis tiiy hiicreleri ve onlara ait
silyum yapilan tiim deney gruplari i¢in incelenerek karsilastirilmistir. Buna gore; kontrol
grubu dis tliy hiicrelerinin sitoplazmik ve ¢ekirdek 6zellikleri ile silyum yapilarinin normal
goriiniim sergiledigi ayirt edilirken (Resim 4.6A), gentamisin ile ototoksisite olusturulan
deney grubunda mitokondri kristalarinda kayip ve mitokondriyal liziz ile apoptotik
cisimcikler en dikkat ¢ekici bulgu olarak saptandi. Ayrica hicrelerin apikal yuzey
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farklanmasi olan silyum yapilarinda da yogun kayip yasandig tespit edildi (Resim 4.6B).
Kafeik asit fenetil esteri ve oksitosin uygulanan gruplarda en dikkat ¢ekici bulgu, dis tiiy
hiicrelerinin diizenli silyum yapilarin1 geri kazandiklariydi (Resim 4.7A ve 4.7C); buna
karsilik timokinon uygulanan grupta silyum kaybinin devam ettigi, dis tiiy hiicrelerinin
prizmatik yapilarin1 kaybederek falangeal hiicreler iizerine yerlesmis yiliksek boylu kiibik
hiicre formatina doniistiigii tespit edildi (Resim 4.7B).

Resim 4.6: Kontrol grubu (A) ve Gentamisin ile ototoksisite olusturulan gruba (B) ait ince

kesitlerde, dis tily hiicrelerinde N: Cekirdek, Cyt: Sitoplazma, 3: Silyum yapilari, #:
Mitokondri kristalarinda kayip, =»: Mitokondriyal lizis ve Ap: Apoptotik cisimcikler
goraltyor (Uranil asetat-Kursun sitrat x4800 [A ve B]).
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Resim 4.7: Gentamisin ile ototoksisite olusturulan ve kafeik asit fenetil esteri (A),

timokinon (B) ve oksitosin (C) uygulanan gruplara ait ince kesitlerde, dis tiiy hiicrelerinde
N: Cekirdek, Cyt: Sitoplazma ve 3: Silyum yapilar izleniyor (Uranil asetat-Kursun sitrat
x2900 [A ve B], x1900[C]).

Sonug olarak, intraperitoneal enjeksiyon seklinde uygulanan gentamisinin, i¢ kulak ve korti
organi lizerinde ciddi dejenerasyonlara sebep oldugu tespit edildi. Bu dejenerasyonlar
iizerinde, uygulanan timokinonun goriilen hasarin ¢ogunlukla devam etmesi dolayisi ile
yeterli koruyucu etki saglayamadigi; ancak kontrol grubuna ait normal histolojik goriiniime
en yakin yapimin kafeik asit uygulanan grupta olmasi dolayisi ile kafeik asit fenetil ester
uygulamasinin i¢ kulak ve korti organi iizerinde oldukg¢a iyi koruyucu etki sagladigi

kanisina varildi.
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5. TARTISMA

Ototoksisite, koklear ve/veya vestibiiler olarak i¢ kulak dokularinin, ilaglar ve terapotik
ajanlar nedeni ile hiicresel dejenerasyonu ve fonksiyonel olarak bozulmasidir (Arslan
1999). Ototoksisite hem gecici hem de kalict olabilir. Ototoksisiteye neden olabilecek
birgok ajan vardir. Bunlardan baslicalar1 aminoglikozidler, antineoplastik ilaglar
(sisplatin/karboplatin), loop ditiretikler, kinin ve salisilatlardir. Bunlar kokleotoksik,

vestibilotoksik veya hem kokleotoksik hem de vestibilotoksik etki gosterebilir.

Aminoglikozid antibiyotikler, klinikte gram negatif bakterilerin neden oldugu ¢esitli
enfeksiydz hastaliklarda kullanilmaktadir. Ancak, aminoglikosid antibiyotiklerin klinik
kullanimi isitme kaybi, kulak ¢inlamasi ve vestibiiler bozukluklarla sonuglanabilecek ciddi
yan etkiler ve ozellikle ototoksisite nedeniyle smirhidir (Kotecha 1994). Son yillarda,
Ozellikle endiistriyellesmis iilkelerde, aminoglikozidlerin kullanimi nispeten kisitlanmistir.
Aminoglikozidlerin kullaniminin azalmasi, diger genis spektrumlu antibiyotiklerin
olusmasi1 ve aminoglikozidlerin ciddi yan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte
kistik fibrozis hastalarinda ve iiriner sistem enfeksiyonlar, tiiberkiilloz ve visseral
leishmaniasis gibi bircok enfeksiyon tipinde c¢oklu ilaca direncli bakterilerin ortaya
cikmasi, onlar1 siirekli klinik kullanimda tutmustur. Ayrica {iretimi ¢ok ucuzdur, bu
gelismekte olan iilkelerde ekonomik olarak zayif durumdaki popiilasyonlarin siklikla
aminoglikozidleri tercih etmesinin en énemli nedenidir (Jing 2011). Aminoglikozidler
arasinda ototoksisite siddeti farklilik gosterir. En toksik olani neomisin iken kanamisin,
gentamisin ve tobramisin daha az ototoksik etki gosterir. Amikasin ve netilmisin en az

ototoksik etki gosteren aminoglikozid turleridir.

Mevcut aminoglikozidler arasinda gentamisin, uygun maliyeti ve diisiik bakteriyel
direncinden dolayi etkili bir ilagtir (Guthrie 2008). Gentamisin alan hastalarda ototoksisite
siklig1 % 2 ila % 25 arasinda degismektedir (Mulheran 2001). Gentamisin ile indiiklenen
ototoksisite doz bagimlidir ve isitme hasar gordiigii zaman iyilesme olasiligi ¢cok diisiiktiir.
Gentamisin ile indiiklenen isitme bozuklugunun en yaygin nedeni, mekanik bir uyariy1
sinir uyarilarina doniistiiren 6zel duyusal reseptorleri olan tiiylii hiicrelerin kaybi veya

disfonksiyonudur (Dror 2010).
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Gentamisin kokleanin bazal bolgesinden baglayarak dis tliylii hiicrelere hasar verir,
daha sonra bu hasar apikal bolgelere dogru ilerler. Bu nedenle oncelikle yiiksek
frekanslarda isitme kaybi baslar ve daha sonra algak frekanslara dogru ilerler. Dis tiiyli
hiicrelerdeki hasar DPOAE ile degerlendirilebilir. BIUP testi, proksimalden distale dogru
isitme yollarmin degerlendirilmesinde kullanilan objektif bir testtir (Schacht 1998). Bu
calismada isitsel degerlendirme i¢in DPOAE ve BIUP elektrofizyolojik testler
kullanilmistir. Gentamisin ototoksisitesi siklikla bilateral, simetrik ve irreversibldir. Keene
(1984), gentamisin enjeksiyonu sonrasi kobaylarda yiiksek frekanslarda bilateral
sensorindral isitme kaybi, kokleanin bazal kivrim dig tiiylii hiicrelerinde azalma, spiral
ganglion hiicrelerinde bir miktar kayip oldugunu rapor etmistir. Gentamisinin vestibiiler
sensoriyal hicrelerde de toksik etkisi mevcuttur. Smith (1980), gentamisin ve tobramisinin
hastalarin %16’sinda koklear hasar, %15’inde de vestibiiler hasar yaptigin1 géstermistir.

Ototoksisite ¢aligmalarinda insan kulak anatomisi ile benzerlik gdsterdigi i¢in siklikla
ratlar kullanilmistir. Gentamisin ile yapilan ototoksisite ¢aligsmalarinda farkli doz ve siireler
oldugu goriilmiistiir. Gentamisin ile yapilan bir ototoksisite ¢alismasinda, on ¢alismada
ratlara ototoksisite olusturacak uygun dozun 120 mg/kg/giin oldugu ve 15 giin boyunca
giinde tek sefer intraperitoneal uygulandiginda ototoksisite olustugu istatistiksel olarak
kanitlanmistir (Somdas 2015). Sagit ve arkadaglarinin yaptigir bir ¢alismada 14 giin
boyunca giinde tek doz 120 mg/kg gentamisin (intraperitoneal) ile ototoksisite olustugu
belirtilmistir (Sagit 2015). Calismamizda 10 rata 14 giin boyunca giinde tek doz 120 mg/kg
gentamisin intraperitoneal olarak uygulandi. Cesitli nedenlerden dolay1 3 hayvan ex oldu.
Gentamisin grubunda (Grup II), SNR ortalamalar1 islem Oncesi ve islem sonrasi
karsilastirildiginda islem sonrasi tiim frekanslarda diisiis oldugu ve 1 kHz hari¢ diger tiim
frekanslarda bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. Gentamisin grubu SNR
ortalamalar1 agisindan kontrol grubu (Grup I) ile karsilastirildiginda islem 6ncesi SNR
ortalamalarinda 1,4 kHz disinda tiim frekanslarda anlamli fark olmadig: izlendi. Bu
nedenden dolay: 1,4 kHz sonraki degerlendirmelerde dikkate alinmadi. Islem sonrast SNR
ortalamalar1 kontrol grubu ile gentamisin grubu arasinda karsilastirildiginda 1 kHz
disindaki tiim frekanslarda gentamisin grubunda SNR ortalamalarinin anlamli sekilde daha
diisiik oldugu izlendi. BIUP ortalamalar1 agisindan gentamisin grubunda islem oncesi ve
islem sonrast BIUP esik ortalamalar1 karsilastirildiginda islem sonrasi ortalamanin daha
yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. BIUP ortalamalar
gentamisin grubu ile kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda islem Oncesi ortalamalar

arasinda anlamli bir fark yokken, islem sonrasi ortalamalarin gentamisin grubunda daha
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yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. Bu bulgular sonucunda
14 gun boyunca giinde tek doz intraperitoneal olarak uygulanan 120 mg/kg gentamisinin
istatistiksel olarak ototoksisite olusturdugu goriilmiistiir.

Aminoglikozidlerin ototoksik etkileri kokleada genellikle bazal turn dis tiiylii hiicreleri
ilk zarar goriir (Probst 1991). ilag tedavisi devam ettikge hasar daha yukar1 bolgelere
ilerleyebilir. Bu durum baslangigta yiksek frekans isitme kaybina, daha sonra diisiik
frekanslarda isitme kaybina neden olur. I¢ tiiylii hiicreler genellikle cevresindeki tiim dis
tiiylii hiicreler hasara ugradiktan sonra olumsuz yonde etkilenmeye baglar (Probst 1991 ve
Wackym 2000). Bazi hastalarda dis sagli hiicre harabiyeti olmaksizin spiral ganglion
hiicreleri aminoglikozidin dogrudan hasarina maruz kalabilir (Hinojosa 2001).
Aminoglikozid kullanimi1 sonrasi stria vaskularis marjinal hiicre 6liimiine baglh olarak

incelebilir (Hawkins 1973).

Calismamizda, elektron mikroskobik inceleme sonucu intraperitoneal enjeksiyon
seklinde uygulanan gentamisinin, i¢ kulak ve korti organi tlizerinde ciddi dejenerasyonlara
sebep oldugu tespit edildi. Hem elektrofizyolojik sonuglar hem de histopatolojik sonuglara

gbre gentamisin ile ototoksisite olugsmustur.

Aminoglikozid ototoksisitesinin altinda yatan ana sebebin serbest oksijen radikalleri
oldugu diisiiniilmektedir. Amidoglikozidler non-lipidofilik yapida olup, tiiyli hiicre
icerisine mekanoelektriksel transduser kanallar yolu ile girerler (Namura 1990, Marcotti
2005). Daha sonra olusan aminoglikozid-demir kompleksi, arasidonik  asit
metabolizmasindan olusan serbest oksijen radikalleri gibi elektron vericileri ile reaksiyona
girer. Serbest oksijen radikalleri vasitasiyla aktive edilen yolaklar sonucunda hiicre
apoptozise ugramaktadir. Burada kilit rolii serbest oksijen radikalleri oynamaktadir.
Yapilan bir¢ok calismada reaktif oksijen metabolitlerinin olusumu ve bunlarin i¢ kulakta
artmasi nedeni ile ototoksisite olustugu {iizerinde durulmaktadir. Bu sebeple c¢esitli
antioksidanlar, aminoglikozid ototoksisitesine karsi koruyucu etkileri acgisindan
degerlendirilmistir.

Yapilan bir calismada gentamisinin demir baglayict olarak gorev yapip, molekiiler
oksijenin siiperoksit radikallerine doniisiimiine neden olabilecegi belirtilmistir (Priuska
1995). Demir selatorii olarak etki gosteren deferroksamin ile yapilan bir calismada,
deferroksaminin aminoglikozid-demir kompleksini etkileyerek gentamisin toksisitesini
engelleyici etkisinin bulundugu gosterilmistir (Mostafa 2007, Conlon 1998). Bir¢ok madde

serbest radikal olusumunu engelleme o6zelligine sahiptir. Nitro-L-arjinin metil ester (L-
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NAME) bunlardan biridir ve nitrik oksit sentaz inhibitoriidir. Pseudomonas aeruginosa
ekzotoksini ile olusan sensorindral isitme azligini engelledigi gosterilmistir (Popa 2000). D
- metionin ile yapilan bir gentamisin ototoksisite ¢alismasinda D - metioninin antiototoksik
etki gosterdigi belirtilmistir (Campbell 2007). Deksametozonun da nitrik oksit sentezini
engelleyerek antiototoksik etki gosterdigi one siiriilmiistiir (Park 2004). Organizmay1
serbest radikallerden korudugu bilinen ve oksidatif stres ile miktar1 artan glutatyonun
gentamisine bagli ototoksisiteyi engelledigi iddia edilmistir (Lautermann 1995). Jiang ve
arkadaglan salisilat ve dihidroksibenzoatin antioksidan etkilerini NFkB’nin translokasyonu
tizerinden olusturduklarimi One sturmektedir (Jiang 2005). Gentamisin ototoksisitesi ile
iliskili bazi1 ¢aligmalarda N-asetilsisteinin gentamisin ototoksisitesini iyilestirdigi
gosterilmistir (Feldman 2007, Tepel 2007). Sha ve arkadaslarinin yaptig1 randomize, ¢ift
kor kontrollii bir ¢calismada gentamisin kullanan hastalarda asetil salisilik asitin igitme

kayb riskini azalttig1 goriilmistiir (Sha 2006).

Oksidatif stres, fizyolojik kosullarda antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilir.
Antioksidanlar hiicreyi ilag, karsinojen ve toksik maddelerin istenmeyen etkilerine karsi
korur. Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu bloke ederek ve reaktif oksijen
tarlerini temizleyerek lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu hasar1 en aza indirgemek veya ortadan kaldirmak igin serbest oksijen
radikallerinin artmasin1 Onlemek, tetiklenen biyokimyasal olaylar1 engellemek veya
antioksidan kullanmak gerekir. Antioksidan kullanimi bunlar arasinda en Onemli ve
popiiler yontemdir (Dogan 2017). Gentamisin ototoksisitesini onlemek amaciyla yapilan
birgok ¢alisma olsa da gliniimiizde ototoksisitede rutin kullanim i¢in kabul edilen bir ajan

bulunmamaktadir.

Dogal bal aris1 {iriinii propolisin iyi bilinen bir bileseni olan kafeik asit fenetil ester
(CAPE); anti-enflamatuar, antioksidan ve antineoplastik Ozellikleri nedeniyle tipta
yiizyillardir kullanilmaktadir(Koltuksuz 1999, Ilhan 1999, Ozyurt 2004, Iraz 2006). Kafeik
asit fenetil ester, dogal olarak olusan bir fenolik bilesiktir ve kafeik asit ve fenetil alkolden
taretilen bir esterdir. Nikleer faktor kappa-B (NF- «B) transkripsiyonunu inhibe ederek
pro-inflamatuar sitokinleri ve inflamatuar mediyatorleri azaltir (Orban 2000). Kafeik asit
fenetil ester in vitro antimitojenik, antikanserojenik, anti-inflamatuar ve immino-
modiilator ozellikler gosterir (Natarajan 1996). Kafeik asit fenetil esterin membranlar

rahatlikla gegmesinin nedeni fenil ve polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigr iki adet
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hidroksil (-OH) grubudur. Bu iki hidroksil grubu molekile kuvvetli antioksidan 6zellik
kazandirmaktadir.

Reaktif oksijen radikalleri ototoksisite ile yakin iligkilidir. Fosfolipidlerdeki
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan oksidatif iirlinler apoptotik
mediyatorler olarak gorev yapar. Reaktif oksijen tirleri (ROS), c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) yolunu da igeren apoptotik veya nekrotik yolaklar1 aktive eder (Poirrier 2010).
Sonrasinda ¢ekirdekte NF- kB transkripsiyonu meydana gelir ve apoptotik siire¢ baslar.
Kafeik asit fenetil ester giiclii natiiral antioksidandir ve ciddi yan etkileri yoktur. Karaciger,
kalp, akciger ve koklea gibi ¢esitli yapilarda ROS olusumunu, lipid peroksidayonunu ve
ksantin oksidaz sistemi inhibe eder (Jaganathan 2009, Iraz 2006, Kizilay 2004, Song 2012,
Motawi 2011). Ayrica inflamatuar ve immiin sitokinler dahil olmak iizere bir¢ok genin
ekspresyonunu indiklemede 6nemli rol oynayan NF- xB’nin gucld bir inhibitoriddar.
Yapilan bir ¢alismada kafeik asit fenetil ester, hem oksijenaz -1’in superindiksiyonu ile
endotoksine bagli kardiyak stres iizerinde koruyucu etki gdstermistir (Jaganathan 2009,
Motawi 2011). Kafeik asit fenetil ester ayrica in vivo ve in vitro olarak linoleik asit ve
arasidonik asidin 5-lipoksijenaz katalizli oksijenasyonunu inhibe ederek kemoterapi ve
radyoterapi toksisiteleri {izerinde koruyucu bir etki gostermistir (Akyol 2012). Kafeik asit
fenetil esterin aminoglikozid ototoksisitesine etkisi acisindan literatiirde sinirli sayida
caligma bulunmaktadir. Calismamizda giiclii bir antioksidan olan kafeik asit fenetil esterin
aminoglikozid ototoksisitesine kars1 koruyucu etkisine bakilmistir. Yapilan bir ¢alismada
10 pmol/kg konsantrasyonunda kafeik asit fenetil esterin, reaktif oksijen tiirleri olusumunu
tamamen inhibe ettigi belirtilmistir (Sud’ina 1993). Baska bir ¢alisma kafeik asit fenetil
esterin antioksidan etkisinin doz bagimli oldugunu belirtmistir (Russo 2002). Bu bilgiler
15181nda ¢alismamizda doz olarak 10 pmol/kg kafeik asit fenetil ester kullandik.

Gentamisin + CAPE (Grup III) verilen grupla diger gruplar tiim frekanslar i¢in islem
oncesi SNR ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigr izlendi.
Tiim frekanslar icin gentamisin + CAPE verilen grupta islem oncesi ve sonrasi SNR
ortalamalar1 karsilastirildiginda 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz ve 6 kHz’de istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark olmadig1 goriildii. Istatistiksel olarak gentamisin ile ototoksisite olusmayan
1 kHz ve 1,4 kHz frekanslar degerlendirilmeye alinmadi. Ayrica islem sonrast SNR
ortalamalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim frekanslarda anlamli bir fark
olmadig izlendi.

Gentamisin + CAPE grubunun BIUP esik ortalamalar1 islem dncesi ve islem sonrasi

karsilastirildiginda islem sonrasi ortalamanin daha yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel
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olarak anlamli oldugu izlendi. Islem sonrasi BIUP ortalamasi gentamisin grubu ile
karsilagtirildiginda gentamisin + CAPE grubunda ortalamanin daha diisiik oldugu ve bunun
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir.

Calismamizda hem DPOAE hem de BIUP bulgularimiza gore kafeik asit fenetil esterin
gentamisin ototoksisitesinde etkili bir antioksidan madde olabilecegi goriilmiistiir. Yapilan
bir ¢alismada ratlarda sisplatin ototoksisitesinde kafeik asit fenetil esterin etkisi arastirilmig
ve DPOAE bulgularina gore kafeik asit fenetil esterin bozulan isitmeyi diizelttigi
belirtilmistir. Ayrica ayn1 ¢alismada sisplatin grubunda plazma ksantin oksidaz
aktivitesinin daha fazla arttigin1 aksine kafeik asit fenetil esterin ksantin oksidaz
aktivitesini azalttigi gosterilmistir (Kizilay 2004). Bakir ve arkadaslar1 yaptiklari bir
calismada ratlarda aminoglikozid kullanimmin neden oldugu ototoksisitenin énlenmesi
veya azaltilmasinda kafeik asit fenetil esterin antioksidan 6zelliklerini degerlendirmistir.
Isitme testlerine ek olarak yapilan immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemede,
kafeik asit fenetil esterle tedavi edilen grupta koklear tlyli hicrelerde bozulma
gorilmemistir. Bu sonuglar kafeik asit fenetil esterin i¢ kulakta oksidatif yolaklarin yol
actig1 reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyucu etkileri oldugunu gdstermektedir (Bakir
2013). Bagka bir calismada zebra baliklarinda neomisinin neden oldugu tiiylii hiicre
hasarma kars1 kafeik asit fenetil esterin koruyucu etkisi incelenmis ve neomisinin
indiikledigi apoptozis ve apoptotik hiicre Oliimlerinin kafeik asit fenetil esterle
Onlenebilecegi belirtilmistir (Park 2014).

Grup III i¢in yapilan elektron mikroskobik inceleme sonucu, kontrol grubuna ait normal
histolojik goriinlime en yakin yapinin kafeik asit uygulanan grupta olmasi dolayis: ile
kafeik asit fenetil esteri uygulamasinin i¢ kulak ve korti organi iizerinde oldukca iyi
koruyucu etki sagladigi tespit edildi. Hem elektrofizyolojik sonug¢lar hem de histopatolojik
sonuclara gore gentamisin ototoksisitesinde kafeik asit fenetil esterin koruyucu etkilerinin

oldugu goriilmektedir.

Timokinon (TQ) ¢orek otu ucucu yaginda % 18.4-24 oraninda bulunan en 6nemli
biyoaktif bilesendir (Pari 2009). Ugucu yagin yapisinda ise nigellon, karvakrol, p-cymene,
d-limonen, o ve B-pinen’in yani sira farmakolojik olarak aktif temel bilesenlerden baslica
timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timol yer almaktadir (Randhawa 2002, Baytop
1984).Analjezik, antiinflamatuvar, antibakteriyel, antidiyabetik, antitlserojenik,
antineoplastik ve imminomodulatér dahil olmak Uzere bircok terapotik etkiye sahiptir

(Gokce 2011). Timokinonun antioksidan etkisi en 6nemli 6zelliklerinden biri olarak kabul
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edilir (Basarslan 2012). Antioksidan enzim diizeyini artirdigt ve serbest oksijen

radikallerini n6tralize ettigi bildirilmistir (Nader 2010).

Timokinon gii¢clii antioksidan 6zelligi nedeniyle son yillarda farmakolojik ¢aligsmalarin
odak noktasi olmustur. Ancak antioksidan antivite iligkili timokinonun koruyucu
fonksiyonunun molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmamustir. in vitro ve hayvan
caligmalari, timokinonun, siiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikalleri dahil olmak
tizere farkli oksijen radikallerinin bir siipiiriicisii olarak gorev yapabilecegini
gostermektedir (Mansour 2002, Badary 2003). Aynm1 zamanda glutatyon peroksidaz,
glutatyon redilktaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin seviyesini de arttirir (18).
Yapilan deneysel hayvan c¢aligmalari, timokinonun cesitli ajanlar tarafindan indiiklenen
kardiyotoksisiteye, hepatotoksisiteye ve nefrotoksisiteye karsi birka¢ organ i¢in koruyucu
bir etkiye sahip olabilecegini gostermistir (Basarslan 2012, Badary 1997, Nagi 1999 ve
2000). Doksorubisin ile indiklenen nefropatide timokinonun lipid peroksidasyonunu
engelleyerek antioksidan ozellik gosterdigi ve nefropatiyi baskiladigi bildirilmektedir
(Badary 2000). Ratlarda N-nitro-L-arjinin metil esterleri (L-NAME) ile nitrik oksidin
kronik inhibisyonundan sonra verilen timokinonun glutatyon (GSH) diizeyini artirirken
enzimatik ve nonenzimatik sistemlerdeki slperoksit radikallerin in vitro sentezini inhibe
ettigi ve bu antioksidan aktivitesi hipertansiyon ve renal hasara kars1 korumada umut verici

bir bilesik oldugu belirtilmektedir (Khattab 2007).

Bir¢ok caligma timokinonun farkli dozlarinin etkilerini incelemistir. Yiiksek dozda
timokinon (2 g/kg veya daha fazla) karaciger, bobrek ve kalpte glutatyon diizeylerini
disiiriir ve karaciger ve bobrek toksisitesine neden olur (Badary 1998). Aydin ve
arkadaslar1 rat modelde yaptiklar1 bir ¢alismada iskemi/reperfiizyon hasarinda 20 mg/kg
intraperitoneal uygulanan timokinonun etkili oldugunu belirtmistir (Aydin 2015). Bizim
calismamizda calismaya uygun 10 rata 30 mg/kg timokinon oral gavaj yontemi ile

uygulandi ve 3 rat ex olarak ¢alisma 7 rat ile tamamlandi (Usta 2017 ve Rajkamal 2010).

Gentamisin + timokinon (Grup IV) verilen grupla diger gruplar tiim frekanslar i¢in
islem Oncesi SNR ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi
izlendi. Tiim frekanslar i¢in gentamisin + timokinon verilen grupta islem 6ncesi ve sonrasi
SNR ortalamalar karsilastirildiginda 2 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigir goriildii. Ayrica islem sonrast SNR ortalamalar1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 4kHz harig diger tiim frekanslarda anlamli fark olmadig1 izlendi.
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Gentamisin + timokinon grubunun BIUP esik ortalamalar1 islem &ncesi ve islem sonrasi
karsilastirildiginda islem sonrasi ortalamanin daha yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel
olarak anlamli oldugu izlendi. Islem sonrast1 BIUP ortalamas1 gentamisin grubu ile
karsilastirildiginda gentamisin + timokinon grubunda ortalamanin daha diisiik oldugu ve

bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda hem DPOAE hem de BIUP bulgularimiza gére timokinonun gentamisin
ototoksisitesinde etkili bir antioksidan madde olabilecegi goriilmiistiir. Sagit ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada sisplatin ototoksisitesine karsi timokinonun koruyucu
etkisi degerlendirilmis ve timokinon doz olarak 40 mg/kg intraperitoneal uygulanmistir.
Timokinon verilen ratlarda 6liim goriilmemis ve DPOAE bulgularina goére timokinonun 2-
3-4-6-8 kHz frekanslarda sisplatin ototoksisitesine karsi etkili oldugu belirtilmis ve bizim
sonuglarimizla uyumlu oldugu goriilmistiir (Sagit 2013). Bizim ¢alismamizda meydana
gelen rat Oliimlerinin toksik etkilerin yaninda kullanilan rat tiirtinden (Wistar Albino)
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica ayn1 yazarin yapmis oldugu baska bir ¢alismada
ratlara gentamisin ototoksistesine karsi timokinonun koruyucu etkisi incelenmis ve hem
histopatolojik olarak hem de isitsel testler sonucu timokinonun gentamisin ototoksisitesini
Onleyebilecegi belirtilmistir (Sagit 2014). Aksoy ve arkadaslari ratlarda amikasin
ototoksisitesine karsi timokinonun koruyucu etkisini aragtirmis ve doz olarak 40 mg/kg
timokinon gavaj yontemi ile uygulanmistir. DPOAE ve BIUP sonuglarina gére amikasin
ile ortaya ¢ikan ototoksik etkinin, es zamanli olarak timokinon kullanimiyla asilabilecegi

gosterilmistir (Aksoy 2015).

Grup IV i¢in yapilan elektron mikroskobik inceleme sonucu uygulanan timokinonun
gorlilen hasarin ¢ogunlukla devam etmesi dolayisi ile yeterli koruyucu etki saglayamadigi
tespit edildi. Ancak yapilan elektrofizyolojik calismalarda hem DPOAE hem de BIUP
bulgularimiza gore timokinonun gentamisin ototoksisitesinde etkili bir antioksidan madde

olabilecegi goriilmektedir.

Norohipofiziyal bir peptid olan oksitosin (OT), hipotalamustaki paraventrikiler ve
supraoptik cekirdeklerde iiretilir ve posterior hipofiz bezinden kana salgilanir. Dogum
sirasinda uterusda kasilma ve siit refleksindeki rollerinin yani sira OT, viicutta yaygin bir
sekilde eksprese edilen G-protein reseptorleri araciligiyla genis bir merkezi ve ¢evresel etki
spektrumuna sahiptir (Gimpl 2011, Gutkowska 2009). Ayrica, OT c¢esitli cinsel ve

maternal davraniglar, sosyal taninma, agresiflik, noéromodiilasyon, tolerans ve bilis
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gelisimi gibi endokrin ve parakrin aktivitelerinde rol oynar (Tan 2007). Onceki ¢alismalar,
oksitosinin, antienflamatuar ve proinflamatuar sitokinler arasindaki dengeyi koruyarak
doku iyilesmesinde immiinomodiilator ve antienflamatuar bir ajan olabilecegini
gostermistir. Ayrica OT  antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar ozellikleri ile
sitoprotektif etkiler gostermektedir (Petersson 2001, Erbas 2012 ve 2013, Erkanli 2013,
Akdemir 2014).

Oksitosin sekretuar bir peptid hormon ve biyokimyasal antioksidandir. Oksitosinin
beyin zarlarindaki serbest oksijen radikallerini azalttigi, diisiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu 6nledigi ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Moosmann
2002). Fizyolojik seviyelerde kullanildigi zaman, OT ayrica akut enflamatuar yaniti,
sitokin salinimi1 ve oksidatif stresi azaltabilir. OT, serbest oksijen radikallerini temizleyerek
hiicre zan {izerinde lipid peroksidasyonunu onler. Ayrica OT, septik hayvan modelinde
lipid peroksidasyonunu, nétrofil infiltrasyonunu ve serum TNF-a seviyesini azaltir (Erbas
2012). Baska bir ¢alisma, OT'nin TNF-a, IL-4 ve 6, makrofaj enflamatuar proteinleri 1la ve
Ib gibi proinflamatuar mediyatorlerin seviyelerini, lipopolisakkarit kaynakli enflamatuar
yaniti ve endotoksemideki vaskiiler endotel biiyiime faktorii seviyelerini diisiirdiigiint
gostermistir (Clodi 2008). Bir calismada, rat i¢ kulagindaki arginin vazopressin ve OT
reseptoriinii kodlayan genlerin transkriptleri arastirilmis ve her reseptdr icin spesifik
primerler, si¢an i¢ kulaginda revers transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

metodu ile gosterilmistir (Kitano 1997).

Literatiire bakildiginda, gentamisin ototoksisitesinde oksitosinin koruyucu etkisi daha
once hi¢ calisilmamis konu olmasi nedeniyle, bu calisma bu konuyla ilgili yapilan ilk
hayvan c¢aligmasidir.  Oksitosinin antioksidan ve antienflamatuar etkilerini arastiran
calismalarda farkli dozlar kullanildig1 goriilmiistiir. Laila ve arkadaslar ratlarda cisplatin
sonucu gelisen nefrotoksisite ile iligkili calismasinda, sistemik 1 mg/kg oksitosin
uygulamasmin giiclii antioksidan ve koruyucu etkisini gostermistir (Rashed 2011).
Ratlarda sisplatin ototoksistesinde oksitosinin koruyucu etkisini inceleyen bir ¢alismada bir
gruba 4 gin 1 mg/kg oksitosin intraperitoneal uygulanmis ve oksitosinin sisplatin
ototoksistesinde koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir (Bilmez 2014). Baska bir ¢alismada
ratlarda sisplatin norotoksisitesine oksitosinin Onleyici etkisi incelenmis ve 10 giin
intraperiotenal 80 ve 160 pg/kg oksitosin iki farkli grubu uygulanmis, 160 pg/kg
uygulanan grupta sisplatin norotoksistesine karst oksitosinin daha fazla koruyucu etkileri

oldugu belirtilmistir (Akman 2015). Oksitosinin diyabetik néropati tizerine etkisi ile ilgili
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ratlarda yapilan bir calismada 160 pg / kg oksitosin uygulamasinin Schwann hiicre hasarin
Onledigi, noropatik demyelinizasyonu azaltip remyelinizasyonu artirdigi bildirilmistir
(Erbas 2017). Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda 10 rata 160 pg/kg oksitosin intraperitoneal
olarak uygulandi. Deney hayvan kaybi olmadi.

Gentamisin + oksitosin (Grup V) verilen grupla diger gruplar tiim frekanslar i¢in islem
oncesi SNR ortalamalar1 agisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadig: izlendi.
Tum frekanslar i¢in gentamisin + oksitosin verilen grupta islem Oncesi ve sonrast SNR
ortalamalar1 karsilastirildiginda 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de SNR
ortalamasinin igslem sonrasi anlamli sekilde daha disiik oldugu izlendi. Ancak islem
sonrast SNR ortalamalar1 Grup I ile kiyaslandiginda, 2 kHz ve 2,8 kHz’ de anlaml fark

olmadigi izlendi.

Gentamisin + oksitosin grubunun BIUP esik ortalamalari islem dncesi ve islem sonrasi
karsilastirildiginda islem sonrasi ortalamanin daha yiiksek oldugu ve bunun istatistiksel
olarak anlamli oldugu izlendi. Islem sonrast1 BIUP ortalamas1 gentamisin grubu ile
karsilastirildiginda gentamisin + oksitosin grubunda ortalamanin daha diisiik oldugu ve
bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Calismamizda BIUP bulgularina
gore gentamisin ototoksisitesinde oksitosin koruyuculuk anlaminda kismen etkili iken,
DPOAE bulgularimiza gore oksitosinin gentamisin ototoksisitesi lizerinde koruyucu etkisi

yoktur.

Grup V i¢in yapilan elektron mikroskobik inceleme sonucu oksitosinin i¢ kulak ve korti
organi lizerinde kismen koruyucu etki sagladigi tespit edildi. Yapilan elektrofizyolojik
calismalarda BIUP bulgularina gore gentamisin ototoksisitesinde oksitosin koruyuculuk
anlaminda kismen etkili iken, DPOAE bulgularimiza gore oksitosinin gentamisin

ototoksisitesi Uzerinde koruyucu etkisi olmadigi goriilmektedir.

Ototoksisitenin 6nlenmesi amaciyla birgok ¢alisma yapilmis olsa da halen gegerli bir
tedavi protokolii bulunmamaktadir. Gentamisin ototoksisitesine karsi oksitosinin koruyucu
etkisi konusunda daha once literatiirde hi¢ ¢alisma olmamasi nedeniyle ¢alismamiz bu
konu hakkinda yapilan ilk c¢alisma niteligi tagimaktadir. Bu nedenle daha genis ¢aplh
caligmalar ve klinik deneyimler gereklidir. Ayrica ¢alismamizin en onemli kisithilig
koruyucu olarak uygulanan kafeik asit fenetil ester, timokinon ve oksitosinin; gentamisinin
antiinfeksiydz etkisini nasil etkilediginin bilinmemesidir. Bu konu hakkinda yeni

calismalar gerekmektedir.
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6.SONUC

“Kafeik Asit Fenetil Ester, Timokinon ve Oksitosinin Gentamisin Ototoksisitesine Karsi
Potansiyel Koruyucu Etkilerinin Analizi: Deneysel Calisma’ isimli g¢alismamizda,
otoakustik emisyon, beyinsapt isitsel uyarilmis potansiyelleri ve elektron mikroskopik

inceleme sonuglarina gore;

1. Gentamisin (Grup Il) uygulanan grupta SNR ortalamalar1 islem Oncesi ve islem
sonrasi karsilastirildiginda islem sonrasi tiim frekanslarda diisiis oldugu ve 1 kHz
hari¢ diger tiim frekanslarda bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi.
BIUP ortalamalar1 agisindan gentamisin grubunda islem oncesi ve islem sonrasi
BIUP esik ortalamalar karsilastirildiginda islem sonrasi ortalamanin daha yiiksek
oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. Elektron mikroskobik
inceleme sonucu gentamisinin, i¢ kulak ve korti organi {izerinde ciddi
dejenerasyonlara sebep oldugu tespit edildi. Hem elektrofizyolojik sonuglar hem
de histopatolojik sonuglara gére gentamisin ile ototoksisite olusmustur

2. Gentamisin ve kafeik asit fenetil ester (Grup Il1) uygulanan grupta islem oncesi ve
sonrast SNR ortalamalar1 karsilastirildiginda 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz ve 6 kHz’de
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gériildii. Islem sonrasi BIUP
ortalamas1 gentamisin grubu ile karsilastirildiginda gentamisin + CAPE grubunda
ortalamanin daha diisilk oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir. Elektron mikroskobik inceleme sonucu, kontrol grubuna ait normal
histolojik goriinlime en yakin yapinin kafeik asit uygulanan grupta olmas: dolayisi
ile kafeik asit fenetil esteri uygulamasimin i¢ kulak ve korti organi iizerinde
oldukca iyi koruyucu etki sagladigi tespit edildi. Hem elektrofizyolojik sonuclar
hem de histopatolojik sonuclara gére gentamisin ototoksisitesinde kafeik asit
fenetil esterin koruyucu etkilerinin oldugu goriilmektedir.

3. Gentamisin ve timokinon (Grup 1V) uygulanan grupta islem 6ncesi ve sonrast SNR
ortalamalar1 karsilastirildiginda 2 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 gériildii. Islem sonrasi BIUP ortalamasi gentamisin grubu ile
karsilagtirildiginda gentamisin + timokinon grubunda ortalamanin daha diisiik
oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmistiir. Elektron
mikroskobik inceleme sonucu uygulanan timokinonun goriilen hasarin ¢ogunlukla

devam etmesi dolayisi ile yeterli koruyucu etki saglayamadigi tespit edildi.
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4. Gentamisin ve oksitosin (Grup V) uygulanan grupta islem oncesi ve sonrasi SNR
ortalamalar1 karsilastirildiginda 2 kHz, 2,8 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de SNR
ortalamasinin islem sonrasi anlamli sekilde daha diisiik oldugu izlendi. Islem
sonrast BIUP ortalamas1 gentamisin grubu ile karsilastirildiginda gentamisin +
oksitosin grubunda ortalamanin daha diisiik oldugu ve bunun istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir. Elektron mikroskobik inceleme sonucu oksitosinin ig

kulak ve korti organi {izerinde kismen koruyucu etki sagladigi tespit edildi.

Sonug olarak gentamisin ototoksisitesinde kafeik asit fenetil esterin hem elektrofizyolojik
testler (DPOAE, BIUP) hem de elektron mikroskopik ¢alismalarla (TEM) koruyucu
etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu koruyucu etkisinin giiclii antioksidan 6zelliginden

kaynaklandigin1 ve gentamisinin ototoksik etkisini azaltabilecegini diisiinliyoruz.
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