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OZET

Yasa Bagh isitme Kaybinin Onlenmesi ve Tedavisinde Koenzim Q10'un

Etkisi

Yasa bagl isitme kaybi, veya presbiakuzi, isitme duyusunun azalmasi, giiriiltilii
ortamlarda konusmayi ayirt etmenin zorlagsmast ve ses lokalizasyonunun
bozulmasi ile karakterizedir ve giliniimiizde etkin bir tedavisi yoktur. Bu
caligmanin amaci, presbiakuzinin énlenmesi ve tedavisinde CoQ10'un etkisinin
belirlenmesidir. Bu amagla, 32 adet C57BL/6 fare, 4 deneysel gruba ayrildi;
kontrol, sham kontrol, erken tedavi ve gec tedavi grubu. Erken tedavi grubuna
fareler 3 aylikken CoQ10 baglanirken, ge¢ tedavi grubuna 6. ayda tedavi baslandi.
Farelere, isitme kaybinin tespiti i¢in her ii¢ ayda bir olmak tlizere ABR testi
yapild1 ve her iki kulak i¢cin dB cinsinden ayr1 ayr1 esik diizeyleri belirlendi.
Calismanin 12. ay1 sonunda, farelerin i¢ kulagindan alinan koklea dokusunda,
inflamasyonda ve apoptozda etkili olan iNOS, COX-2, NF-xB, Bcl-2, Bax ve
Bak gen ifadelenme diizeyleri Real-time PCR ydntemi ile analiz edildi. Deneyin
12. aymnda yapilan ABR'lerde erken tedavi grubundaki farelerde esik diizeyleri
gec tedavi, kontrol ve sham kontrol gruplarina goére anlamli olarak iyiydi
(p<0.001). Geg tedavi grubunun ABR esik diizeyleri kontrol gruplarindan daha
1yl olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Calismanin baslangicindan 15. aya kadar erken tedavi grubunda olusan ABR esik
diizey degisikligi tiim frekanslarda kontrol gruplarindan diisiiktii (p<0.001).
Erken ve ge¢ tedavi gruplarinin son esik degisim farklar1 11.875 dB ile 23.125
dB arasinda degisiyordu ve bu fark 4 kHZ'de anlamli degilken (p>0.05), 8, 12 ve
16 kHz'de erken tedavi grubunda anlamli olarak diisiiktii (p<0.001). Erken tedavi
grubunda kontrol gruplarina kiyasla Bax, Bak gibi pro-apoptotik genlerin mRNA
ifadelenme diizeylerinin azaldigr (p<0.05), Bcl-2, Bcl-xL gibi anti-apoptotik
genlerin mRNA ifadelenme diizeylerinin arttig1 (p<0.05) ve inflamasyonda rol
oynayan inflamatuar mediatorlerden NF- kB, COX-2 ve iNOS genlerinin mRNA
ifadelenme diizeylerinin istatistiksel olarak azaldigi (p<0.05) gozlendi. Bu
sonuglar, CoQ10'un, yasa bagl isitme kaybmin oOnlenmesinde, isitme kaybi

baslamadan tedaviye baslandiginda etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ABR, antioksidanlar, Koenzim Q10, oksidatif stres, yasa
bagl isitme kaybi

v



ABSTRACT

The Effects of Coenzyme Q10 in the Prevention and Treatment of Age-
Related Hearing Loss

Age-related hearing loss is characterized by gradual, progressive sensorineural
hearing loss and deterioration of sound localization and currently no effective
treatment is available targeting this issue. The aim of this study is to evaluate the
effects of CoQ10 in the prevention and treatment of age-related hearing loss. For
this purpose, 32 C57BL/6 mice were assigned into four groups as follows;
control, sham control, early and late treatment. Treatment was started at three
months of age in the early treatment group while at sixth month in the late
treatment group. For detection of the hearing loss, ABR test was performed once
every three months. At the end of the study period, the cochleae of the animals
were harvested and iNOS, COX-2, NF-kB, Bcl-2, Bel-xL, Bax and Bak levels
were analyzed with Real-Time PCR. In the ABR's performed at the end of the
study, hearing thresholds of the mice in early treatment group were better than
other groups (p<0.001). Hearing levels were also better in late treatment group,
compared to control groups, but the difference was not statistically significant
(p>0.05). When the threshold shifts were analysed, the shift in early treatment
group was significantly lower at all frequencies, when compared to control
groups (p<0.001). Threshold shifts of early and late treatment groups were
ranged between 11.875 dB and 23.125 dB. While this difference was not
significant in 4 kHz (p<0.05), it was significantly lower in 8, 12, and 16 kHz
(p<0.001). mRNA expression levels of pro-apoptotic genes Bax and Bak were
lower (p<0.05), anti-apoptotic genes Bcl-2, Bcl-xL were higher (p<0.05) and
NF-kB, COX-2 and iNOS genes that play a role in inflammation were lower
(p<0.05), in the early treatment group. These results suggest that, CoQ10 is
effective in prevention of age-related hearing loss, especially when started before

the onset of hearing loss.

Keywords: ABR, age related hearing loss, antioxidants, Coenzyme Q10,

oxidative stress



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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1. GIRIS

Yasa bagl sensorinoral isitme kayb1 veya presbiakuzi, yaslanmaya eslik
eden, yavas ilerleyen isitme kaybidir. Presbiakuzi, isitme duyusunun azalmasi,
gliriiltiilii ortamlarda konusmay1 ayirt etmenin zorlagsmasi, akustik uyaranlarin
beyinde yavaslamas1 ve ses lokalizasyonun bozulmasi ile karakterizedir. Isitme

kaybn tipik olarak yiiksek frekanslarda goriiliir (1,2).

Presbiakuzi yaslh niifusu etkileyen en yaygin durumlardan biridir. 65 yas
ve daha istii yetiskinlerin %35’inde degisik derecelerde Presbiakuzi oldugu
gosterilmistir. Yasa bagl isitme kaybi, bireyi iletisim yeteneginden alikoymakta,
bu yilizden de giinliik hayatin1 olumsuz yonde etkileyerek hayati tek basina idame
ettirebilme yetisini kaybettirmektedir. Hastalar siklikla depresyon ve bununla
iligkili sosyal geri ¢ekilme ile karsilasmaktadir. Bu ylizden presbiakuzi, 6nemli

bir halk saglig1 problemi olarak kabul edilmektedir (3).

Serbest radikal hasarinin nedeni olan oksidatif hasar, hiicrelerin biyolojik
yaslanmasindaki yasa bagli patolojilerin belki de en temel nedenidir. Oksidatif
hasar, benzer sekilde presbiakuzi patogenezinde de 6nemli bir intrinsik faktordiir.
Hiicrelerin normal faaliyetleri sirasinda bir yan iiriin olarak ortaya ¢ikan serbest
radikaller, mitokondriyal genom silinmelerine neden olmaktadir. Insan temporal
kemik ¢alismalari, presbiakuziden etkilenen yasli bireylerde, hastaliktan
etkilenmemis yaslt bireylere kiyasla mitokondriyal genom silinmelerinin

sikliginda bir artig oldugunu ortaya koymustur (4).

Yasa bagl gelisen bir durum olan presbiakuzi patogenezinde oksidatif
hasarin katkis1 goz ontlinde tutuldugunda, antioksidanlarin, hastaligin baglamasini
veya ilerlemesini Onleyebilecegi diisiiniilebilir. Bu nedenle, folat, melatonin,
askorbik asid, alfa lipoik asid, melatonin, karnitin de dahil olmak iizere ¢ok
sayida antioksidanin, presbiakuzinin Onlenmesi veya tedavisindeki rolii
arastirilmis ve farkli antioksidanlarin yasa bagli isitme kaybi gelisiminin

onlenmesinde ve tedavisinde rolii olabilecegi ileri siirtilmiistiir (5,6).



Inflamasyon sirasinda, farkli sitokinler, biiyiime faktdrleri veya
mitojenler tarafindan uyarilarak inflamatuar siiregte gorev alan monositler,
makrofajlar, sinoviyal hiicreler, fibroblastlar, kondrositler ve endotel
hiicrelerinde siklooksijenaz-2 (COX-2) ve uyarilabilir nitrik oksit sentaz (INOS)
genlerinin ifadelenmesinde artis izlenir. Isitme kayiplarinda, COX-2 ve iNOS
basta olmak iizere ¢esitli inflamatuar mediatorlerde artis oldugu, koenzim Q10
(CoQ10)’un bu mediatorlerin miktarinda ciddi miktarda azalmaya yol actig

yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (7, 8).

Cok  hiicreli  organizmalarda, organizmalarin  homeostazisinin
saglanmasinda, istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in evrimlesmis en
onemli mekanizma apoptotik hiicre 6liimiidiir ve apoptoz, hiicrelerin yagami ve
Oliimii arasindaki dengenin korunmasi i¢in elzemdir (9). Pek ¢ok farkli molekiil
tarafindan kontrol edilen apoptoz, hiicre membraninda bulunan G&liim
reseptorlerinin aktiflesmesi ile karakterize olan dissal (reseptor aracili)) ve
mitokondri-apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile karakterize olan igsel
(mitokondriyal) yolak olmak iizere iki sekilde baslatilabilir. Cesitli proteinler,
apoptozu  uyarict  veya baskilayict  sekilde  diizenlerler.  Apoptoz
organizasyonunda kaspaz enzimleri ve hiicre i¢i Bcl-2 gen ailesi proteinleri (Bcl-
2, Bel-xL, Bak ve Bax) gibi bazi hiicresel molekiiller gérev almaktadir. Yapilan
fare deneylerinde sensorindral igitme kaybi olan farelerde apoptotik hiicre

Oliimiiniin daha erken oldugu gosterilmistir (10).

Yaptigimiz calismada, C57BL/6 farelerinde CoQ10’un presbiakuzide
olas1 koruyucu, geciktirici ve/veya tedavi edici etkisinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Ayrica, presbiakuzi gelisimi ve CoQ10 uygulamasindan sonra,
farelerden elde edilen koklea dokularinda, inflamasyonda etkili olan proteinler
olan iNOS, COX-2, niikleer faktér kappa B (NF-xB) ile apoptoz olusumunda
etkili olan Bcl-2, Bel-xL, Bax ve Bak genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinde
meydana gelen degisikliklerin Real Time PCR yontemi ile ortaya konulmasi

planlanmaistir.



1.1. Hipotezler

Yasa bagli isitme kaybmin onlenmesi, geciktirilmesi ve tedavisinde,

oldukgca etkili bir antioksidan olan CoQ10'un olumlu etkisi vardir.

Hipotez 1

Hop: CoQ10 farelerde yasa bagl isitme kaybini 6nlemez.
Hi: CoQ10 farelerde yasa bagli isitme kaybini onler.
Hipotez 2

Hop: CoQ10 ile tedaviye baglama siiresi farelerde yasa bagl isitme kaybini
onlemede etkili degildir.
Hi: CoQ10 ile tedaviye baglama siiresi farelerde yasa bagli isitme kaybin

Onlemede etkilidir.

Hipotez 3

Ho: %30 DMSO'nun isitme iizerine bir etkisi yoktur.

Hi: %30 DMSO'nun isitme iizerine bir etkisi vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Isitme Fizyolojisi ve Anatomisi

Atmosferde olusan ses dalgalarinin kulak kepgesi tarafindan toplanarak
beyindeki santral merkezlerde anlam ve karakter olarak algilanmasina kadar olan

siirece isitme denir. Isitme birbirini izleyen bir kag fazda gerceklesir;

a) Iletim-conduction: Isitmenin gerceklesmesi icin gerekli olan ilk
asamadir ve ses dalgalarmin atmosferden dis ve orta kulak araciligi ile Corti
organina iletilmesidir. Bu olay mekanik bir olaydir ve sesin kendi enerjisi ile

saglanir (11).

b) Doniistim-transduction: Ses enerjisinin, biyokimyasal olaylarla Corti
organinda elektrik enerjisi haline doniistiiriilmesidir. Ses dalgalar1 i¢ kulakta
perilenfe gecerek hareketlendirir ve bazalden apikale dogru baziller membranda

titresimler olusur (12).

c) Noral sifre-neural coding: I¢ kulaktaki i¢ ve dis tiiylii hiicrelerde
meydana gelen elektriksel akim, her hiicrenin kendisiyle baglantili frekansa gore
ozgillesmis sinir liflerini uyarir. Bu sekilde elektriksel enerji, frekans ve
siddetine gore degisik sinir liflerine iletilir. Yani ses, Corti organinda siddet ve

frekansina gore kodlanmis olur (11,13).

d) Cognition-association: Isitme merkezinde her iki kulaktan ayri ayr1 ve
tek tek gelen sinir iletimleri birlestirilir ve siiziiliir. Yani sesin karakteri ve anlami

anlagilir hale getirilir (13).

Tim memelilerde, ses, kulak kepgesi ve dis kulak yolu tarafindan
toparlanarak kulak zarina iletilir, bu da orta kulakta bulunan kemikgiklerin
titresimine neden olur. Bu, ses enerjisinin, i¢ kulakta bulunan, sivi dolu koklea
tizerinde yerlesen oval pencereye iletimini saglar. Disarinin hava dolu ortamdan
i¢ kulagm sivi dolu ortamina aktarilan ses enerjisinin en yliksek seviyede
tutulmasi icin, kara hayvanlari, dis kulak yollar1 ses toplayict ve orta kulaklar

mekanik gii¢ arttirict (orta kulak kemikgiklerinin kaldirag etkisi ve timpanik



membran ile oval pencere arasindaki c¢ap farki sayesinde) olacak sekilde

evrilmislerdir (12).

Kokleanin fonksiyonu, cevresel sesleri algilayip elektrik enerjisi haline
doniistiirerek beyne iletmektir. I¢ kulak, dncelikle, belitli bir sesi olusturan farkl
frekanslarda ne kadar enerji oldugunu belirler. Koklea, bunu, farkli frekanslarin
kokleanin  farkli bolgelerini uyarmasi seklinde tanimlanan tonotopik

organizasyon sayesinde basarir (11-13).

Koklear kanal ii¢c kompartmandan olusur; scala vestibuli, scala media ve
scala tympani. Skala media ile skala vestibuliyi Reissner membran1 ayirken,
skala timpani ile skala medianin arasinda ise baziller membran bulunur. Scala
mediada endolenf bulunurken scala vestibuli ve scala tympani perilenf icerir.
Endolenf ve perilenf birbirleriyle karigmayacak sekilde ayrilmistir. Endolenfin
potasyum igerigi yiiksekken sodyum icerigi disiiktiir ve bu sayede 80-100
mV'luk bir pozitif voltaja sahiptir. Bu pozitif enerji stria vascularis tarafindan
olusturulur ve siirdiiriiliir. Stria vascularisteki hiicreler membrandz bosluga
potasyum pompalayarak sodyum ve potasyum konsantrasyonlar1 arasindaki bu
farkin idamesini saglar. I¢ kulak, duyusal hiicreler diger hiicrelerin iirettigi
enerjiye bagimli olduklar i¢in viicutta essiz bir yere sahiptir. Viicutta kalp, beyin
veya goz dahil biitiin organlarda, hiicreler ihtiyaglar1 olan enerjiyi kendileri

tiretmek i¢in oksijen ve besinleri islemek zorundadir (11-13).

Tlyli hiicreler, isitme ve dengenin duyusal reseptor hiicreleridir ve i¢
kulaktaki en 6nemli hiicrelerdir. Apikal uglarinda yaklasik 100 adet stereosilya
icermelerinden dolay1 bu ismi almislardir. Endolenf, Corti organinda, duyusal i¢
ve dis tiiylii hiicrelerin apikal yiizeylerini kaplar. Bu duyusal hiicreler aktinden
olusan ve yiizeylerinden tektoriyal membrana dogru uzanan stereosilyum
demetleri igerir. Bu demetlerdeki biikiilme, mekanik olarak kontrol edilen iletim
kanallarin1 acarak tiiylii hiicrelerde depolarizasyona ve bazolateral presinaptik
membrandaki glutamat iceren vezikiillerin ekzositozuna neden olur. Bu
norotransmitter sinaptik aralik boyunca yayilir ve spiral ganglion néronlarindaki
postsinaptik membrana ulasarak bir aksiyon potansiyelinin olusumunu saglar.

Ses buradan sinir impulslar1 ile isitme merkezine iletilir. Yiiksek tonlar isitme



merkezinin derinlerinde, diisiikk tonlar ise yiizeylerinde sonlanirlar. Insan ve

farelerde i¢ kulak yap1 ve fonksiyonu benzerdir (10-13).

2.1.1. Santral Isitsel Yollar

Santral isitsel yollari, koklea ve koklear sinirle baglayip santral isitme
korteksine uzanan, igerisinde entegrasyon merkezlerinin bulundugu oldukca
karmagik bir yap1 olusturur. Koklear sinire ait birinci sira ndronlar, internal
akustik kanaldan ¢ikarak serebellopontin kdseyi geger ve ventral ve dorsal
koklear niikleusta santral sinir sistemine dahil olur. Burada ikinci sira néronlarla

sinaps yaparlar (13).

Ikinci sira néronlarm bir kismi aymi taraf superior olivary kompleks
uzanirken, daha biiyiik bir kismi trapezoid cisimde caprazlasarak karsi tarafa
gecer. Bu g¢aprazlasip karsiya gegenlerin bir kismi superior olivary komplekste
sinaps yaparken, bir kism1 da kontralateral lemniskusa ¢ikar. Bu sayede superior

olivary kompleks her iki kulaktan uyar1 almis olur (12,13).

Ucgiincii  sira  noronlar superior olivary kompleksten ve lateral
lemniskustan kaynaklanir. Bir kismi inferior kolikulusta sinaps yapar veya
inferior kolikulusa ugramadan direk olarak talamusun medial genikulat
cisimciginde sonlanabilir. Inferior kolikulustan kaynaklananlar da talamusta

sinaps yapar (13,14).

Santral isitme yolunda talamusun medial genikulat cisimcigi subkortikal
merkezdir. Medial genikulattan ¢ikan lifler isitme korteksine uzanir. Kokleadan
kortekse kadar isitmenin tiim asamalarinda tonotopik diizenleme devam eder

(14). Her isitme sinir lifi sadece dar bir araliktaki frekanslar1 yansitir.

Isitsel korteks temporal lob bolgesindeki Heschl girusunda yer alir ve
bilgiyi biitiinleme, islem lokalizasyonu, diskriminasyon ve alt sistemlerin
kontoliinden sorumludur. Isitsel korteks de diger isitme yollar1 gibi tonotopik

olarak organize olmustur (13,14).



2.2. Yashhk

Yaslanma, dogumdan itibaren baslayip Oliime kadar siiren uzun bir
siirectir. Yasliligin tammi farklilk gostermekle birlikte Diinya Saglk Orgiitii
(DSO), ¢evresel etkenlere uyum saglayabilme yeteneginin azalmasi olarak
tanimlamaktadir. Geligmis tllkelerde ise genellikle 65 yas ve tlizeri "yasli" olarak
kabul edilmektedir. Yasam siiresi uzun olan tilkelerde yaslilik olarak kabul edilen
yas sinirt daha yiiksek iken, yasam siiresi kisa olan iilkelerde bu yas smiri
disiiktiir. Yash bireyin takvim yasi esigi belirlenirken genel goriis takvim yasi
0zelligi ile biyolojik yas 6zelliklerinin uyusmasi yoniindedir, fakat malesef cogu

durumda bu gecerli olamamaktadir (15, 16).

Engellenmesi miimkiin olmayan bir siire¢ olan yashlik, kronolojik,
biyolojik ve sosyal yonleri ile sorunlar igerir. Yashlik, gelismesi fizyolojik olan
bir olay olarak ele alinip, ruhsal ve bedensel yeteneklerin bir daha diizelmeyecek
sekilde azalarak kaybedilmesi, bedenin i¢ ve dis etmenler arasinda denge kurma
potansiyelinin azalmasi, kisinin fiziksel ve ruhsal olarak her yonden gerilemesi

seklinde de tanimlanabilir (17).

Yasam siiresinin uzamasiyla birlikte gelismekte olan iilkelerde de yash
niifus giderek artmaktadir. Niifusun yaslanmasi; saglik, aile, egitim, sosyal
giivenlik gibi toplumun birgok alanini etkilemektedir (18, 19). DSO 2013 yilinda
yayinladig istatistiklere gore Tiirkiye’de, 1990 yilinda 66 yil olan yasam siiresi,
2011 yilinda 76 yila ¢ikmustir (20). Ulkemizdeki 65 yas iizeri niifus Tiirkiye
Istatistik Kurumu’na (TUIK) gére 2012 yilinda %7.5 iken, 2023 yilinda %10.2,
2050 yilinda 9%20.8 ve 2075 yilinda ise %Z27.7’ye yiikselecegi tahmin
edilmektedir (21).

2.3. Yaslanmanin Kulak Uzerine Etkileri

Yasla birlikte dis, orta ve i¢ kulak yapilarinin hepsinde degisiklikler
ortaya ¢ikar. Dis kulak yolunda bulunan killar uzar, kemik boéliimiin cildi incelir
ve serumen salgisinin 6zelligi degiserek daha kuru hale gelir. Bu degisiklikler
sonucunda bagli serumen disar1 daha zor atilir ve kiside isitmede azalma, kulakta

kasint1 ve rahatsizlik hissi olusur. Orta kulakta yaslanmayla birlikte kulak zarinda



vaskiiler yapilar azalir, timpanik membran incelir ve mat bir goriiniim alir.
Eklemlerde kalsiyum birikimi nedeniyle orta kulaktaki kemikcikler ve
eklemlerde hareket kisitliligina yol acan degisiklikler ortaya ¢ikar. Dis ve orta
kulakta yasa bagli goriilen anatomik degisiklikler, isitmeyi ve odyolojik bulgulari
genellikle etkilememektedir, ancak isitme cihazi kullanimi sirasinda zorluklara

neden olmaktadir (22).

Yasa bagh isitme kaybina temel olarak i¢ kulak yapilar1 ve santral sinir
sisteminde ortaya ¢ikan degisiklikler neden olur. Yas, koklear isitme kayb1 i¢in
en Onemli risk faktorii olarak tanimlanmaktadir. Yasla birlikte i¢ kulakta tiiylii
hiicrelerin ve destek hiicrelerinin dejenerasyonu ve kaybi, baziller membran
hareketinin azalmasi, spiral ganglion hiicrelerinin kaybi, stria vaskiilariste

endolenf iiretiminin azalmas1 meydana gelmektedir (22).

2.4. Yasa Bagh isitme Kaybimin Etyolojisi

Yasa bagli isitme kaybi, yaslilarda goriilen en sik duyusal bozukluktur
(23-27). 65 yas Ustli insanlarin %25-40"inda goriiliir, prevelans: yasla birlikte
artar ve 75 yas lUstiinde %40-66 oraninda, 85 yas iistiinde ise %80 oraninda
gorilir (28, 29).

Yasa bagli isitme kaybimin patogenezi hala net olarak anlasilamamakla
birlikte, genetik ve cevresel pek cok faktoriin etyolojide rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Multifaktoriyel bir bozukluk oldugu ve intrinsik, genetik ve
fizyolojik yaslanma siirecine ek olarak ortaya ¢ikan farkli ekstrinsik (ototoksik
ajanlara ve giriiltiye maruziyet, travma, vaskiiler yetmezlik, metabolik
degisiklikler, hormonlar, beslenme sekli ve bagisiklik sistemi) risk faktorleri
sonucu gelistigi diisiiniilmektedir (25, 30-33) (Sekil 2.1). Isitme kayb: tiim bu
faktorlerin etkisi ile ilerler ve yasa bagli isitme kayb1 gelisir (33). Sonug olarak
periferik ve santral isitme sisteminde c¢ok sayida fonksiyonel ve yapisal
degisiklik ortaya ¢ikar (25, 26, 34, 35). Stria vascularis, tiiylii hiicreler, primer
afferent noronlar ve santral isitsel yolaklarda degisiklikler oldugu gosterilmistir
(23, 25, 33, 35). Santral degisiklikler koklear niikleustaki noronlarda azalma ve

norotransmitter salintmindaki degisiklikleri igerir (36-38). Koklear niikleus



noronlarinda atesleme oranlarinda artigla sonuglanan glisin aracili inhibisyonda
azalma, isitsel orta beyin ve kortekste GABA sentezi ve saliniminda degisiklige
neden olur. Dorsal koklear niikleustaki glisin nérotransmisyonu ile iliskili yasa
bagh degisiklikler, buradan projekte olan ndéronlarin yogunluk ve temporal
kodlamasindaki farklilikla iligkilidir. Superior olivar kompleksteki ve inferior
kolikulustaki sinaptik inhibisyonun kaybinin, yaslh hayvanlarin dogal

ortamlarinda ses lokalizasyonunun azalmasinda neden oldugu gosterilmistir.

Girtlti Koklear

maruziyeti fizyolojik
yaslanma
Eslik eden Lipit, Pr,olcin ve
hastaliklar \ ; ﬁf‘%'l‘qkt'\f s
(hipertansiyon, T ROS iiretimi oksidatif hasar
diya-lbet, J sonug olarak
SVO,sigara ve Genchik mitokondriyal
ateroskleroz  Ototoksik faktorler hasar
ilaglar
TH, SGN Diger hiicre
ve santral 6liim
isitsel yolaklart
noronlarda
apoptoz
Yasa bagh
isitme
kaybi

Sekil 2.1. Yasa bagli isitme kayb, risk faktorleri ve oksidatif stres.

[zole santral presbiakuzinin ¢ok nadir goriildiigii ve periferik ve santral
anormalliklerin birbirinden ayrilmasinin zor oldugu ileri siiriilmistiir (23). Yasa
bagl isitme kaybi1 olan bireylerin ¢ogunda bu patolojik degisikliklerin bir

karigiminin goriildiigii artik net olarak ortaya konmustur (23).

Yasa bagh isitme kaybinin nedenleri ile ilgili ilk klinik ¢alismalar 19.
ylizyilda baglamistir. Toynbee presbiakuzi gelisen kisilerde patolojik bulgular ile
klinik arasindaki iliskiyi belirlemeye calismistir (39). Yasla birlikte Corti



organinda ve spiral ganglionda dejeneratif degisiklikler gelistigini ortaya koyan
ilk histolojik ¢alismaysa Crowe ve Saxon (40) tarafindan yapilmistir. Otte ve ark.
(41) ile Suzuka ve Schuknecht (42) de ganglion hiicre kaybi ile ileri yas
arasindaki iligkiyi ortaya koymuslardir. Histopatolojik ¢alismalar ganglion hiicre
kaybinin en ¢ok kokleanin bazal kisminda oldugunu gostermistir. Yagla birlikte
koklear sinir liflerinin sayisinda da azalma gergeklesir. Yapilan c¢aligmalar,
koklear sinir lif kaybinin en yogun olarak kokleanin bazal kismiin ilk 10
mm’lik kisminda oldugunu gostermistir. Crowe ve ark. (40) ve Suzuka ve
Schuknecht (42) yaptiklar1 calismada ganglion hiicre sayisindaki azalma ile saf
ses esikleri arasindaki iligki olmadigini gdstermisken, Pauler ve ark. (43) spiral

ganglion hiicre sayis1 ile konugmay1 algilama arasinda yakin iligki bulmuslardir.

Yasa bagh isitme kaybinin insidansi farkli toplumlarda, genetik, diyet,
sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel faktorler ve diger etkenler sebebiyle de farklilik

gosterir (44).

Yasa bagl isitme kaybinin patogenezinde farkli molekiiler degisiklikler
iler1 siirlilmiistir. Bunlar degisken vaskiiler o6zellikler (azalmis eritrosit
hareketliligi ve damarsal plastisite sonucu artmis permeabilite), oksijen ve besin
tasiniminda azalmayla birlikte atiklarin uzaklastirllmasinda yetersizlik, genetik
mutasyonlar ve serbest radikaller olarak da bilinen reaktif oksijen tiirlerinin

(ROSY) tiretiminde belirgin artistir (16, 45, 46).

2.4.1. Oksidatif Stres

Yaslanmanin serbest radikal teorisinde, yasliligin serbest radikallerin
olusturdugu artmis oksidatif hasara bagli oldugu gosterilmistir (26, 31, 33).
Serbest radikaller hiicresel solunumun Onlenemez, dogal yan friinleridir ve
stiperoksit anyonu (O5"), hidrojen peroksit (H,0O,) ve hidroksil radikalinden (OH)
olusur. Oldukg¢a unstabildirler, diger molekiillerle reaksiyona girerek proteinler,
lipidler ve DNA'da hasara neden olurlar (47-49). Redoks homeostazisindeki
dengesizlik oksidatif stres olarak isimlendirilir (ROS artis1 veya endojen
antioksidanlarda azalma) (26, 32, 47, 49). ROS ¢ogu memeli hiicresinde primer

olarak mitokondride iiretilir ve mitokondriyalarin ROS kaynagi olarak

10



yaslanmada anahtar rol oynadiklar1 gosterilmistir (34, 50, 51). Mitokondride
iretilen ROS mitokondriyal DNA (mtDNA), mitokondriyal membranlar,
respiratuar zincir proteinleri ve niiklear DNA gibi mitokondriyal fonksiyonlari
etkileyen anahtar mitokondriyal komponentlerde hasara yol acarlar. Bu bir kisir
dongiiye neden olur; mtDNA mutasyonunun artmasi ROS aracili hiicre 6liimiinii
artirir, bunun sonucu olarak da apoptotik yolak aktive olur ve hiicre 6liimiine yol
acar (24, 51). Normal kosullarda mitokondride tiretilen ROS endojen antioksidan
mekanizmalarla (katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon gibi) kolaylikla
metabolize edilir ve i¢ kulak homeostazi saglanir (32, 49). Fakat yaslanma siireci

bu denge durumunu bozar.

Bir gaz molekiilii olan nitrik oksit, immiin sistemi ve sinir sistemini
diizenlemektedir ve bir serbest radikal niteligindedir. Nitrik oksitin ortaya
¢tkmasima neden olan NO sentaz (NOS)‘un 3 formu vardir: NO {iretiminden
sorumlu noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve
indiiklenebilir NOS (iNOS). iNOS'un, fizyolojik durumlarda santral sinir
sisteminde herhangi bir 6nemi olmasa da patolojik durumlarda Snemli rol
oynamaktadir. Alzheimer hastalarinda olusan plaklarda bu enzim tespit
edilmistir; enzim patolojik durumlarda mikrogliyalarda eksprese edilir. LPS,
IFN-y, TNF-a ve IL-1p gibi uyaranlar iNOS ekspresyonunu arttirmaktadir (52).
INOS enzimi L-arjinini L-sitruline doniistiirerek NO sentezine neden olur ve bu
durum noronal apopitozu tetikler. NO diizeylerinde izlenen bir artis ¢ok sayida
proteinin nitrasyonunu tetikleyerek Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Huntington ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi norodejenaratif hastaliga
sahip insanlarin sinir dokularinda bu proteinlerin {iretimine yol agmaktadir.
Norotoksik madde maruziyetinden sonra, veya baska patolojik durumlardan
sonra NO iretimi ve siiperoksit anyonlarin miktar1 yiikseldiginde beyinde
nitrozatif /oksidatif stres gelisir. NO ve siiperoksit anyonlarin hepsinin ortaya
¢ikist noronal hiicrelerin 6liimiine de neden olabilecek sitotoksik maddelerin

yapimina neden olabilir (34, 52).

ROS iiretimi, iNOS uyarilmasina onciiliik ederek, gliyal ve endoteliyal
hiicrelerde NO iiretimini daha da artirir. Fazla miktarda agiga ¢ikan NO, yukarida

da bahsedildigi gibi nérodejeneratif hastaliklar1 da iceren inflamatuar hastaliklara
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yol acabilmektedir. Normal sartlar altinda, NO ve ROS diisiik
konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasini diizenleyen sinyal molekiilleridir. Fakat

yliksek konsantrasyonlarda bu molekiiller 6nemli sitotoksik molekiillerdir (50).

Cok sayida calisma oksidatif stresin presbiakuzi etyolojisinde rol
oynadigin1  ortaya koymustur (25-27, 47-49). Benzer sekilde, bazi
antioksidanlarla yapilan destek tedavisinin yasa bagl isitme kaybi gelisimini

yavaslattigi/geciktirdigi gosterilmistir (5, 6, 38, 46, 48, 53-55).

2.4.2. Apoptoz

Programlanmis hiicre oliimii anlamina gelen apoptoz, c¢ok hiicreli
organizmalarda, organizmalarin homeostazisinin saglanmasinda istenmeyen
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in evrimlesmis en onemli mekanizmadir ve
hiicrelerin yagami ve 6liimii arasindaki dengenin korunmasi i¢in gereklidir (9).

Proapoptotik ve antiaptotik proteinler arasindaki denge apoptozu diizenler.

Apoptoz iki ana yolak araciligiyla gerceklesir. Bunlar; hiicre
membraninda bulunan 6lim reseptorlerinin aktiflesmesi ile karakterize olan
digsal (reseptor aracili) ve mitokondri-apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile

karakterize olan i¢sel (mitokondriyal) yolaktir (9).

Apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bel-xL,
bad, bax, bak) olduk¢a dnemli bir role sahiptir (56). Bu proteinler, gelisim ve
farklilasma boyunca canliligin diizenlenmesinde islev goriirler. Normalde fetal
ve erigkin dokularinda eksprese olan bcl-2, hiicre ¢cogalmasina neden olmadan,
hiicrenin yasamasini saglayan apoptoz inhibitoriidiir. Overekspresyonu, UV, p53,
radyasyon, antikanser ilaglar gibi farkli uyaranlar tarafindan baslatilan hiicre
Oliimiine ya engel olur ya da anlaml sekilde azaltir. Bu islevi, genel apoptoz
yolunu engelleyerek ortaya koyar. Bax protein (bcl-2-associated x protein), bel-2
ile olduk¢a fazla yapisal benzerlik gostermesine ragmen, tam tersi olacak sekilde
proapoptotik etkinlik gosterir. Bax overekspresyonu homodimerizasyon ile
sonuclanir ve bcl-2 protein ile heterodimer olusturarak onu inaktive eder. Bu

sekilde bcl-2 aktivitesi engellendiginden apoptoz indiiksiyonu gergeklesir.
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Apoptozun, kokleadaki yaslanma dahil (57) bir ¢cok organda yasla iliskili

fonksiyon kayiplarinda anahtar rol oynadigi gosterilmistir (58).

2.4.3. Inflamasyon

Canli organizmalarda inflamatuar silireg, viicut savunma sistemi ig¢in
gereklidir ve canlilarin yasamlarini devam ettirebilmeleri amaciyla evrilmistir.
Kisa siireli akut inflamasyon, toksinler, mikroorganizmalar veya allerjenler gibi
zararli ajanlara kars1 hayati 6neme sahip ilk savunma c¢izgisidir. Fakat, ortaya
c¢ikan bu akut inflamatuar cevap ¢oziime ulagsmayarak devam ederse, kronik
inflamasyon denilen, daha uzun siireli, ¢oziilmemis immiin cevabi olusturmak
tizere farkli savunma mekanizmalar1 devreye girer. Tipik olarak makrofaj ve
lenfosit agirlikli 16kosit inflitrasyonu ile kendini gdsteren kronik inflamasyon,
diisiik siddette ve uzun siirelidir. Bu kronik inflamasyon, hiicresel oksidasyon
durumu ve hiicre 6liim yolaklariyla iliskili oldugu akildan ¢ikartilmamalidir (47,

52).

Yasglanma siirecinde ortaya c¢ikan en Onemli degisikliklerden birisi,
immiin cevapta regiilasyonun bozulmasidir ki bu durum kronik sistemik
inflamatuar duruma yol acar (52). Regililasyonu bozulmus proinflamatuar
aracilardan sitokinler ve kemokinler kronik inflamasyon gelisiminde ana

sorumlulardir.

NF-«xB, tiim hiicre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir ve
normal sartlarda sitoplazma i¢inde inaktif halde bulunur. Aktive oldugunda ciddi
inflamatuar cevaba yol actifi gosterilmistir (52). NF-kB'nin, néroinflamasyona
neden olma sadece proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin tiretimi degil,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi
uyarilabilir enzimlerin etkinlesmesine neden olmasidir. Tim Okaryotik
hiicrelerde inflamatuar sitokinleri, enfeksiyonlar1 ve farkli stres faktorlerinden
olusan ekstraseliiler sinyallerin derecesine gore NF-kB etkinlesebilmektedir. NF-
kB, inflamasyon, apoptoz, hiicrenin yasami, immiin sistem, ve kontrolsiiz
proliferasyonu igeren pek cok siireci kontrol ederek inflamatuar ve immiin
cevapta rol oynayan genlerin uyarilabilir formlarinin ekspresyonunu

diizenlemektedir. Dahasi, etkin hale gelen NF-xB, noronlarda plastisite ve
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hayatta kalmay1 uyarmaktadir. Diger taraftan gliyal hiicrelerde etkinlesen NF-xB

norodejeneratif 6zellikteki inflamatuar siireclerde baslica rol almaktadir (52).

COX-1 ve COX-2 siklooksijenazlarin iki farkli formudur ve sentezleri
farkli genler tarafindan kodlanmaktadir. Bu molekiiller inflamatuar yolaklarda
onemli gorevlere aracilik ederler. Santral sinir sisteminde; COX-1 ve COX-2'nin
sinyal iletim yollarinin néroinflamasyonu ve ndrodejenerasyonuyla baglantisi
bulunmaktadir. Bu iki farkli formun, normal fizyolojik ve patolojik durumlarda
degisik rolleri bulunmakla birlikte, aynmi1 reaksiyonda gorev alarak arasidonik
asitten prostaglandin (PG) G; ve PGH; {iretilmesine neden olmaktadir. Bu
triinlerden PGH2 bir noroinflamatuar medyatér olan PGE;’ye doniistiiriiliir.
COX-1 sinyal yolu etkinlesince proinflamatuar ozellikler aktive olup
noroinflamasyon ortaya cikar. Beyinde yerlesmis bulunan bir grup makrofajin
uyarilmast COX-1 ekspresyonunda artisa yol agtig1 i¢in santral sinir sistemi ve
immiin sistem arasindaki iletisimde 6nemli bir rol oynadigi diisiintilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda, TNF-a olusturulan inflamasyonun neden oldugu kan-beyin
bariyerinde bozulma, COX-1'in inhibisyonu ile azaltilmistir. Bu da bize
noroinflamasyon ve norodejenarasyon siirecinde COX-1'in onemli bir rol
oynadigim1 disiindiirmektedir. COX-2 ise, hiicre tipine ve uyarana gore
degisecek sekilde, norotoksik ve antiinflamatuar stireglere aracilik eder. Temelde,
COX-2 ekspresyonu noronlarda gerceklesir ve sinapsin fizyolojik ¢alismasi ve
hafizanin sekillenmesinden sorumludur. Norodejenaratif hastaliklarda COX-
2’nin  overekspresyonu noronal zedelenmede artisa yol agmaktadir.
Mikrogliyalardaki  ekspresyonu nedeniyle COX-1, COX-2’ye  gore
noroinflamasyonda daha kritik role sahiptir. Bu sinyal yolaklariyla sinyal yollar

da etkilesim icine girmektedir (47).

Sonug olarak, yasa bagli isitme kaybi1 bir ¢ok faktorden etkilenen bir
stirectir. Etyopatogenezinde ¢evresel etmenlerin etkisi olsa da temelde kompleks

genetik faktorlerin etkisi de goz ardi edilmemelidir.

2.5. Yaghliga Bagh Isitme Kaybinin Siiflandirmasi

Schuknecht postmortem temporal kemik incelemesi ile yasa bagh

degisiklikleri patolojinin meydana geldigi yere ve odyolojik bulgulara gore
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ayirarak presbiakuziyi bes alt baslhik altinda smiflamistir. Bu alt basliklar;
sensoriyal (sacl hiicrelerin kaybi), noral (spiral ganglion néron kaybi1), metabolik
veya strial (stria vaskularis atrofisi), koklear konduktif (baziller membran
elastikiyetinin kaybolmasi) ve mikst (yukarida tanimlanan dort presbiakuziden

birden fazlasinin birlikte goriilmesi) presbiakuzidir (59).

Bu simiflama, isitmenin sadece periferik kismini gbéz Onilinde
bulundurarak santral kisimla ilgili bir agiklama igermediginden giiniimiizde fazla
kullanilmamaktadir. Presbiakuzi sadece kulak kaynakli bir kayip olarak
diistiniilmemelidir, bu bireylerdeki esas yakinma konusmanin anlagilmasindaki
problemlerdir. Yapilan histopatolojik calismalar yasa bagl isitme kaybi olan
bireylerin isitme merkezlerindeki hiicre sayisinda azalma oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte periferden santrale gelen uyarilarin hazirlanmasi ve algilanmasi
icin gereken siire de uzamistir. Bu bireylerde sinaptik fonksiyonlar i¢in gereken
zaman da uzamaktadir. Tiim bu degisiklikler nedeniyle, kisilerde SD skorlarinda
azalma goriiliir. Bu sebeplerden dolayi, son zamanlarda Schuknecht tarafindan
yapilmis olan bu smiflama yerinde presbiakuzinin periferik, santral ve mikst tip

olarak ii¢ gruba ayrildig: siniflama kullanilmaktadir (60).

2.6. Tam

Isitme kayb1 sikayeti olan kisilerde tam1 detayl bir hikaye, fizik muayene
bulgular1 ve odyolojik testler ile konur. Presbiakuzili bireylerin muayenesinde
isitmedeki kayb1 aciklayabilecek herhangi bir patoloji bulunmaz. Presbiakuzinin

kesin tanis1 odyolojik incelemeler ile konulmaktadir.

Yasa bagh isitme kaybi bilateral, ilerleyici, siklikla yiliksek frekanslar
tutan veya yliksek frekanslardan baslayan sensorindral tipte bir isitme kaybidir.
Isitme kaybimin siddeti alcak frekanslardan yiiksek frekanslara dogru gittikge
artar. Presbiakuzi genellikle 60 yas civari baslar ve yas ilerledikge isitme kaybi
da giderek ilerler (60).

Daha once de belirtildigi gibi, presbiakuzili hastalarda isitme kaybi ilk
olarak yiiksek frekanslarda bagslar ve bu kayip, oncelikle giiriiltiilii ortamlarda

kisinin iletisimini olumsuz yonde etkiler. Sesleri tanimlama ve lokalize etme
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kapasitesi de azalir. Isitme kayb1 2000-4000 Hz araligia dogru ilerledikge iinlii
fonemlerin tanimlanmasi ve giiriiltiisiiz ortamlarda dahi konugmanin anlasilmasi

etkilenir (60).

2.7. Ayiricr Tam

Iki tarafli simetrik isitme kaybina yol agan yapan Meniere Hastaligi, ileri
koklear otosklerozis, hipotiroidizm, ototoksik ila¢ kullanimi, Paget hastaligi,
giriiltiye maruz kalma, akkiz sifiliz ve kafa travmalar1i ayiric1 tanida

arastirilmalidir (60).

2.8. Tedavi

Yasa bagh isitme kaybi tibbi veya cerrahi metodlarla tedavi
edilememektedir. Yasa bagh isitme kaybinin dnlenmesi ve tedavisinde simdiye
kadar farkli antioksidan tedavi secenekleri denenmis fakat ¢eliskili sonuglar elde
edilmistir (6, 53). Bu ¢alismalarda oksidatif yoldaki bir veya daha fazla noktay1
hedefleyen antioksidanlar denenmistir (6, 38, 45, 47, 51-53). Bu antioksidanlarin
bir kismi1 yasa bagli isitme kaybinin Onlenmesinde etkiliyken bir kisminda

olumlu sonug¢ alinamamastir.

Yasa bagl isitme kaybinda tiiylii hiicreler ve spiral ganglion néronlarinda
progresif kayip olduktan sonra, memelilerde bu iki hiicre tipi
yenilenemediginden, isitme seviyelerini normal hale getirmek imkansizdir. O
ylizden yasa bagli isitme kaybi gelismeden once onlenmesi veya geciktirilmesi
olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle son donemlerde yapilan farmakolojik ¢aligmalar
daha c¢ok yasa bagh isitme kaybi1 patogenezinde rol oynayan oksidatif stresi

azaltmaya yonelik antioksidanlar tizerine yogunlasmaktadir.

Yasa bagh isitme kaybi1 gelisen hastalarin, iletisim becerileri ve hayat
kalitelerini arttirmak igin isitme cihazi kullanmasi gerekmektedir. Isitme cihazi
kullanimi ile yasa bagli isitme kayb1 olan kisilerin kognitif fonksiyonlarmin ve
duygu durumunun iyilestirilmesi saglanir. Fakat buradaki 6nemli problem isitme

kayipl kisilerin sadece %20'sinin (3) isitme cihazi kullaniyor olmasidir. O
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ylizden, yasa bagl isitme kaybi gelisimini engelleyecek veya gelisimini

geciktirecek kolay ulasilabilir bir tedavi gereksinimi vardir.

2.9. Yasa Bagh Isitme Kaybimin Psikososyal Etkileri

Yasla birlikte ortaya c¢ikan progresif isitme kaybi o kadar siktir ki,
genellikle, ve yanlis bir diislince olarak, insanlarda yaslanma siirecinin
Onlenemez bir parcasi olarak kabul edilir. Biraz da bu diislincenin etkisiyle isitme
kaybimin hayat kalitesi lizerine etkisi genellikle gérmezden gelinir. Fakat,
niifustaki hizli yaslanma ve insan dmriiniin uzamasi, isitme kaybinin genel saglik

tizerindeki ve ekonomik dnemini gittik¢e arttirmaktadir.

Yasa bagli isitme kaybi1 bireyin davramiglarinda ve kisiliginde ciddi
etkilere yol acar. Presbiakuzi, ileri yash insanlarda bireyin iletisim yetenegini
azaltan, toplum i¢inde aktif birey olma becerisini kisitlayan en Onemli
hastaliklardan biridir. Bu bireyler ortamdaki konusmalar1i tam olarak
anlayamadiklar1 ve karsidaki kisilere sozlerini siirekli olarak tekrarlattirdiklar:
icin, zaman icinde giindelik sosyal hayattan dislanirlar. Bundan dolay1 yalniz
kalmak ve sosyal hayattan dislanmak, bu bireylerin normalden daha sinirli
olmalarina neden olur. Yetiskin ve yash isitme kaybi vakalarinin %20-30"unun
ileri diizeyde depresif oldugu tespit edilmistir (61). Sonugta, yasa bagli isitme
kaybi, yash erigkinlerin bilissel, fiziksel, sosyal ve davranigsal fonksiyonlari

tizerinde olumsuz etkiye sebep olur (62).

2.10. C57/BL6 Farelerin Isitsel Ozellikleri

Fareler, yasa bagl isitme kaybi1 caligmalarinda baskin model olarak uzun
yillardir kullanilmaktadir. Insanlar ve fareler arasindaki isitsel anatomik yapilar
ve isitme fizyolojisindeki benzerlikler, genomlarin yakin evrimsel iligkisi (fare
ve insan genlerinin yaklasik %99'u aynidir), bakim masraflarinin nispeten ucuz
olmast ve hayvanlarin genetik standardizasyonu, fareleri isitsel sistemin
fonksiyonel genomiklerinin arastirildigr calismalarda faydali ve elzem model
sistemi yapmaktadir (63-65). Farelerin genetik olarak manipiile edilebilmesinin

kolay olmasi, farelerde insan isitme kaybi1 mutasyonunu taklit eden ¢ok sayida
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fare modeli gelistirilmesine yol a¢mustir, bu da gen fonksiyonun

incelenebilmesine olanak saglar.

2.10.1. C57/BL6 Farelerde Yasa Bagh Isitme Kaybi

Yasa bagh isitme kayb1 modeli olarak C57/BL6 fare susu uzun yillardir
diinya genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu susta insanlarda oldugu gibi,
isitme kayb1 yliksek frekanslardan baglar. Zaman ilerledikge isitme kaybi ilerler
ve algak frekanslarda da kayip goriiliir. Yine insanlarda oldugu gibi, bu farelerde
isitme kaybi cinsel olgunlasma tamamlandiktan sonra ortaya ¢ikar. Geng

farelerde tiim frekanslarda isitme esiklerinin miikkemmel oldugu gdsterilmistir.

Bu sus, Cdh23“" alleline sahiptir (56). Cdh23 i¢ kulak sensoriyal
epitelinde ifadelenen hiicre adezyon glikoproteinini kodlar ve stereosilyalarin
demet olusturmas1 ve normal fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu farelerde, 3-6. aydan
itibaren yiiksek frekanslarda kayip goriilmeye baslar, zaman ilerledik¢e kayip
algak frekanslar1 da tutar. 3-7 aylar arasinda koklear spiralin tabaninda hem i¢
tiylii hem dis tiiylii hiicre hasar1 asikar hale gelir. Fareler 7 aylik oldugunda
bazal kivrimdaki spiral ganglion hiicrelerinde de kayip goriiliir ve bu, i¢ tiiylii
hiicre kaybini takiben gelisen sekonder néronal dejenerasyon ile uyumludur (64,
66) (Sekil 2.2). Ek olarak, spiral ligaman ve stria vaskiilariste de fibrosit kaybi1 ve
incelmeyi iceren degisiklikler goriiliir (67). Bu degisiklikler, hep birlikte
degerlendirildiklerinde Schuknecht tarafindan ileri siiriilen yasa baglh isitme
kayb1 alt tipleri ile uyumludur. Farelerde 12-15. aylarda yasa bagl isitme
kaybinin tipik goriinlimii oturmus olur, 15. ayda 80 dB SPL'e ABR cevabi

alinmaz hale gelir.
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Sekil 2.2. Fare modelinde koklear sensoriyel epitelde DTH'de olusan azalma ve
SGN'lerdeki kayb1 gosteren elektron mikroskopik goriintiiler. (64)

C57/BL6 farelerde yasa bagl isitme kaybinin gelisiminin laboratuarlar
arasinda ciddi farklilik gosterdigi ve isitme kaybinin gelisiminin 10. aya kadar
gecikebilecegi ortaya konmustur (64). Bu farklihgin ¢evre giiriiltiistindeki
degisiklikler ve isitme kaybinin degerlendirme sekline bagli oldugu

diistiniilmektedir.

2.11. Farelerde ABR Olc¢iimii

Yapilan hayvan c¢alismalar1 fare kulaginin insan kulagina benzer
ozellikler gosterdigini ortaya koymustur. Yapilan dlgiimler ve bunlarin sonuglari
genellikle benzer olsa da, arada farkliliklar da bulunmaktadir. Farelerde yapilan
ABR incelemelerinde dalga sayisi agisindan farkli caligmalarda farkli sayilar
verilmektedir. Farelerde yapilan ABR ol¢iimlerinde ilk dort dalganin baskin
oldugu ve istikrarli sekilde goriildiigli ve degerlendirmelerin daha ¢ok bu

dalgalar g6z 6niine alinarak yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (67) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Farelerde klik ve tone burst uyaranlara cevap olarak olusan
ABR kayit drnekleri. (67)

Kemirgenlerde, insanlar ile karsilastirildiginda, koklear sinir sadece tek
bir dalganin olusumunu takip edebilecek kadar kisa oldugu i¢in; insanlarda
olusan I. ve II. dalga kemirgenlerin I. dalgasina, IIl. dalga, hayvanin II. dalgasina
ve IV. dalga da kemirgenin III. dalgasma denk gelir (68). insanlarda koklear
sinirin uyarilmasi ile olusan I. ve II. dalga sinirin uzunlugunun proksimalden ve
distalden boliinmiis iki ayr1 dalga kaydi alacak kadar uzun olmasi nedeniyledir
(69). Literatiirdeki caligmalar, kemirgenlerde II. dalganin posterior ventral
niikleustan, III. dalganin anterior ventral niikleus ve trapezoid cisimden, IV.
dalganin superior olivar kompleksten ve V. dalganin lateral lemniskus ve inferior
kollikulustan kaynaklandigini gostermistir (70). Henry ve ark. gore, IV. dalga
lateral lemniskus ve inferior kollikulustan, V. dalga ise medial genikulat cisim
ve/veya talamokortikal yollardan kdken almaktadir (71). Diger bir caligma lateral
lemniskustaki patolojilerin IV. ve V. dalgada degisiklikler yaptigin1 ortaya
koymustur (72). Son yapilan ¢calismalar, C57BL/6 farelerde en istikrarli dalganin
I'V. dalga oldugunu gostermistir (67).

Kemirgenlerde ABR 6l¢iimii genel anestezi altinda cilt altina yerlestirilen

igne elektrotlar kullanilarak yapilmaktadir. Elektrotlar; aktif elektrot vertekse,
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referans elektrotlar her iki mastoid iizerine ve topraklama elektrotu ise sirtta

olacak sekilde cilt altina yerlestirilmelidir (56).

2.12. Koenzim Q10

Koenzim Q10, hayvanlar tarafindan de novo olarak iiretilen, yagda
¢coziinen bir antioksidandir (73). Dogada oldukca yaygin olmasi nedeniyle
Ingilizce "ubiquitous: her yerde" anlamma gelen ubiquinon olarak da
isimlendirilir. Kimyasal yapis1 vitamin K’ya benzer fakat vitaminlerden farkli
olarak insan viicudunda hemen hemen tiim dokularda sentezlenebildigi i¢in
vitamin olarak isimlendirilmez. CoQ10, 10 tane izopren iinitesi igceren 50

karbonlu bir 1,4-benzokinondur (73-75) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Koenzim Q10'un kimyasal yapisi.

CoQ10, i¢ mitokondriyal membranda yerlesmis olan mitokondriyal
elektron transport zincirinin 6nemli bir bilesenidir. CoQ10, viicutta bir ¢ok
hiicrenin membraninda doymamis lipid zincirlerine baglh sekilde durarak
membrandaki lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin olusumunu engeller.
Hiicre membranindaki CoQ10'un biiyiik bir boliimii CoQ10'un rediikte formu
olan ubikinol (CoQH2) seklindedir ve bu form oldukga giiclii bir antioksidandir
(73,74). CoQ10, birincil substratlardan oksidaz sisteme elektron transferi
yaparken, ayn1 zamanda mitokondriyal membrandan membranlar aras1 bosluga
proton transferinden sorumludur. Bu transfer membranlar arasinda proton
gradiyenti olusumuna neden olur. Sonrasinda protonlar mitokondrinin matriksine

dogru hareket eder ve ATP olusumu saglanir. Sonug¢ olarak CoQ10, hiicrelerin

21



hayati fonksiyonlar1 ve kas kasilmasi i¢in gerekli olan ATP yapiminda énemli bir

rol oynamaktadir (74-78).

CoQ10, elektron transport sistemiyle hiicrelerin yasamsal fonksiyonlari
ve kas kasilmasi igin gerekli ATP olusumuna neden olarak yaslanmay1

yavaslatabilir veya geciktirebilir (76, 78).

CoQ10, ayn1 zamanda hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin
lipit peroksidasyonunu ve LDL kolesteroliin oksidasyonunu engelleyerek
yagslanmay1 geciktirebilir. CoQ10, tiim bu antioksidan 6zelliklerinden dolay1

serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol oynar (73, 77, 78).

CoQ10, mitokondriyal solunum zincirinde elektron tasiyici olarak anahtar
rol oynar ve oksidatif strese yol agan ¢ok sayida durumda serbest radikal
hasarindan koruyucu rol oynar. Cok sayida galisma, kardiyak iskemi-reperfiizyon
hasari, norodejeneratif hastaliklar, mitokondriyal myopatiler, migren ve yasa
bagli makiiler dejenerasyon gibi ¢ok sayida hastalikta destek tedavisi olarak

faydali oldugunu ortaya koymustur (74-78).

Yapilan ¢aligmalar, CoQ10'un tiim bu antioksidan 6zellikleri nedeniyle,
apoptoz, inflamasyon ve hiicresel redoks reaksiyonlarini azaltmak yoluyla
giriiltiiye (25) ve yasa bagh isitme kaybinda koruyucu etkisi oldugunu
gostermistir. CoQ10 verilen farelerde giiriiltli maruziyeti sonrasi, dis tiiylii hiicre
kaybinin daha diisiik oldugu ve bu farelerde olusan isitme kaybinin daha az

oldugu ortaya konmustur.

Ozetle, mitokondriyal enerji iiretimindeki rolii ve antioksidan 6zellikleri,
CoQ10'un bugiine kadar en iyi ortaya konmus fonksiyonlaridir. Bunlarin yaninda,
gen ekspresyonu ve hiicre sinyalizasyonunda, hiicresel redoks reaksiyonlarinda,
membran stabilitesinin saglanmasinda, hiicre biiylimesi ve apoptoz kontroliinde

de 6nemli gorevleri oldugu gosterilmistir (76-78).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Ankara Yildirnm Beyazit Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitlisti Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali Odyoloji ve Konusma Bozukluklari

doktora tez ¢aligmasi olarak yiiriitiildii.

3.1. Laboratuar Hayvanlar:

Calisma icin, calismanin yapilacagi merkez olan Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi'ndan etik kurul onay1 alindi.
(G.U.ET-18.067, Say1: 66332047-604.01.02).

Calismada 3 aylik, 20-25 gr. agirhginda, 32 adet C57BL/6 saglikli erkek
fare kullanild1. Fareler, Bilkent Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel  Arastirmalar Merkezi'nden tedarik edilerek, 3. aylarim
doldurduklarinda deneyin gergeklestirilecegi Gazi Universitesi Laboratuar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'ne getirildi. Hayvanlar
burada deney 6ncesi ve deney siiresince serbest yem ve su ile beslenerek, 23+2°C
sicaklik derecesinin saglandig: plastik kafeslerde, 12 saatlik 1s1k/karanlik siklusu

olacak sekilde barindirildilar.

3.2. Calisma Gruplar

Fareler 4 deneysel gruba ayrildi ve her grupta 8 hayvan (n=8) olmak
tizere diizenlendi: 1) Kontrol, 2) Sham Kontrol Grubu 3) Erken Tedavi Grubu, 4)
Geg¢ Tedavi Grubu. Deneyde kullanilan CoQ10 ve DMSO Sigma-Aldrich'ten
(Darmstadt, Almanya) tedarik edildi.

3.2.1. Kontrol Grubu

CoQ10 verilmeden takip edilen gruptur. Farelere, ABR esiginin tespiti
icin temel isitsel beyin sap1 cevabi (Auditory Brain Stem Response, ABR)
yapildi ve ABR diizeyleri 3. aydan itibaren, her 3 ayda bir olmak iizere 15. ayin

sonuna kadar tekrarlandi. Kontrol grubunda bulunan fareler deney siiresince (12
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ay, fareler 15 aylik olana kadar) serbest yem ve su ile beslendi, deney siiresinin
bitimi olan 12. ayin sonunda 45 mg/kg Ketamin ve 2.5 mg/kg Ksilazin anestezisi
altinda sakrifiye edilerek i¢ kulaktan koklea dokusu alindi ve -80°C’lik derin
dondurucuda saklandi. Molekiiler biyolojik incelemeler i¢in alinan ornekler
Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuarinda incelendi (n=8

fare).

3.2.2. Sham Kontrol Grubu

Deneyin baslangicinda, fareler 3 aylikken, CoQ10u ¢6zmek igin
kullandigimiz madde olan %30 DMSO igeren salin ¢dzeltisi bir grup hayvana
verilmeye baslandi. Bu grup, normalde fareler iizerine etki etmesi
beklenmeyen %30 DMSO'nun tek basina kullanildiginda isitme kaybi iizerine
yapabilecegi olas1 etkileri belirlemek icin olusturuldu. Bu farelere de ABR,
isitme kaybinin tespiti i¢in deneyin baslangicindan itibaren her ii¢ ayda bir 12.
ayin sonuna kadar (fareler 15 aylik olana kadar) tekrarlandi. Calisma
baslangicinda (fareler 3 aylikken) ABR diizeyleri belirlendikten sonra, %30
DMSO soliisyonu her hafta taze olarak hazirlanarak farelerin igme suyuna
karigtirildi. Sham kontrol grubunda bulunan fareler deney siiresince serbest yem
ve su ile beslendi, deney siiresinin bitimi olan 12. ayin sonunda 45 mg/kg
Ketamin ve 2.5 mg/kg Ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilerek i¢ kulaktan
koklea dokusu alindi ve -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Molekiiler
biyolojik incelemeler i¢in aliman Ornekler Yasam Bilimleri Uygulama ve

Aragtirma Merkezi Laboratuarinda incelendi (n=8 fare).

3.2.3. Erken Tedavi Grubu

CoQ10'un calismanin baslangicindan (fareler 3. aylikken) itibaren
verilmeye baslandig1 gruptur (isitme kaybini 6nlemek i¢cin CoQ10 verilen grup).
Bu farelere de isitme kaybinin tespiti i¢in deneyin baglangicindan itibaren her ti¢
ayda bir, 12. ayin sonuna kadar ABR yapildi. Caligmanin baslangicinda (fareler 3
aylikken) ABR diizeyleri belirlendikten sonra, CoQ10, %30 DMSO i¢inde
coziilerek, her fare i¢in yaklasik 100 mg/kg/giin dozunda olacak sekilde farelerin

icme suyuna katildi ve 12. aym sonuna kadar verildi. Erken tedavi grubunda
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bulunan fareler deney siiresince serbest yem ve su ile beslendi, deney siiresinin
bitimi olan 12. ayin sonunda 45 mg/kg Ketamin ve 2.5 mg/kg Ksilazin anestezisi
altinda sakrifiye edilerek i¢ kulaktan koklea dokusu alindi ve -80°C’lik derin
dondurucuda saklandi. Molekiiler biyolojik incelemeler i¢in alinan ornekler
Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuarinda incelendi (n=8

fare).

3.2.4. Ge¢ Tedavi Grubu

CoQ10’un ¢alismanin 3. ayindan itibaren baslandig1 gruptur (isitme kayb1
gelisen farelere, tedavi amaciyla CoQ10 verilen grup, fareler 6 aylikken ilag
baslandi). Farelere isitme kaybinin tespiti i¢in deneyin baglangicindan itibaren
her ii¢ ayda bir 12. aym sonuna kadar ABR tekrarlandi. Calismanin 3. ayindaki
(fareler 6 aylikken) ABR diizeyleri belirlendikten sonra, CoQ10, %30 DMSO
icinde coziilerek, her fare i¢in yaklagik 100 mg/kg/giin dozunda olacak sekilde
farelerin igme suyuna katildi ve tedaviye 12. ay sonuna kadar tedaviye devam
edildi. Bu grupta bulunan fareler de deney siiresince serbest yem ve su ile
beslendi, deney siiresinin bitimi olan 12. aym sonunda 45 mg/kg Ketamin ve 2.5
mg/kg Ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilerek i¢ kulaktan koklea dokusu
alind1 ve -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Molekiiler biyolojik incelemeler
icin alman Ornekler Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi

Laboratuarinda incelendi (n=8 fare).

Tim gruplardaki fareler her hafta tartilarak gruplar arasi fark olusup
olusmadig1 degerlendirildi. Farelere tedavi icin verilen ilaglar haftalik olarak taze
hazirlanarak, farelerin agirliklarina gore icme sularina karistirildi, bu sayede her

bir farenin yaklasik olarak ayni dozlarda ila¢ almas1 saglanmis oldu.

3.3. Isitsel Beyin Sap1 Cevabi Testi

Farelere isitme kaybinin tespiti i¢in, ilki fareler ii¢ aylikken olmak iizere,
her {i¢ ayda bir ABR yapild1 (Sekil 3.1). ABR 6ncesi farelere 45 mg/kg Ketamin
ve 2.5 mg/kg Ksilazin anestezisi uygulandi. Fareler 1siticili battaniye tizerine

almarak viicut 1silarmin 37°C'da sabit olmasi saglandi ve subdermal igne
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elektrotlarin pozitif kutbu vertekse, negatif kutup ve topraklama ise Olglim

yapilacak mastoide yerlestirildi (Sekil 3.2a-3.2b).

Aylar 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ABR dizeyleri,

Xvlazi
K + Xy

Kontrol grubu [ | anestezi altinda
(n=8) 1‘ ,? ,? ,T‘ ¢ lgildi
ABR ABR ABR ABR ABR

Aylar 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ABR dizeyleri,

Sham Kontrol [ %30 DMSO uygulanmasi Anestashathade
grubu (n=8) /r‘ ¢‘ f‘ T T lgiildii.

ABR ABR ABR ABR ABR

Aylar0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 agg dazeyleri,
_ COQlO uygulanmaS| Ketamin + Xylazin

Erken Tedavi anestezi altinda

grubu (n=8) A A A A A slcaldi.

ABR ABR ABR ABR ABR

Aylar 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ABR diizeyleri,

3 K i Xylazi
Geg Tedavi | CoQ10 uygulanmasi bR At

Grubu (n=8) A A A A A sigiild.
ABR ABR ABR ABR ABR

Sekil 3.1. Deney protokolii.

Sekil 3.2a. ABR test diizenegi.
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Sekil 3.2b. ABR elektrotlarinin yerlestirilmesi.

ABR olciimleri icin iki kanalli Neurosoft marka Neuro-audio® model
(Ivanova-Russia-2014) ABR cihazi kullanildi. Tiim deney hayvanlarina anestezi
uygulandiktan sonra sag ve sol kulak ABR cevaplar1 ayr1 ayr cift trase ile
degerlendirildi. ABR esigi, bir dalga morfolojisiyle beraber ABR’nin V.
dalgasinin gozlenebildigi en diisiik siddet seviyesi olarak tammmlandi. Isitsel
uyaranlar i¢in 125 Hz-16000 Hz frekans spektrumuna sahip ER-2, 10 ohm insert
kulakliklar ile cilt alti disposable igne elektrotlar (Bionen Medical Devices,
Italya) kullanildi. Deney hayvanlarmin bas bolgesi alani kiiciik oldugundan
elektrotlar arasinda kisa devreyi engellemek icin tek kanal kullanilarak ipsilateral
kayit yapildi. Non-invert (+) elektrot vertekse, ground elektrot kontralateral
mastoid lizerine ve invert elektrot (-) ise ipsilateral mastoid {izerine yerlestirildi.
Isitsel uyaran olarak frekansa &zgii tone burst (TB) 4000 Hz, 8000 Hz, 12000 Hz,
16000 Hz kullanildi. TB uyaranlar1 daha spesifik hale getirmek icin Blackman
pencereleme se¢ildi. ABR kaydi i¢in analiz zamani 20 msn, TB uyaranlar i¢in
100-2000 Hz, klik uyaranlar i¢in 30-3000 Hz band-pass filtre ve alterne polarite
secildi. Tekrarlama orani1 21/sn, averajlama ise 1024 sweep olarak ayarlandi.
Esikler, maksimum c¢ikislardan (110-118 dB SPL) baslanarak 5 dB’lik azalan
uyarilar verilerek saptandi. Tekrarlanabilen morfolojide dalgalar saptanamayana

kadar uyaran siddeti diisiirtildii (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Calismanin 6. ayinda erken tedavi grubunda sol kulaktan alinmig
ABR 06rnegi (12 kHz).

3.4. Koklea Homojenatlarinda Yapilan Gen ifadelenme Cahsmalari

12. ay sonunda, deneyin sonlandirilmasini takiben, farenin i¢ kulagindan
alman koklea dokusu (Sekil 3.4a-3.4b-3.5¢), CoQ10’un inflamasyonda ve
apoptozda etkili olan iNOS, COX-2, NF-kB, Bcl-2, Bcl-xL, Bax ve Bak
genlerinin ifadelenme diizeyleri iizerindeki etkisine bakilmak iizere Real-time

PCR analizi ile degerlendirildi.

Sekil 3.4a. Dekapitasyon ve derinin eksizyonu sonrasi mouse kafasinin
ventralden goriiniisi.
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kil 3.4b. Fare kafatasinin agilmasi, beyin ve kranial sinirlerin eksizyonu
sonrasi kafa tabaninin ve her iki temporal kemigin (beyaz oklar) ventralden

Se

Sekil 3.4c. Cikarilan fare temporal kemiginin ventralden goriintiisi.
29



3.4.1. Dokudan RNA izolasyonu

Farelerden elde edilen i¢ kulak dokusu, steril serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra DNaz ve RNaz free 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak hizl
bir sekilde sivi azot i¢inde dondurulduktan sonra analizlerin yapilacagi giine
kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmis ve dokular Trizol (Invitrogen,
ABD) kullanilarak homojenizatdr yardimi ile homojenize edilerek dokudan RNA
izole edilmistir. 1.5 ml’lik ependorf tlip icinde bulunan 50-100 mg arasindaki
dokular alinarak 1000 pl TriReagent soliisyonu ic¢inde IKA-T10 marka
homojenizator ile +4 °C’de homojenize edilmistir. Homojenizasyon isleminden
sonra 5 dakika beklenerek, hemen ardindan 200 pl kloroform eklendikten sonra
15 saniye boyunca karisincaya kadar vortekslenmis ve 10 dakika oda
sicakhiginda tutulmustur. Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi),
arafaz ve iistte renksiz sivi faz olmak iizere ii¢ faza ayrilmistir. Ust faz yeni bir
steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmis ve baslangigta kullanilan TriFast
miktarinin yaris1 kadar izopropanol eklenerek vortekslenmistir. Ornekler 1 ya da
1.5 saat -20 °C’de bekletildikten sonra 11.500 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiyj
edilerek, iistte kalan siipernatan atilmistir. 1000 ul %75’lik alkol eklenerek,
12.000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edilmis ve pelete dokunmadan iistte
kalan siipernatant atilmistir. Bu islem 2 kez daha takrarlanmistir. Pelet kurumaya
birakildiktan sonra 30-50 pl DEPC’li su ile sulandirilmistir. Elde edilen
RNA’larin miktarlar1 ve safligt 260 nm dalga boyunda NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre (Thermo Scientific, ingiltere) cihazinda 6lgiilerek RT-PCR’da

kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklanmustir.

3.4.2. Revers Transkriptaz PCR Yontemi

Hedef genlere ait mRNA ifadelenme diizeylerinin belirlenmesi amaciyla
dokudan elde edilmis RNA oOrneklerinden komplementer DNA (cDNA) elde
edilmistir. Izole edilen total RNA'larin derisimi ve safliklar1 spektrofotometrik
olarak NanoDrop ND-1000 cihaz ile saptandiktan sonra, 1 pg total RNA’dan,
Random hekzamer primerleri ve cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis Kit, Roche, Almanya) kullanilarak cDNA sentezi
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gergeklestirilmistir. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Tablo 3.1°de verilmistir. 1 pg RNA, random hegzamerler kullanilarak 75 °C’de 5
dakika bekletildikten sonra karisima revers transkriptaz enzimi, enzim tamponu
ve MgCl, eklenip 42°C’de 1 saat bekletilmistir. Daha sonra elde edilen cDNA
ornekleri reverse tanskriptazin inaktive olmasit i¢in 65 °C’ de 10 dk.

bekletilmistir.

Tablo 3.1. cDNA RT-PCR tepkime karigimu.

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl,) 4 pul
dNTP ImM 2 ul
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 iinite 0.5 pl
Ters Transkriptaz 10 {inite 0,5 pl
Total RNA 1 pg 1 pg olacak sekilde

3.4.3. Kantitatif Real Time PCR Yontemi

Gen ifade diizeyi caligmalar1 kantitatif Real-time PCR (qRT-PCR)
yontemi ile Light Cycler-480™ (LC) (Roche, Almanya) cihazi kullamlarak
belirlenmistir. Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA,
bolgeye Ozgii primerler, UPL TagMan probu ve LC TagMan Master mix
kullanilarak gergeklestirilmistir. Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2
(COX-2), niikleer faktér kappa B (NF-kB) ile apoptoz olusumunda etkili olan
Bcl-2, Bel-xL, Bax ve Bak genlerinin mRNA ifade diizeylerini normalize etmek
icin elde edilen cDNA 06rnekleri, Beta actin (ACTB) genine 6zgii primer ve UPL
probu kullanilarak ¢alisildi ve referans olarak alinmig ve tiim cDNA o6rnekleri her
bir gen i¢inde ikiser tekrarli olarak ¢alisilmistir. Segilen genler ile ilgili 6zgiin
primer ve UPL prob listesi Tablo 3.2°de verilmistir. Reaksiyon; 95 °C'de 10
dakikalik denatiirasyon, 50 °C'de 10 saniye primer baglanmasi ve 72°C'de 10
saniyelik zincir uzamasi basamaklarini olusturacak sekilde 45 dongiiden olusan

PCR tepkimesi uygulanmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB
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housekeping geni referans alinarak REST 2009 (Relative expression soft ware
tool) yazilimi (QIAGEN, Almanya) kullanilarak hesaplanmistir. Goreceli gen
ifadelerinin hesaplanmasinda REST programi ve “Pfaff]” matematiksel yontemi

kullanilmagtir (79).

Tablo 3.2. Gene 6zgii primer dizileri ve prob numaralari.

Gen Forward Primer Reverse Primer UPL Prob
adi Numarasi
ACTB 5’- 5’- 64

CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3> ACCAGAGGCATACAGGGACA-
3

iNOS 5’-CTTTGCCACGGACGA-3’ 5’-TCATTGTACTCTGAG-3’ 13
COX-2 5-GATGCTCTTCCGAGC-3' 5-GGATTGGAACAGCAA-3' 45
NF-kB  5’-CTCTCGACGTCAGTGGGAAT- 5’-CTCGTCCTCTCTCGCTCACT- 20
Bcl-2 5’-AGTACCTGA3ACCGGCATCTG- 53’- 75
3’ GGGGCCATATAGTTCCACAAA-
Bel-xL  5’-TGACCACCTAGAGCCTTGGA- 5’-GCTGCATTC33TTCCCGTAGA- 2
) 30
Bax 5’-AGTGTCTCC3GGCGAATTG-3’ 5’-CCACGTCAGCAATCATCCT- 56
3
Bak 5’-AGAGGGAGCTGGTCATTGC- 5’- 33
3 AAACCTCGCGACTTTGTGAC-3’

3.5. Istatistiksel Analiz

Deney sonunda elde edilecek koklea dokusundan yapilacak RNA
izolasyonunu takiben elde edilecek RNA’lardan Real-time PCR analizi sonucu
INOS, COX-2, NF-kB, Bcl-2, Bcl-xL, Bak ve Bax mRNA ifade diizeylerindeki
farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastirildi (76).
Tedavi verilen fareler ile verilmeyenler arasindaki isitme kayiplarinin istatistiksel
degerlendirilmesinde SPSS v22 istatistik programi (SPSS Inc, Chicago, Illinois)
kullanildi. ABR sonuglari, gruplar arasindaki farkin anlamlhiliginin belirlenmesi
amaciyla Kruskal-Wallis varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirildi. Istatistiksel
anlamliligin dogrulanmasi i¢in post hoc Tukey yontem analizi uygulandi, p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 32 farenin tlimii ¢caligma siiresi olan 12 ay1 tamamladi.
Farelerin, calisma Oncesi agirliklar1 ile g¢alisma sonrasi agirliklar1 arasinda

gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi (p=0.520).

4.1. Isitsel Beyin Sap1 Cevabi Sonuglar

Farelere, calismanin baslangicinda, fareler li¢ aylikken yapilan ABR
sonuglart Kruskal-Wallis ANOVA ile degerlendirildi ve deney gruplar1 arasinda
tiim frekanslarda ABR sonuglar1 agisindan istatistiki olarak anlamli fark olmadigi

saptand1 (p=0.810) (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Calismanin baslangicinda uyaran frekanslarina gore farelerdeki ABR
esikleri ortalamasi (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
zZ ort + ort + ort + ort + p
(kHz) ( SS) ( SS) ( SS) ( SS)
4 40,625 + 4,673 38,75 £5,342 | 39,375+ 4,978 40 + 4,886 0,520
8 15+ 3,632 16,25 + 3,578 16,875 +£4,312 15+4,323 0,472
12 14,375 £4,312 15,625 +4,776 16,25 + 4,933 15+ 3,876 0,496
16 22,5+5,.214 24,375 £ 5,843 25+ 5,985 23,125+6,121 | 0,510
45
40 ,
35 {
3 30
% 25 } ® Kontrol
g 20 I ®Sham Kontrol
515 I ™ Erken
20 1 WGeg
5
0
4 8 12 16
Uyar frekans (kHz)

Sekil 4.1. Deney baslangicinda uyaran frekansina gore farelerdeki ABR

esikleri ortalamasi (p=0,810). Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1
gostermektedir.




Benzer sekilde, deneyin 3. ayinda (fareler 6 aylikken) yapilan ABR'lerde
de gruplar arasinda anlamh fark saptanmadi (p=0,635) (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
Farelerin ABR esikleri, deneyin baslangicinda elde edilen esikler ile
karsilastirildiginda, biitiin gruplarda, tiim frekanslarda bir miktar kayip
izlenmesine ragmen 3 ve 6. aylar arasindaki ABR esikleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (erken tedavi icin p=0,253, gec¢ tedavi igin

p=0,322, kontrol grubu i¢in p=0,452, sham kontol grubu i¢in p=0,343).

Tablo 4.2. Calismanin 3. ayinda uyaran frekanslarima gore farelerdeki ABR
esikleri ortalamasi (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
(kHz) (ort = SS) (ortx SS) (ort = SS) (ort = SS) p
4 44,375+ 4,973 43,75 +5,313 40 £5,212 41,875 +4,892 | 0,613
8 18,125 + 3,323 20,625 + 3,967 17,5+4,112 18,125 +4,033 | 0,512
12 16,875+ 3,612 17,5 £3,453 16,875+3,834 | 19,375+3,673 | 0,472
16 27,5 £ 4,345 28,125+ 5,173 26,25 + 4,873 28,75 +4,364 | 0,520
50
45 -
40
= S0
-
=0 S0 = Kontrol
25
®Sham Kontrol
£ 20
& 15 - ®Erken
10 - .(je;
5
0

q B 12 16
Uyar frekansi (kHz)

Sekil 4.2. Fareler 6 aylikken, ¢alismanin 3. ayinda, uyaran frekansina gore
farelerdeki ABR esikleri ortalamasi (p=0,735). Hata cubuklar
standart sapmay1 gostermektedir.

Deneyin 6. ayinda yapilan testlerde (ki gec tedavi grubundaki fareler 3
aydir, erken tedavi grubundaki fareler 6 aydir CoQ10 tedavisi almaktaydi) erken

tedavi verilen farelerde ABR esiklerinin kontrol, sham kontrol ve gec¢ tedavi
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gruplarindan anlamli olarak diisiik oldugu saptandi (p=0,007). Geg¢ tedavi,

kontrol ve sham kontrol gruplari arasinda ise ABR esikleri agisindan anlamli fark

saptanmadi (p=0,354) (Tablo 4.3, Sekil 4.3). Deneyin 3. ve 6. ay1 arasindaki

ABR esikleri karsilastirildiginda, erken tedavi grubunda ABR esiklerinde anlamli

bir fark saptanmazken (p=0,264), ge¢ tedavi, kontrol ve sham kontrol gruplarinda

ise ABR esiklerinin anlamli olarak yiikseldigi izlendi (geg¢ tedavi i¢in p=0,004,

kontrol grubu i¢in p=0,008, sham kontrol grubu i¢in p=0,007).

Tablo 4.3. Fareler 9 aylikken uyaran frekansina gore farelerdeki isitme
esikleri ortalamasi (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
(kHz) (ort = SS) (ort = SS) (ort = SS) (ort = SS) p* p**
4 51,25+8,873 | 51,875+9,412 | 42,5+10,112 | 49,375+10,883 | 0,005 | 0,312
8 24,375 +3,323 | 26,25+ 3,967 20+4,112 25,625 +£4,033 | 0,007 | 0,245
12 23,75+3,612 | 23,125+3,453 | 19,375+ 3,834 25+£3,673 0,008 | 0,564
16 34,375 + 4,345 35+5,173 30 +4,873 35,625+4,364 | 0,004 | 0,320

p*: Erken tedavi grubu ile diger gruplarinin karsilastiriimasi
p**: Geg tedavi, kontrol ve sham kontrol gruplarinin karsilagtiriimasi

Isitme e 5igi (dB)
& &

n
o

b
o

a 8 12 16

Uyan frekans: (kHz)

= xontrol

B Erken

B Geg

B Sham kontrol

Sekil 4.3. Fareler 9 aylikken uyaran frekansina gore farelerdeki isitme

esikleri ortalamasi. (erken tedavi gruplarinin igitme ortalamasi ile
diger gruplarin ABR esikleri ortalamasi arasinda p=0,007, diger

gruplar arasinda p=0,354). Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1

gostermektedir.
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Deneyin 9. ayinda (fareler 12 aylikken) yapilan testlerde, erken tedavi
grubunun ortalama ABR esiklerinin tiim frekanslarda kontrol ve sham kontrol
gruplarindan daha diisiik oldugu saptandi (p<0,001). Geg tedavi grubunun ABR
esiklerinin ise kontrol ve sham kontrol grubundan daha diisiik oldugu, fakat
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0,05). Erken tedavi
grubunun ABR esikleri, ge¢ tedavi grubundan daha digsiiktii. 12 kHz ve 16
kHz'de bu fark anlamliyken (sirasiyla p=0,004 ve p=0,006), 4 kHz ve 8 kHz'de
fark anlamli degildi (Tablo 4.4, Sekil 4.4). Deneyin 6. ve 9. aylar1 arasindaki
ABR esikleri karsilastirildiginda, tiim gruplarda ABR esiklerinin anlamli plarak
yiikseldigi goriildii (erken tedavi i¢in p=0,009, gec tedavi i¢in p=0,007, kontrol
grubu i¢in p=0,006, sham kontrol grubu i¢in p=0,004).

Tablo 4.4. Fareler 12 aylikken uyaran frekansina gore farelerdeki ABR
esikleri ortalamas1 (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
(kHz) (ort £ SS) (ort £ SS) (ort £ SS) (ort £ SS) p* p** | p***
4 61,875+ 9,673 63,125 +9,412 47,5 £ 8,122 55+ 6,883 0,000 | 0,102 0,312
8 42,5 + 8,323 41,25 +£ 7,967 27,5+6,112 35,625 £ 5,433 0,000 | 0,007 0,245
12 41,25 £8,612 42,5+ 8,453 28,75 £ 7,834 38,75+ 6,773 0,000 | 0,090 0,004
16 57,5 £ 7,435 56,25 + 8,137 37,5 £ 8,873 48,125 + 7,844 0,000 | 0,112 0,006

p*: Erken tedavi grubu ile kontrol gruplariin karsilastirilmasi
p**: Geg tedavi grubuyla kontrol ve sham kontrol gruplarinin karsilagturlmasi

p***: Erken tedavi ile ge¢ tedavi grubunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.4. Fareler 12 aylikken uyaran frekansina gore farelerdeki ABR

esikleri ortalamasi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Fareler sakrifiye edilmeden hemen 6nce, deneyin 12. ayinda, fareler 15
aylikken yapilan ABR'lerde, erken grubundaki farelerde ABR esikleri ge¢ tedavi,
kontrol ve sham kontrol gruplarina gore anlamli olarak iyiydi (p=0,000). Erken
ve gec tedavi gruplari arasindaki ABR esikleri ortalamasi farki 12,5 dB ile 21,25
dB; erken tedavi ve kontrol grubu arasindaki ABR esikleri ortalamasi farki 18,75
dB ile 30 dB; ve erken tedavi ve sham kontrol grubu arasindaki ABR esikleri
ortalamasi1 farki da 20,625 dB ile 28,75 dB arasinda degisiyordu. Geg tedavi
grubu ile kontrol gruplarimin ortalama ABR esikleri karsilastirildiginda, tiim
frekanslarda gec¢ tedavi grubunun ABR esikleri kontrol gruplarindan daha iyi

olsa da, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,102) (Tablo 4.5,
Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Fareler 15 aylikken uyaran frekansina gore farelerdeki ABR
esikleri ortalamasi (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
(kHz) (ort = SS) (ort + SS) (ort + SS) (ort = SS) p* p**
4 75 +£9,563 76,875+ 10,112 | 56,25+9,132 | 68,75 +8,963 | 0,000 | 0,070
8 61,25 £ 8,432 60 + 10,067 31,25+9,012 | 52,5+7,542 | 0,001 | 0,011
12 58,75 £ 8,723 57,5+9,344 32,5+8,123 | 48,75+8,463 | 0,000 | 0,090
16 63,75 +£9,324 63 £9,248 41,25+9,762 55 +8,732 0,000 | 0,112

p*: Erken tedavi grubu ile ge¢ tedavi ve kontrol gruplarinin karsilagtiriimasi
p**: Geg tedavi grubuyla kontrol ve sham kontrol gruplarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.5. Deneyin 12. ayinda uyaran frekansina gore farelerdeki ABR
esikleri ortalamasi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1

Calismanin baglangicindan 15. aya kadar olusan ABR esigi degisimleri
de degerlendirildi (Tablo 4.6, Sekil 4.6). Kontrol ve sham kontrol gruplarinda
ortalama ABR esigi degisimi 34,375 dB ile 46,25 dB arasinda degisiyordu
(p=0,935). Erken tedavi grubunda esik degisimi 14,375 dB ile 16,875 dB
arasindayken, gec tedavi grubunda degisim 28,75 dB ile 37,5 dB arasindaydi.
Erken tedavi grubunda ABR esigi degisiklikleri tiim frekanslarda kontrol
gruplarindan diisiiktii (p=0,000). Erken ve gec¢ tedavi gruplarmin son esik
degisim farklar1 11,875 dB ile 23,125 dB arasinda degisiyordu. Bu fark 4 kHZ'de
anlaml degilken (p=0,823), 8, 12 ve 16 kHz'de esik degisimi erken tedavi

gostermektedir.

grubunda anlamli olarak diistiktii (p=0,000).
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Tablo 4.6. Tedavi baslangict ve sonu arasinda gruplardaki ABR esigi
degisiklikleri (degerler dB SPL olarak verilmistir).

Frekans Kontrol Sham Kontrol Erken Geg
(kHz) (ort £ SS) (ort £ SS) (ort £ SS) (ortt SS) p* p**
4 34,375 £ 10,235 | 38,125+ 11,121 | 16,875 £ 6,546 | 28,75+7,131 | 0,000 | 0,823
8 46,25 £ 9,986 43,75 £10,154 | 14,375+ 5,856 | 37,5+8,324 0,000 | 0,001
12 44,375+9,824 | 41,875+9,756 | 16,25+6,013 | 33,75+9,345 | 0,000 | 0,000
16 41,25 +£9,142 38,625 +8,543 | 16,25+5,945 | 31,875+8,648 | 0,001 | 0,000

p*: Erken tedavi grubu ile kontrol gruplarinin karsilastirilmast

p**: Erken tedavi grubu ile geg¢ tedavi grubunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.6. Tedavi baglangic1 ve sonu arasinda gruplardaki ABR esigi degisimi.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

4.2. Gen ifadelenmesi Uzerindeki Degisiklikler

Deney protokoliiniin sonunda elde edilen orta kulak dokularindan RNA

elde edilerek, ters transkriptaz ile cDNA sentezi yapilmis ve hedef genlerin

mRNA ifadelenme diizeyleri kantitatif Real-Time PCR analiz yontemi ile

belirlendi. Hedef genlerin yasa bagli isitme kaybinin 6nlenmesi iizerine diizeltici

etkilerinin arasgtirilmasi ¢alisma i¢in ¢ok onemli bir yer tuttugundan her bir gen

icin en az 5 tekrar olacak sekilde Real-Time PCR analizi yapildi.
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Real Time PCR analizinde primerlerin ilgili gen dizileri ile baglanmasi
bu genin ortamdaki derigimi ile dogru orantilidir. Bir gene ait mRNA ortamda ne
kadar fazla bulunursa eslesmeyle dogru orantili seyreden amplifikasyonlar
1isimanin o kadar erken gergeklesmesine neden olur. Bu bilgiler 1518inda, yasa
bagli isitme modeli olusturulduktan sonra uygulanan CoQ10 tedavisi sonucunda
orta kulak dokularinda iNOS, COX-2, Nf-kB ile apoptoz olusumunda etkili olan
Bcl-2, Bcel-xL, Bax ve Bak genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinin
karsilastirmali degerlendirmeleri yapildi. Bu genlerin mRNA diizeylerini
belirlemek igin kantitatif Real-time PCR ydntemi kullanildi. Ifade diizeylerinin
karsilagtirmali analizi Qiagen-REST-2009 (Relative Expression Software Tool)
programu ile birlikte Qiagen-RT® Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

programi kullanilarak es zamanl olarak gergeklestirildi.

Olusan yasa bagli isitme kayb1 modelinde, erken tedavi grubunda kontrol
ve sham kontrol gruplarina kiyasla hiicrede artan apoptozdan sorumlu olabilecek
Bax, Bak gibi pro-apoptotik genlerin mRNA ifadelenme diizeylerinin anlamli
diizeyde azaldig1 (p<0,05), Bcl-2, Bel-xL gibi anti-apopototik genlerin mRNA
ifadelenme diizeylerinin anlamh diizeyde arttig1 (p<0,05) ve inflamasyonda rol
oynayan inflamatuar mediatoérlerden iNOS, COX-2 ve Nf-kB genlerin mRNA
ifadelenme diizeylerinin istatistiksel olarak azaldigi (p<0,05) gozlenirken, gec
tedavi grubunda ise kontrol ve sham kontrol gruplarina kiyasla Bax, Bak gibi
pro-apoptotik genlerin mRNA ifadelenme diizeylerinin azaldigi, Bcl-2, Bel-xL
gibi anti-apopototik genlerin mRNA ifadelenme diizeylerinin arttigi, ancak bu
artis ve azalislarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil
4.7). Yine ge¢ tedavi grununda inflamatuar mediatorlerden iNOS, COX-2 ve Nf-
kB genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinin erken tedavi grubuna benzer
sekilde azaldig1 gozlenirken, bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gozlendi (p>0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Yasa bagl isitme kayb1 modelinde CoQ10’un hedef genleri
bagil mRNA ifadelenme diizeyleri tizerindeki etkisi.
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5. TARTISMA

Yasa bagl isitme kaybi, diinya ¢apinda milyonlarca insani ilgilendiren,
kompleks bir dejeneratif hastaliktir. Duyusal yetersizligin en 6nemli sebebi
olarak insanlar1 ¢evresinden uzaklastirarak izolasyon ve depresyona yol acgabilir
(61). Ayrica, gelistikten sonra, yasa bagli isitme kayb1 rehabilitasyonu,
rehabilitasyon merkezleri, cihazlar (isitme cihazlar1 ve koklear implant), ve baska
teknolojilerin (80) kullanimini1 gerektiren olduk¢a pahali bir durumdur. Bu
durum sosyal giivenlik kurumlaria agir yiik getirdigi gibi, bu tip rehabilitasyon
ve cihazlarin bu kurumlar tarafindan tam olarak karsilanmadigi bizim gibi
iilkelerde hastalarin cebinden ¢ikan masraflar da olduk¢a fazladir (81). Sonug
olarak, isitme cihazlarindan fayda gorecek hastalarin %25 veya daha azi bu
cithazlart kullanabilmektedir (82); kullanmayan hastalarin %76's1 ise cihaz
kullanmamanin en 6nemli sebebini maliyet olarak belirtmektedir. Ilging olarak,
isitme cihazlarinin sosyal giivenlik kurumlar tarafindan karsilandig: iilkelerde,
iler1 yaghlarda cihaz kullanim oaranlart %60'm {izerindedir (83). Yiiksek
prevelansi, yaslt bireylerin genel saglik durumu ve hayat kaliteleri tizerindeki
ciddi etkisi ve rehabilitasyonun birey veya sosyal giivenlik kurumlarina maliyeti

yasa bagli isitme kaybin1 6nemli bir halk saglig1 sorunu haline getirmektedir.

Hiicre yaslanmasinda, yasla ilgili en temel patoloji serbest radikallerin
yol actig1 olusan oksidatif hasardir. Mitokondrilerin, serbest radikallerin (ROS ve
RNS) 6nemli bir kaynagi ve ROS/RNS kokenli oksidatif hasarin asil merkezi
oldugu artik yaygin olarak kabul gérmektedir (38).

Koklea dokusu, ses uyarimina cevap veren mekanosensoriyel tiylii
hiicrelerinin yiiksek metabolik ihtiyaclarindan dolay1 oksidatif hasara oldukca
hassastir. Normalde, fizyolojik durumlar sirasinda tiiylii hiicre mitokondrilerinde
iiretilen ROS, tlylii hiicrelerin endojen antioksidan mekanizmalar1 ile ortadan
kaldirilir. Fakat yas ilerledikge ROS yikimindan sorumlu olan enzimlerin
ekspresyonu azalir, oksidatif denge bozulur, oksidasyon artarak genetik ve
hiicresel degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu durum, hiicresel disfonksiyon ve ilerleyici

koklear dejenerasyonla sonuglanir (84). ROS'taki bu artis, ayn1 zamanda koklear
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kan akiminda azalmayla birlikte, destek yapilar ve sinir liflerinde inflamasyon ve

dejenerasyonu da tetikler (85).

Bu calismada, oksidatif hasarin hiicre yaslanmasi ve isitme kaybi
tizerindeki olumsuz etkilerini gosteren c¢alismalar 1s18inda, oldukca giiclii bir
antioksidan olan CoQI10 tedavisinin farelerde presbiakuzi gelisimi iizerindeki
etkisinin belirlenmesi amaglandi. Caligmanin baglangicinda, fareler heniiz 3
aylikken yapilan ABR incelemelerinde, farelerin ABR esikleri arasinda herhangi
bir fark saptanmadi. Benzer sekilde, erken tedavi grubundaki fareler 3 aydir
tedavi aldiklar1 halde, 6. ay kontrol ABR'lerinde de fareler arasindaki ABR
esiklerinin farkli olmadigi saptandi. 6. ay kontrol ABR'lerinde farelerin hepsinde,
tim frekanslardaki ABR esiklerinde, az miktarda da olsa yilikselme oldugu
gozlendi. Gruplar arasinda ABR esikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu. Bu bulgular, bu tiir farelerde isitme kaybinin fareler 6. aylik olduktan
sonra basladigini gosteren literatiirdeki onceki ¢alismalarla uyumluydu (60-63).
Erken tedavi grubundaki fareler 3 aydir tedavi almis olmasina ragmen o gruptaki
farelerin ABR esiklerinin diger gruplardakinden farkli olmamasinin sebebinin;
hem hentliz farelerde istatistiksel olarak anlamli bir isitme kaybi gelismemis
olmasina, hem de CoQI10'un genetik diizeyde yol actig1 degisikliklerin klinik

etkilerinin ortaya ¢ikmamasina bagl oldugu diisiiniildii.

Calismanin 6. ayinda, fareler 9 aylik oldugunda yapilan ABR'lerde, (bu
zaman diliminde erken tedavi grubundaki fareler 6 aydir, ge¢ tedavi grubundaki
fareler ise 3 aydir tedavi aliyordu), erken tedavi grubundaki farelerde ABR
esiklerinin kontrol, sham kontrol ve ge¢ tedavi grubundaki farelerden anlamli
olarak daha diisiik oldugu goriildii. Geg¢ tedavi grubu ile kontrol gruplari arasinda
ABR egsikleri arasinda anlamli bir fark yoktu. Fareler 6 aylikken elde edilen
esikler ile 9 aylikken elde edilen esikler karsilastirildiginda, ge¢ tedavi, kontrol
ve sham kontrol gruplarinda ABR esiklerinin anlamli olarak yiikseldigi
gozlenmisken, erken tedavi verilen grupta 6 ila 9. ay esikleri arasinda anlamli bir
fark saptanamadi. Benzer sekilde, Heman-Ackah ve ark., kombine antioksidan
tedavisinin erken donemde basladiginda isitme kaybinin ortaya c¢ikmasini
onelemede etkili oldugunu ortaya koymuslardir (53). Bu bulgular, erken CoQ10
baslanan farelerde yasla ortaya ¢ikan degisikliklerin daha ge¢ ve daha diisiik
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diizeyde goriildiigiinii, yasa bagl isitme kaybina yol acan olas1 mekanizmalarin
ortaya ¢iktig1 6. aydan sonra tedavi baslanan farelerde ise CoQ10'un etkisinin
heniiz goriilmedigini ortaya koymustur. Bu, CoQ10 tedavisine baglama siiresinin

isitme kaybini engellemede etkili oldugunu ileri siiren hipotezimiz ile uyumludur.

Fareler 12 aylik oldugunda, yani erken tedavi grubundaki fareler 9, gec
tedavi grubundaki fareler 6 ay siiresince tedavi aldiktan sonra yapilan ABR
incelemelerinde, erken tedavi grubunun ABR esiklerinin ge¢ tedavi, kontrol ve
sham kontrol gruplarindan daha diisiik oldugu izlendi. Benzer sekilde, ge¢ tedavi
grubunun ABR esikleri kontrol gruplarindan daha diisiik olsa da bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Literatiirde daha dnce yapilan caligmalar (65-
67), bu tiir farelerde 12. ayda isitme kaybimin iyice belirginlestigini ortaya
koymustur. Bizim g¢alismamizda da fareler 12 aylik oldugunda isitme kaybi
Ozellikle kontrol gruplarinda belirgin sekilde ilerlemisti. Erken donemde tedavi
baslanan farelerde bir miktar isitme kaybi gozlense de, bu farelerdeki ABR
esikleri kontrol gruplarindan anlamli olarak diisiiktii. 6 aydir CoQ10 tedavisi alan
gec tedavi grubundaki farelerde ise ilacin etkisi goriilmeye baslamis ve
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol gruplarindan daha iyi esikler elde

edilmistir.

Calismanin son ABR'si hayvanlar 15 aylikken, fareler sakrifiye
edilmeden hemen Once yapildi. Yapilan testlerde, erken tedavi grubundaki
farelerin ABR esiklerinin gec¢ tedavi ve kontrol gruplarindan anlamli olarak
diisiik oldugu saptandi. Benzer sekilde, ¢alisma sonunda geg¢ tedavi grubundaki
farelerin de ABR esikleri biitiin frekanslarda kontrol grubundaki farelerin ABR

esiklerinden 1yiydi ama bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Calismanin baslangicindan farelerin sakrifiye edildigi 15. aya kadar olan
ABR esigi degisimleri degerlendirildiginde ise, erken tedavi grubundaki
farelerde tiim frekanslardaki ABR esigi farkinin kontrol gruplarindan anlamli
olarak daha diisiik oldugu saptandi. Erken tedavi grubu ile ge¢ tedavi grubu
karsilastirildiginda, erken tedavi grubundaki farelerde ABR esigi farklarinin 8§,
12 ve 16 kHZ'de anlamli olarak daha diisiikken, 4 kHz'de erken ve ge¢ tedavi
gruplar1 arasinda ABR esigi degisimi arasinda anlamli bir fark yok gozlenmedi.

Geg tedavi grubundaki farelerde ABR esigi degisimi tiim frekanslarda kontrol
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gruplarindaki farelerden daha diisiiktii fakat bu fark istatistiksel olarak anlam

yaratacak kadar fazla degildi.

Yasa bagl isitme kaybinin énlenmesi ve tedavisinde simdiye kadar farkl
antioksidan tedavi secenekleri denenmis fakat celigkili sonuglar elde edilmistir.
Hayvan calismalarinda, C57BL/6 fareler 17 farkli antioksidan igeren diyetle
beslendiklerinde, yasa bagli isitme kaybinin alfa-lipoik asit ve CoQI10 ile
neredeyse tamamen engellendigi, N-asetil-L-sisteinin ise kismen etkili oldugu
gosterilmistir (27). Calismada kullanilan diger antioksidanlarin isitme kaybi
tizerine herhangi bir etkisi bulunamamistir. C vitamini desteginin, C57BL/6
farelerde kokleada C vitamini diizeylerini arttirmadigi, veya yasa bagl isitme
kaybin1 engellemedigi gosterilmisken (86), E, C vitaminleri, melatonin veya
lazaroid verilen Fischer 344 ratlarinin, plasebo alan ratlara gore isitsel
duyarliliginin daha iyi oldugu ve daha az mtDNA silinmesi izlendigi ortaya

konmustur (45).

Benzer sekilde, 6 ay siiresince oral lesitin destegi alan Fischer 344
ratlarda kontrollere gore daha iyi isitme esikleri elde edilmistir (87). CBA/J
fareleri, A, C, E vitaminleri, L-carnitine ve alfa lipoik asit i¢eren antioksidanla
zenginlestirilmis diyetle beslendiklerinde i¢ kulak dokularinin antioksidan
kapasitesinin belirgin olarak arttig1 bulunmustur. Fakat bu hayvanlarda spiral
ganglion hiicreleri ve tiiylii hiicrelerdeki kayipta azalma ve yasa bagl isitme

kaybinin derecesinde diizelme saptanmamaistir (88).

Bulgularimiz, onceki calismalarin da 1s18inda, antioksidan desteginin,
yasa bagl isitme kaybindan sorumlu genotipik degisiklikler ortaya ¢ikmadan
erken donemde baslandiginda daha etkili oldugunu gostermektedir. Yasa bagh
isitme kaybi ortaya ciktiktan sonra tedaviye baslandiginda, molekiiler seviyede
halihazirda baslamis olan apoptotik siire¢ ve inflamasyon nedeniyle CoQ10 daha
az etkili olmus olabilir. Bu sonuglar, antioksidanlarin yasa bagl isitme kaybinin
tedavisinde degil de dnlenmesinde etkili oldugunu ortaya koymus olan 6nceki
caligmalar (53-57) ile de uyumludur. Bu durum, memelilerde tiiylii hiicreler ve
spiral ganglion ndronlarinin rejenere olamamasina baghdir, bu nedenle olusan
hasar sonrasi isitme tekrar diizelemez. Bu bulgular, CoQ10un yasa bagh isitme

kaybi gelisimini 6nlemede etkili oldugunu ileri siiren hipotezimiz ile uyumludur.
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Deney siiresince hi¢ bir tedavi uygulanmayan kontrol grubundaki fareler
ile, CoQ10'u ¢6zen madde olan %30 DMSO'nun uygulandigi sham kontrol
grubundaki fareler arasinda ABR esiklerinde herhangi bir fark saptanmadi. Bu
bulgu DMSO'nun isitme lizerine olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisi

olmadig1 hipotezimizi destekledi.

Sanchez-Rodriguez ve ark., giicli bir antioksidan ailesi olan
polifenollerden olusan bir karisimin, yaslanmanin kokleanin biitiinligii
tizerindeki yikici etkilerini azaltarak yasa baglh isitme kaybina karsi ciddi bir
koruma sagladigini gostermislerdir (89). I¢ kulaktaki yashilik hasarma karsi
olusan bu koruma, adi gecen maddelerin antioksidan 6zelligi nedeniyledir.
Benzer sekilde, Heman-Ackah ve ark. da bir antioksidan tedavi
kombinasyonunun (askorbik asit, B12 vitamini, folat, riboz-sistein, NW-nitro-L-
arjinin metil ester ve L-sistein-glutatyon disiilfid), hayvan modelinde ABR esik
degisimlerini etkin olarak azalttigini1 gostermislerdir (53). Marie ve ark., 10 hafta
boyunca i¢cme sularina N-asetil sistein katilan farelerde, yasa bagli isitme
kaybinin tamamen engellenmese bile daha ge¢ ortaya c¢iktigin1 ortaya
koymuslardir (90). Yazarlar, N-asetil sisteinin bu etkisini, mitokondride iiretilen
ROS overekspresyonunu azaltarak hiicresel ve mitokondriyal hasari
engellemesine, bunun sonucu olarak da koklear tiylii hiicreler ve sinir

hiicrelerinin apoptozisindeki azalmaya baglamislardir.

Someya ve ark., C57BL/6J farelerdeki yasa bagl isitme kaybinin Bak-
bagimli mitokondriyal apoptozis araciligiyla oldugunu ve mitokondriyal
antioksidanlar1 igeren oral destek tedavilerinin, kokleada Bak ifadelenmesini
diisiirerek koklear hiicre olimiinii azalttigit ve yasa bagl isitme kaybim
onledigini gostermislerdir (56). Biz de ¢alismamizda, benzer sekilde, koklear
dokuda Bak ve Bax gibi mitokondriyal apoptozisi yolaginda énemli rol oynayan
pro-apoptotik genlerin ifadelenme diizeylerinin, isitme kaybina yol acan i¢ kulak
hasar1 baglamadan CoQ10 verilmeye baslanan farelerde, gec¢ tedavi ve kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik oldugunu ortaya koyduk.
Buna paralel olarak, apoptozisi baskilayan anti-apoptotik genler olan Bcl-2 ve
Bcl-XI1 genlerinin koklear dokudaki mRNA ifadelenme diizeyleri de kontrol ve
gec tedavi gruplanyla karsilagtirildiginda anlamli olarak yiiksekti. Bu bulgular
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bize, CoQ10'un, mitokondriyal apoptozis aracili hiicre 6liimiinii baskilayarak

yasa bagli ortaya cikan degisiklikleri azalttigin1 géstermektedir.

Memeli hiicrelerinde kronik inflamasyonun yaslanmaya bagli hiicre ici
hasarda rol oynadig1 net bir sekilde ortaya konmustur (52). Yaptigimiz ¢alismada,
erken donemde CoQIl0 tedavisi baslanan farelerin koklea dokularinda
inflamatuar siirecte farkli seviyelerde 6nemli rolleri olan mediatorlerden iNOS,
COX-2 ve Nf-xkB genlerinin ifadelenme diizeylerinin diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik oldugunu bulduk. Geg¢ tedavi grubunda
ise bu genlerin ifadelenme diizeyleri kontrol gruplarinda daha diisiik olmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu durum, yasliliga baglh
degisikliklerin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan kronik inflamatuar siirecler
heniiz ortaya ¢ikmadan CoQIl10 uygulamasinin, bu siireclerin ortaya c¢ikisini
yavaslattigint gdstermektedir. Bu siirecler basladiktan sonra kullanilmasi da
inflamatuar prosesleri bir miktar baskilamakla birlikte, ne klinik ne molekiiler

diizeyde bir degisiklige yol acamamaktadir.

Hayvan deneylerinde farkli calismalarda elde edilen farkli bulgular,
antioksidan destegiyle yasa bagli isitme kaybinin engellenmesi veya
geciktirilmesinin, antioksidan bilesiklerin tipi ve dozaji, uygulanan tedavinin
zamanlamasi ile siiresi, lizerinde deney yapilan tiir ve suslarin 6zellikleri gibi bir

cok faktorden etkilenebilecegini gostermektedir.

Cesitli antioksidanlarin, degisik siirelerde denendigi insan ¢alismalarinda
da farkli sonuglar bildirilmistir. Suda c¢6ziinebilen CoQ10 (QTER®) ve E
vitaminin 1 ay boyunca oral olarak verdigi eriskinlerde, QTER alanlarda hava ve
kemik isitme esiklerinde E vitaminine oranla belirgin diizelme saptanmistir (55).
3 yil boyunca folik asit verilen bireylerde, algcak frekanslardaki kayiplarda
azalma saptanmisken, yiiksek frekanslarda bir degisiklik saptanmamistir (91).
Takumida ve ark., yaptiklar1 iki ayr1 ¢alismada 8-52 hafta boyunca cesitli
antioksidan kombinasyonlariin (rebamipide, alfa lipoik asit ve C vitamini)
verildigi yashlarda tiim frekanslarda belirgin diizelme saptamisken (92, 93),
Polanski ve ark. 6 ay boyunca farkli antioksidan (ginkgo biloba ekstrakti, alfa
lipoik asit ve C vitamini, papaverin klorhidrat ve E vitamini) alan bireylerde,

isitme esiklerinde anlamli  bir degisiklik gosterememislerdir (94). Bu
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caligmalarda farkli sonuclar elde edilmesinin nedeni, kontrollii ortamlarda isitme
kayb1 gelismeden dnce uzun siire takip edilebilen deney hayvanlarinin tersine,
isitme kaybimi1 etkileyebilecek giiriilti maruziyeti, eslik eden hastaliklar,
beslenme Ozellikleri, kullanilan ilaglar ve diger farkli ¢cevresel faktorlerin kontrol
altina alinamamasiyla birlikte nispeten kisa takip stireleridir. O yiizden yasa bagh

isitme kaybini inceleyen ¢alismalarda tercih edilen yontem hayvan ¢alismalaridir.

Calismamizda, literatiirde onceki calismalarla (27, 55) uyumlu olacak
sekilde, CoQ10'un tek basina kullanildiginda dahi yasa bagl isitme kaybina kars1
koruyucu etkisi oldugunu gosterdik. Bu etki, 6zellikle CoQI10 isitme kaybi
baslamadan 6nce kullanilmaya bagladiginda belirgindi. CoQ10'un bu koruyucu
etkisi, yaptigimiz molekiiler calismalarin da ortaya koydugu gibi, antiinflamatuar
ve antiapoptotik 6zelliklerinin ortaya ¢ikardig1 antioksidan 6zelliklerine baglidir.
CoQ10, koklea dokusunda pro-apoptotik genler olan Bax ve Bak genlerinin ve
NF-kB, COX-2 and iNOS gibi inflamatuar aracilarin mRNA ifadelenme
diizeylerini azaltirken, Bcl-2 and Bcl-xL gibi anti-apoptotik genlerin mRNA
ifadelenme diizeylerini arttirir. CoQ10'un neden oldugu bu degisiklikler,
kokleadaki yaglanma siirecini yavaslatarak, yaslanmanin yol a¢tig1 degisiklikleri

geciktirir.

Bu calismada, fonksiyonel ve molekiiler incelemeler ile, oksidatif
metabolizmada bir ¢cok noktada etki ederek antioksidan 6zellik gosteren CoQ10
tedavisinin C57BL/6 farelerde yasa bagl isitme kaybinin ortaya c¢ikisimni
geciktirebilecegi ve siddetini azaltabilecegi ortaya konmustur. Bu fayda,
ozellikle tedavinin isitme kaybindan once baslandigi erken tedavi grubunda
belirgindir. Ge¢ tedavi grubundaki ABR sonuclar1 da kontrollerden daha iyi
olmasma ragmen ne molekiiler diizeydeki degisiklikler, ne de ABR esikleri

kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli olarak iyi degildi.

Bu caligmanin en 6nemli simirlamasi, teknik yetersizlikler nedeniyle 32
kHz'1 de kapsayan bir ABR cihazi kullanilamamasidir. Yasa bagl isitme kaybi
yiiksek frekanslarda baglar, bu nedenle bu konu {izerinde yapilmis olan 6nceki
hayvan ¢aligmalarinin, hepsi olmasa bile biiyiikk cogunlugu, 32 kHz ABR
Olctimlerini de igermektedir. Ayrica, ¢calismamizda inceledigimiz genlerin sadece

koklear dokudaki ifadelenme diizeyleri arastirildi ki, literatiirde bu konuda
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yapilmis bu kapsamdaki ilk ¢alisma olmasina ragmen, bu durum isitme kaybinin
sadece periferik komponentinin molekiiler diizeyde incelenmesine neden
olmaktadir. CoQ10'un, yaslanmayla birlikte isitmenin santral yollarinda ortaya
cikan degisiklikler iizerine yaptig1 etkilerin ortaya konabilmesi i¢in santral isitme

merkezlerine yonelik farkli histopatolojik ve molekiiler calismalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Yasa bagh isitme kaybi modeli olarak literatiirde yaygin olarak
kullanilan C57/BL6 farelerde 6. aydan itibaren yasa bagli isitme kaybi

gozlenmeye baglandi.

2. Yasamlariin 3. ayindan itibaren 100 mg/kg/giin CoQ10 alan farelerde,
yasla beraber goriilen isitme kaybi anlamli olarak daha diisiik siddette ortaya
cikti. Fareler 9, 12 ve 15 aylikken yapilan ABR incelemelerinde erken tedavi
grubunu olusturan bu farelerin ABR esikleri ge¢ tedavi ve kontrol gruplarindan

anlaml olarak distikti.

3. Alt1 aylik olduktan sonra CoQ10 tedavisi baslanan farelerdeki isitme
esikleri degerlendirildiginde, fareler 9 aylikken yapilan ABR incelemelerinde
kontrol gruplariyla bir fark saptanmazken, 12 ve 15 aylikken yapilan
incelemelerde ABR esiklerinin kontrol gruplarindan daha iyi oldugu saptandi.
Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu durum, isitme kaybina neden
olan hiicresel degisiklikler basladiktan sonra tedavi baslanmasinin, halihazirda

olusan hasar1 geri doniistlirememesine baglidir.

4. Herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol grubu ile CoQ10'un ¢oziildiigi
madde olan DMSO'nun uygulandig1 farelerde beklendigi gibi 6. aydan itibaren
isitme kayb1 goriilmeye baslamis ve bu kayip zaman ilerledikge derinlesmistir.
Iki grup arasinda calisma boyunca yapilan ABR'lerde herhangi bir fark
saptanmamistir. Bu durum DMSO'nun isitme {izerine etkisi olmadigini

gostermektedir.

5. Calismanin baglangici ile sonu arasindaki ABR esigi degisimleri
incelendiginde, erken tedavi grubundaki ABR esigi degisimi, kontrol
gruplarindan anlamli olarak diisliktii. Geg¢ tedavi grubundaki esik degisimi
kontrol gruplarindan diisiik olsa da, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Erken tedavi ile gec¢ tedavi gruplar1 karsilastirildiginda, erken tedavi
grubunun ABR esigi degisikliklerinin 8, 12 ve 16 kHz'de ge¢ tedavi grubundan
anlaml olarak diisiik oldugu goriildii. 4 kHz'de goriilen esik degisiminde anlamli

fark goriilmedi.
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6. Fareler sakrifiye edildikten sonra i¢ kulaklar1 c¢ikarilarak yapilan
molekiiler biyolojik incelemede, erken tedavi baslanan farelerin koklealarinda
pro-apoptotik genler olan Bax ve Bak genlerinin ve NF-kB, COX-2 and iNOS
gibi inflamatuar aracilarin mRNA ifadelenme diizeyleri kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli olarak diisiikken, Bcl-2 and Bcl-xL gibi anti-
apoptotik genlerin mRNA ifadelenme diizeyleri yiiksekti. Geg tedavi grubunda
da benzer degisiklikler goriilmesine ragmen, kontrol gruplari ile gec tedavi grubu
arasindaki ifadelenme diizeyi farklari istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
bulgular, CoQ10'un fareler ilizerinde ABR incelemeleri ile ortaya koydugumuz
presbiakuziden koruyucu etkisinin antioksidan ozelliklerinden kaynaklandigini

gostermektedir.

7. Bu sonuglar, farelerde presbiakuzi gelisimine yol agan mekanizmalar
olusmadan CoQ10 tedavisi baslamanin isitmenin korunmasinda etkili oldugunu
ortaya koymustur. Isitme kaybi1 basladiktan sonra tedavi baslanan farelerde de
kontrol gruplarinda daha iyi ABR esikleri ve daha diisiik bir ABR esigi degisimi
izlense de, aradaki fark anlamli degildi. Bu durum isitme kaybina neden olan
mekanizmalarin  yol acgtigr hasarin  geri doniistiiriilemez olmasina bagh
olabilecegi gibi, farelere verilen CoQ10 dozunun diisiik gelmesi sebebiyle de
olabilir. CoQ10'un antioksidan ozellikleri nedeniyle isitme kaybinin siddetini
azalttif1 g6z Oniline alindiginda, isitme kaybi basladiktan sonra farelere daha

yliksek dozda verilmesi bu gruptaki kaybin da daha diislik olmasina yol agabilirdi.

8. Sonuglarimiz, piyasada farkli ticari formlarda rahatlikla bulunabilen bir
molekiil olan CoQ10'un yasa bagl isitme kaybinin ortaya ¢ikisinin geciktirilmesi
ve siddetinin azaltilmasinda etkili oldugunu gostermistir. Bu etkinin, 6zellikle
tedaviye isitme kaybi1 gelismeye baslamadan Once baslandigi zaman daha

belirgin oldugu ortaya konmustur.

9. Bu bulgular 15181nda, insanlardaki optimal dozun ve tedaviye baslangi¢
siiresinin belirlenmesi i¢in 1ileri ¢aligsmalara ihtiyag vardir. Farkli dozlarin
denendigi, daha yiiksek frekanslar1 kapsayan ABR incelemeleri ile yapilacak
hayvan deneyleriyle birlikte, genis katilimci sayisina sahip insan g¢alismalari

yapilmalidir.
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