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OZET

Fatma Akyiirek, Deneysel Hayvan Modelinde Gentamisine Bagh Gelisen
Kokletoksik Etkiyi Onlemede Ginkgo Biloba Ve Betahistin Dihidrokloriir’iin
Roliiniin Otoakustik Emisyonla Arastirtlmasi. Uzmanhk Tezi, Bolu, 2009.
Calismamizda betahistin ve ginkgo bilobanin gentamisinin neden oldugu ototoksisite
tizerindeki profilaktik etkileri arastirildi. Bu deneyde toplam 30 adet Wistar Albino
kobay fare kullanildi. Fareler, 10’arli gruplar olarak 3 gruba su sekilde ayrildi: a-
ginkgo biloba grubu, b- betahistine dihidroklorid grubu ve c- kontrol grubu.
Calismaya baglamadan 6nce tiim deneklerin otoskopik muayeneleri yapilarak, dis
kulak yollarmin dogal ve timpanik membranlarinin normal oldugu goriildii. Deney
protokoliiniin ilk asamasi olarak biitiin deneklerin otoakustik emisyon Ol¢iimleri
yapilarak deneklerin bazal koklear fonksiyonlar1 6l¢iildii. Betahistin grubuna 21 giin
boyunca ip 5 mg/kg betahistin dihidrokloriir, ginkgo biloba grubuna 10 mg/kg
ginkgo biloba ve kontrol grubuna ip 0,25cc salin solusyonu uygulandi ve 22. giinde
deneklerin ikinci otoakustik emisyon Ol¢timleri yapildi. Daha sonra her ii¢ gruba 20
giin siiresince 8 mg/kg ip gentamisin uygulandi. Gruplara gentamisin uygulanma
asamasinda, betahistin grubuna 5 mg/kg betahistin, ginkgo biloba grubuna 10 mg/kg
ginkgo biloba ve kontrol grubuna ip salin solusyonu verilmeye devam edildi. Yirmi
glinliilk gentamisin uygulanmasi sonrasinda deneklerin son otoakustik emisyon
Olciimleri yapildi. Deneklere yiiksek doz ksilazin ve ketamin verilerek denekler
sakrifiye edildi. Her grupta her bir denek icin elde edilen emisyon degerlerinin SNR
degeri ve DP degerleri dikkate alind1 ve grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmalarda
kullamildi. Istatistiksel olarak her bir grup kendi igerisinde karsilastirildiginda
gentamisin uygulamasi sonrasinda her iic grupta da emisyon degerlerinde diisiis
saptand1. Kontrol grubunda gentamisin uygulamasi sonrasinda emisyon degerleri,
uygulama Oncesiyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis
saptandi. Bdylelikle ototoksisite gerceklestirilmis oldu. Gentamisin uygulanmasi
sonrasinda her li¢ grupta emisyon degerlerinde diisiis saptanmasina ragmen, ginkgo
biloba ve betahistin grubunun degerlerine bakildiginda kontrol grubuna gore diisiisiin

daha az oldugu gozlendi ve istatistiksel olarak anlamsiz idi. Bu sonug¢ kullanilan
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ajanlarin  gentamisin  ototoksisitesine karst koruyucu oOzellikleri oldugunu
diistindiirdii. Gruplar arasindaki karsilagtirmalarda ise gentamisin uygulanmasi
sonrasinda yapilan emisyon ol¢iimiinde DP1000, DP2000, SNR1000, SNR 2000,
SNR 6000 degiskenlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandigi, DP1000,
DP 2000, SNR 1000 ve SNR 6000 degiskeninde bu farklilig1 ginkgo biloba grubunun
yarattigr, SNR 2000 degiskeninde ise betahistin grubunun yarattig1 goriildii. Sonug
olarak, bu caligma ginkgo biloba ve betahistinin, gentamisin ototoksisitesine karsi
koruyucu olma 6zellikleri olabilecegini gdsteriyor. Bununla birlikte bu c¢alismanin
benzer c¢aligmalar ve  histopatolojik  verilerle  desteklenmesi  gerektigi

distintiilmektedir.

Anahtar kelimeler: Gentamisin, Ginkgo Biloba, Betahistin, Otoakustik emisyon
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ABSTRACT

Fatma Akyiirek, Role of Ginkgo Biloba and Betahistine Dihydrochloride in
Prevention of Gentamicin-Induced Cochleotoxicity in an Experimental Model
Using Otoacoustic Emission. Medical Specialty Thesis, Bolu, 2009.

In our study the prophylactic role of ginkgo biloba and betahistine dihydrochloride in
gentamicin-induced cochleotoxicity is investigated. A total of 30 Wistar albino rat
were used in this experiment. Rats were separated into three groups, each with 10
animals, as follows: a- ginkgo biloba group, b- betahistine dihydrochloride group,
and c- control group. Before beginning to the experiment, all of the animals were
carefully examined otoscopically, making sure that their external ears and tympanic
membranes were normal in each animal. For the first step of the experimental
protocol, basal cochlear function of each animal was determined by otocoustic
emission test. Ip 5 mg/kg betahistine dihydrochloride is performed for 21 days to
betahistine group, 10 mg/kg ginkgo biloba to ginkgo biloba group and 0,25 cc salin
solution to control group and on the 22" day, second evaluations of the otoacoustic
emission test were performed. The animals in all of the groups were injected with 8
mg/kg gentamicin intraperitoneally for 20 days. The animals continued to receive 5
mg/kg betahistine dihydrochloride in the betahistine group, 10 mg/kg ginkgo biloba
in the ginkgo biloba group and salin solution in the control group. During this period
of gentamicin administration, obtaining a final otoacoustic emission test at the end of
this period. Animals were than sacrificed while still under the effects of high dose
xylazine and ketamin. Comparisons within each group and between the groups were
achieved based on SNR and DP values obtained in each animal. Statistically,
otoacoustic emission values decreased within each group following the gentamicin
administration. In the control group, statistical significant decrease on the emission
values were determined compared with before and after the gentamicin injection.
Thus, ototoxicity became true. Despite the decrease on the emission values of all
three groups, after the gentamicin injection, decrease in the groups of ginkgo biloba

and betahistine groups is much smaller than the control group, which is statistically
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non-significant. This result give rise to thought that, agent which are used have
prevention properties to gentamicin ototoxicity. Based on DP1000, DP1000, DP2000,
SNR1000, SNR 2000, SNR 6000 emission values determination following
gentamicin administration, there was a statistically significant difference between the
groups. It is seen that, in DP1000, DP1000, DP2000, SNR1000, SNR 6000 emission
values ginkgo biloba group, in SNR2000 emission value betahistine group makes
this difference. In conclusion, this study suggests that ginkgo biloba and betahistine
dihyrdrochloride may have a propyhlactic role in prevention of gentamicin induced
ototoxicity. Further studies, particulary with histopathologic verification may be need

in the future to support this conclusion.

Key Words: Gentamicin, Ginkgo Biloba, Betahistine, Otoacoustic Emission



1. GIRIS

Ototoksisite, ¢esitli terapotik ajanlar veya kimyasal maddelerle karsilagsma
sonucu koklear ve vestibiiler organda ortaya ¢ikan hasarlanma i¢in kullanilan genel
bir kavramdir. Birgcok ajan ototoksisiteye neden olabilir. Ototoksik ajanlar arasinda
antibiyotiklerden aminoglikozidler (streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisin,
netilmisin,  tobramisin, amikasin), makrolidler (eritromisin, azitromisin,
klaritromisin), vankomisin, diliretikler (etakrinik asit, furosemid, bunetanid),
antimalaryal ajanlar (kinin), selat yapici ajanlar (deferoksamin), antineoplastik
ajanlar (sisplatin, karboplatin, nitrojen mustard, 6-aminonikotinamid, vinkristin,
vinblastin) sayilabilir (1).

Aminoglikozidlerin doz bagimli en 6nemli yan etkisinin nefrotoksisite ve
ototoksisite oldugu bilinmektedir (2). Aminoglikozidlerin ototoksisitelerini hangi
mekanizma ile yaptiklar1 uzun yillardir merak konusu olmustur. Son yillarda yapilan
caligmalar sonucunda hiicresel bazda koklear tiiylii hiicrelerde yikim gosterilmistir
(3), fakat biyokimyasal ve molekiiler mekanizma hala tam olarak aydinlatilamamigtir
(3, 4). Ototoksisiteyi onlemek i¢in birgok teori ortaya atilmis ancak bunlarin ancak
bir kismi kayda deger bulunmustur. Ortak goriis olarak mitokondrial protein
sentezinin bozulmasi, glutamaterjik reseptorlerin N-Metil-D-Aspartat (NMDA)
hiperaktivasyon ve serbest oksijen radikalleri iizerinde durulmaktadir (5).

Aminoglikozidlerin ototoksik ve nefrotoksik olmalar1 klinikte kullanimlarini
sinirlandirmaktadir (2). Megalin, 6zellikle bobrek proksimal tiibiillerinde bulunan
hiicre ici yerlesimli bir reseptordiir. Ayn1 zamanda koklear sensorial hiicrelerde de
varligi gosterilmistir (6). Aminoglikozidlerin yapmis olduklart nefrotoksik ve
ototoksik etkinin bu reseptoriin farkli bir mekanizma ile hiicre i¢ine alinmasina
baglanmis, son yillarda reseptor antagonisti ile yapilan ¢calismalara agirlik verilmistir
(7).

Aminoglikozidlerin neden oldugu ototoksisiteyi onlemek icin beraberinde
NMDA reseptor antagonistleri kullanilmis ve ototoksisitenin azaldigi gosterilmistir

(5). Aminoglikozidlerle beraber kullanilan demir selatorleri ve antioksidan ajanlarla



yapilan caligmalarda kokleotoksik ve vestibulotoksik etkinin azaldig1 ve
aminoglikozidlerin serbest oksijen radikalleri {izerinden etki gosterdigi goriilmiistiir
(8). Serbest radikal Onleyici ajanlarla pek c¢ok deneysel calismalar yapilmis ve
ototoksisiteyi Onleyici etkileri gosterilmistir. Bu ajanlar arasinda deferoksamin, 2,3
dihidroksibenzoat, alfa-lipoik asit, salisilat, alfa tokoferol, glutatyon, D-metionin
sayilabilir (9-17).

Etki mekanizmasi ve farmakodinamik o6zelliginden dolay1 vasodilatatér bir
ajan olan betahistin dihidrokloriir, vaskiiler kaynakli kokleovestibiiler semptomlari
olan hastalarda (tinnitus, vertigo) kullanilmaktadir. Ginkgo biloba ise antioksidan,
antidiabetik, noroprotektif, antiastmatik, kardiyoprotektif ve santral sinir sisteminin
stimiilasyonunda etkili olan bir ajandir (18).

Gentamisin ototoksisitesinde, serbest oksijen radikallerinin 6nemli rol
oynadig bilindiginden antioksidan ajanlarin ototoksik etkiyi onleyebilecegi ya da
azaltabilecegi diistinlilmektedir. Bundan yola ¢ikarak aragtirmamizda; (i) olusturulan
hayvan modelinde gentamisin uygulanarak kokleotoksisite  olusturulmasi
hedeflenmistir, (i1) koklear fonksiyonlar1 gosterdigi bilinen OAE testi kullanilacak ve
OAE testi ile koklear fonksiyonlar degerlendirilecektir, (iii) ginkgo bilobanin
antioksidan, betahistin dihidrokloriiriin ise i¢ kulak kanlanmasini artirict etkilerinden
dolay1 gentamisinin OAE testi ile gosterilecek olan kokleotoksisitesi tlizerindeki

profilaktik etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Aminoglikozidler, diinyada yaygin olarak kullanilan bir antibiyotik grubudur,
bakterilerin 30S ribozomal alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe ederek
etki gosterirler (19). Ozellikle Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Serratia
marcescens gibi gram negatif bakterilerin tedavisinde kullanilmaktadirlar (20).
Bakterisid etkili, diisiik maliyetli, nadiren alerjik reaksiyona neden olurlar (21).
Aminoglikozid grubu antibiyotikler arasinda dihidrostreptomisin, streptomisin,

tobramisin, kanamisin, amikasin, gentamisin yer almaktadir (22).
2.1 Gentamisin

Gentamisin en sik kullanilan aminoglikozid grubu antibiyotiktir (21). Ilk
olarak 1940’ 11 yillarda kesfedildikten sonra bakteriyal enfeksiyonlar 6zellikle de
tiilberkiilozun tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Gelismekte olan {ilkelerde,

tiiberkiilozun prevalansinin yiiksek oldugu iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir

(22).
2.1.1 Gentamisin’in Farmakolojik Ozellikleri

Gentamisin, aminoglikozid grubundan Mikromonosporia Purpureadan elde
edilen, yapica birbirine benzeyen {i¢ gentamisin tiirliiniin (gentamisin C1, Cla, C2)
karisimindan ibaret olan bir antibiyotiktir. Tiim aminoglikozidler, glikozid baglarla
birbirine bagli olan amino seker ve alt1 tiyeli aminosiklitol halkasindan olusmaktadir

(23).
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Sekil 1: Gentamisinin kimyasal formiilii-Aydin H. (24)’den alinmustir.

Gentamisin, aminoglikozid grubu antibiyotikler i¢erisinde amikasinden sonra
spektrumu en genis ve antibakteriyel etki giicii en yiiksek olan antibiyotikdir.
Bakterisidal etkilidir. Ozellikle Enterobacteriaceae grubu (E. Coli, Klebsiella,
Aerobacter vb.) bakteriler ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif basiller ve
penisiline ve metisiline dayanikli Staph. aureus suslan {izerinde etkilidir. Sayilan
bakterilerin hepsi in vitro kosullarda gentamisinin 6pg/ml’den daha diisiik
konsantrasyonlar1 ile inhibe olurlar. Bu konsantrasyon serumda, intramiiskiiler
1,5mg/kg gentamisin ile elde edilir (25). Gentamisin polar yapisi nedeniyle
hidrofilik, ¢ok az lipofilik Ozelliktedir. Dolayisiyla gastrointestinal sistemden
absorbsiyonlar1 oldukg¢a diisiiktiir (%1-%3). Ayrica kan-beyin bariyerini gecemezler.
Gentamisin plazma proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz (25). Viicutta
biyotransformasyona ugramadan bobreklerden itrah edilir ve idrarda serumdakinden
10-100 kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Gentamisinin en Onemli

endikasyonu, aerobik gram negatif basillere bagl sistemik enfeksiyonlardir.
2.1.2 Gentamisin Ototoksisitesi
[Ik aminoglikozid olan streptomisinin iiretilmesinden kisa bir siire sonra

ototoksik ve vestibiilotoksik oldugu anlasilmistir (22, 26). Aminoglikozidlerin

kokleotoksik ve vestibulotoksik ozellikleri degiskendir. Streptomisin ve gentamisin



esas olarak vestibiilotoksik iken, amikasin, neomisin, dihidrostreptomisin ve
kanamisin ise kokleotoksikdir (26). Kokleotoksik etki, kalic1i sensorindral isitme
kaybi, vestibulotoksik etki ise (dizziness), ataksi ve nistagmus bulgulari ile kendisini
gosterir (26). Vestibiilotoksik etki fizyolojik olarak kompansasyona ugrarken,
kokleotoksik etki ise koklear tiiylii hiicrelerde rejenerasyon olamadigindan dolay1
kalict isitme kaybi olarak goriiliir (4, 27).

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin (streptomisin, amikasin, gentamisin ve
netilmisin) neden oldugu ototoksik etkinin kokleanin bazal kismindan baglayarak
apekse ilerledigi, ilk olarak dis titrek tiiylii hiicrelerde dejenerasyonun basladigi, tip 1
tilylii hiicrelerin, tip 2 tliylli hiicrelerden daha duyarli oldugu, sonrasinda ise sirasiyla
i¢ titrek tiiylli hiicreler, destek hiicreleri, gangliyon spirale ve sinir lifinin etkilendigi
bilinmektedir (28). Gentamisin ile yapilan c¢alismalarda, destriiksiyonun spiral
gangliyon ve sinir liflerinde daha belirgin oldugu, amikasinde ise spiral ligament ve
stria vaskiilarisin daha ¢ok etkilendigi gdsterilmistir (28).

Kokleotoksik etkinin neden dis titrek tiiylii hiicrelerde ve kokleanin bazalinde
daha belirgin oldugu tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen antioksidanlar
tizerinde yogunlasilmistir. Glutatyon diizeyleri kokleanin bazalinde dis titrek tiiylii
hiicrelerde, apikal dis titrek tiiylii hiicreler gore ve bazalde ig¢ titrek tliyli hiicrelere
gore daha disik bulunmustur. Sha ve ark. (29) yaptiklar1 in vitro calismada
glutatyon diizeyinin apikal hiicrelerde bazal hiicrelerden %25 daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Ototoksik etkinin ortaya ¢ikmasinda uygulanilan ilacin uygulama
yolu (lokal ya da sistemik uygulama), sekli, kullanilan aminoglikozidin tiirii, tedavi
sikligit ve siiresi, emilimi, plazma konsantrasyon diizeyi, eliminasyonu gibi
farmakokinetik Ozelliklerinin yaninda tedavi uygulanan kisinin genotipi, yasi,
karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 gibi pek cok faktor de etkilidir (26). Literatiirde
ototoksik etkiyi goOstermek amaciyla yapilmis olan birgok histolojik ¢aligma
mevcuttur. Kitasato ve ark. (30) yapmis olduklar1 ¢alismada gentamisin, amikasin ve
netilmisin karsilagtirilmis ve gentamisinin en kokleotoksik oldugu gdosterilmistir.
Nakasima ve ark. (31) Meniere hastalig1 iizerinde yaptiklar1 calismada gentamisin
kullaniminin %90-100 oraninda vertigo sikayetini azalttigini, fakat %30 oraninda da

isitme kaybina yol agtigini goriilmiistiir.



Park ve Cohen (32) kanamisin ve amikasinin 6zellikle kokleada toksik etkili
olup, streptomisin ve gentamisinin ise vestibiiler organda toksik etkili oldugu
gozlemlemislerdir.

Bamonte ve ark. (33) ise benzer bir caligmada kanamisin, gentamisin,
netilmisin, sisomisinin kokleotoksik 6zelliklerini karsilagtirmiglar, netilmisinin en az

toksik, gentamisinin ise en toksik oldugunu gostermislerdir.

2.1.3 Gentamisinin Ototoksisite Mekanizmalari
2.1.3.1 Serbest Oksijen Radikalleri

Yapisinda eslesmemis, yani tek elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Siiperoksit ve hidroksil radikali gibi
serbest oksijen radikalleri doku hasarinin 6nemli mediatorleridir (34). Hirose ve ark.
(35) yaptiklart in vivo ¢alismada gentamisin sonrasi yaklasik 1 saat i¢inde hizla
oksijen radikallerinin iiretilmeye baglandigini gostermislerdir. Choung ve ark. (36)
ise benzer bir ¢caligmada gentamisin uygulanmasi sonrasinda aminofenil floresein ve
hidroksifenil floresein ile isaretlenmis reaktif oksijen radikallerini demonste etmisler,
serbest oksijen radikallerinin iiretilmesinden 24 saat sonra koklear hiicre hasarinin
basladigini ve iretilen radikallerin miktar1 ile orantili olarak da koklear stercosilya

kaybini gostermislerdir.

Gentamisinin ototoksik etkisinin serbest oksijen radikalleri iizerinden
gerceklestigi ortak goriis olarak kabul edilmekle beraber, altta yatan biyokimyasal
mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan in vitro c¢alismalarda,
gentamisinin ototoksik etkisini lipid peroksidasyonu iizerinden yaptig1 belirlenmistir
(37). Bu calismalarda kabul edilen dort ana nokta; (i) gentamisinin radikal
olusumunu saglayan kaskad tlizerine direct etkisi yoktur, (ii) gentamisinin bu etkisini
gosterebilmesi i¢in ortamda mutlaka Fe™/* iyonu ve arasidonik asite ihtiyag¢ vardir,
(111) gentamisinin etki gosterebilmesi icin rediiktif aktivasyona ihtiya¢ vardir, (iv)
serbest radikal olusumu i¢in elektron dondr olarak ortamda mutlaka oksijen

bulunmalidir (37, 38).



Hiicre tiirine ve fonksiyonuna gore degisiklik gdstermelerine karsin hiicre
membraninda, % 50-60 oraninda protein, % 40-80 oraninda lipid, %35 oraninda
karbonhidrat bulunur. Ana membran fosfolipidleri gliserofosfolipid ve
sfingolipidlerdir. Gliserolun 1. ve 2. karbonuna yag asitleri ester bagi ile
baglanmistir. Gliseroliin 3. karbonunda ise oldukca polar ve yiiklii iyonik grup
fosfodiester bagi ile baglanmistir. Fosfatidil inositol esansiyel bir fosfolipiddir.
Yapisindaki gliseroliin 2. karbonunda ise arasidonik asit icerir. Bu nedenle fosfatidil
inositol membranlarda, arasidonik asit deposu gibi gorev goriir ve gerekli oldugunda
prostaglandin sentezi i¢in substrat saglar. Gentamisin, fosfatidil inositol lipidlerine
giiclii olarak baglanir, ototoksik etkisini fosfatidil inositole baglanarak gosterir.
Aminoglikozid antibiyotiklerin fosfatidil inositol molekiiliine baglanma affinitesi ile
ototoksik etkileri arasinda korelasyon saptanmistir (39). Gentamisin membran
esansiyel lipidlerinden olan arasidonik asitin {lizerinde sitokrom c’yi rediikte eder,
aragidonik asit ise bu tepkimede elektron dondr olarak gorev alir, sonucta
hipoksantin ksantin oksidaz sistemi stimiile olur (38). Hiicresel stres durumunda
ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi irreversibl olarak ksantin oksidaz (XO)
enzimine doniiglir. Gentamisin ototoksisitesinde hiicre icine giren kalsiyum,
kalmaduline baglanir. Bu baglanma sonucu aktive olan proteazlar XDH’in XO’a
dontistimiine neden olurlar. XO siiperoksit ve hidrojen peroksit olusturmak iizere
elektronlart molekiiler oksijene transfer eder ve molekiiler oksijenden oksijen

radikalleri iiretilmis olur (40).

Koklea, tripeptid glutatyon ve onunla iligkili glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz gibi antioksidan enzimler i¢eren bir korunma sistemine sahiptir. Gentamisin
uygulanmasindan sonra agir1 miktarda iiretilen serbest oksijen radikalleri antioksidan
enzimlerin noétralizasyon kapasitesini asar, bu durum membran lipidlerinin
peroksidasyonuna yol acar. Reaktif oksijen radikallerinin plazma membrani ile
reaksiyona girmeleri, 4-hidroksinonenal gibi yiiksek reaktivite gosteren lipid
peroksidasyon iirlinlerini ortaya ¢ikarir sonugta hiicresel hasar ve hiicre Olimi

gergeklesir (25, 36).



2.1.3.2 Eksitotoksisite

Aminoglikozid ototoksisitesinin altinda yatan énemli bir mekanizma da tiiylii
hiicrelerde olusan eksitotoksinlerdir (41). Vestibiiler sistemde afferent sinirlerin
norotransmisyonu glutamat reseptorleri lizerinden yapilmaktadir. NMDA reseptorii
Ozellesmis glutamat reseptorii olup, vestibiiler afferentlerin stimiilasyonundan
sorumlu olan ana reseptordiir (42). Aminoglikozidler poliamin benzeri 6zellikler
gostererek NMDA reseptorii lizerindeki poliamin bdlgesine agonistik etkilidirler
(42). Aminoglikozidlerin NMDA reseptorleri iizerinde poliamin benzeri aktivasyon
gostermesi,  ototoksisitenin ~ Onemli  bir nedenidir. Literatirde @ NMDA
antagonistlerinin, gentamisinin ototoksisitesini azalttigt  gosterilmistir  (43).
Aminoglikozid ve poliaminin reaksiyona girmesi sonucu glutamat eksitotoksisitesi
olusur. Glutamat kokleada 6zellikle de tiiylii hiicrelerde yogun oldugu bilinen 6nemli
bir norotransmitterdir. Glutamat hiicre i¢i kalsiyum iyon konsantrasyonunu artirir

(42). Hiicre ici artan kalsiyum iyonu nitrik oksit sentaz (NOS) salinimini artirir.

Nitrik oksit (NO) i¢ kulak toksisitesinde 6nemli rol oynadigi bilinen serbest
radikaldir (44). NO’nun fizyolojik konsantrasyonlarda vestibiiler sistem ve kokleada
ndrotransmisyon, isitsel transdiiksiyon ve koklear kan akimimi regiile ettigi
bilinmektedir. NO' nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi sayesinde arjininden iiretilir.
NOS enziminin 3 izotipi vardir, n NOS, e NOS, iNOS. Noéronal ve endotelyal NOS
enzimi normal koklea tiiylii hiicreleri ve sinir lifinde gosterilmistir. Fakat
indiiklenebilir NOS enzimi saglam i¢ kulakta bulunmamaktadir. Gentamisinin
poliamin benzeri etkisi sonucu ya da fazla salinan glutamatin NMDA reseptorii
tizerideki uzamis aktivasyonu sonucu hiicre i¢i kalsiyum salinimi artar. Artan hiicre
ici kalsiyum, kalmaduline baglanarak NOS enzimini aktive eder, sonugta hiicre i¢i
nitrik oksit (NO') artar. NO" direkt sitotoksik etkilidir. Peroksinitrit (ONOQ") , nitrik
oksit(NO") ve siiperoksit (O,") tarafindan olusturulur ve hizlica NO, ve hidroksil
(OH) radikaline doniisiir. Peroksinitrit, hiicre iizerine direkt etkili ve en ototoksik
oldugu bilinen serbest radikaldir. Sonucta NMDA reseptoriiniin aktivasyonu sonucu

nitrik oksit, peroksinitrit gibi serbest oksijen radikalleri tiretilmis olur (42).
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Sekil 2: Gentamisin eksitotoksisitesi-Hong SH ve ark.(42)’dan alinmigtir.
2.1.3.3 Apoptozis

Son yillarda aminoglikozidlerin neden oldugu ototoksisitenin, apoptozis
mekanizmasi tizerinden gelistigi goriisii hakim olmustur (45, 46). Apoptozis veya
diger adiyla programli hiicre 6liimii, ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan
bildirilmistir (47). Tiim multiselliiler organizmalar i¢in énemli kontrolli fizyolojik
bir proses olan apoptozis, morfolojik ve biyokimyasal olaylar sonucunda hiicrenin
“intihar” etmesidir. Apoptozis, hiicre dliimii ile proliferasyonu arasindaki dengeyi
saglayarak embriyogeneziste ve normal doku homeostazisinin saglanmasinda
merkezi rol oynar.

Ototoksisite ve hiicre yaslanmasi durumunda goriilen koklear tiiylii hiicre
kaybinin  esas olarak apoptozis mekanizmas1  {izerinden  gerceklestigi
distintilmektedir. Li ve ark. (48), yaptiklar1 ¢alismada apoptozisin, i¢ kulagin doku
biitlinliigiinii korumak adina gelisen defans mekanizmasi oldugunu ve iki yolla
gerceklestigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismaya gore apoptozis endolenfatik sividaki
K”nun hiicre igine girisi ile baslamakta, makrofajlarin fagositozu ile
sonuglanmaktadir. Aminoglikozidlerin reaktif oksijen radikalleri iizerinden
ototoksisite olusturdugu bilinmektedir (49). Apoptozis primer olarak internal ve
eksternal yolaklar iizerinden enzimlerin aktivasyonu ile regiile edilir. internal yolakta

mitokondriden apoptotik faktorler sitoplazmaya salinir, enzimler aktive olur,
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eksternal yolakta ise enzimlerin aktivasyonu Fas ve TNFR 1 gibi reseptorler
tizerinden gerceklesir (26, 50). Bodmer ve ark. (50) yaptiklar1 c¢alismada
gentamisinin neden oldugu apoptozisin Fas reseptori iizerinden gergeklesmedigini

gostermislerdir.

Gentamisin ototoksisitesinde esas olarak intrensek yolak {izerinden apoptozis
gelisir yani mitokondride olusan serbest oksijen radikalleri apoptozisi indiiklerler
(51). Literatiirde reaktif oksijen radikallerinin c-Jun N-terminal kinaz (JNK)yolunu
aktive ettigi (52) ve JNK yolagimin da antioksidan tedavi ile inhibe edildigi
belirtilmistir (53). Ylikoski ve ark. (45) gentamisinin JNK yolunu aktive ettigini ve
tiiylii hiicrelerde apoptozisi indiikledigini demonste etmislerdir. Bu ¢alismada JNK
yolunu inhibe eden CEP-1347’nin gentamisin ile beraber sistemik uygulanmasi ile
kokleada i¢ titrek tiiylii hiicrelerde daha fazla olmak {lizere hem i¢ hem de dis titrek
tiiylli hiicrelerin korundugu gosterilmistir. Protektif etkinin i¢ titrek tiiylii hiicrelerde

daha fazla olmasini hiicresel strese karsi daha rezistans olmasina baglanmistir.

Genel bilgilerin 1s181nda gentamisin ototoksisitesi ile ilgili {i¢ mekanizma
tartisilmigtir. Her iic mekanizmada da serbest oksijen radikallerinin siirece dahil
oldugu ve hangi mekanizma séz konusu olursa olsun serbest oksijen radikallerinin

tizerinden hiicresel hasarin gelistigi bilinmektedir.
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2.2 Ginkgo Biloba

Ginkgo biloba, yeryliziinde yaklasik 200 milyon yildir varligi bilinmekte
olan, yillardir Cin’de kutsal kabul edilen ve yasayan fosil olarak adlandirilan bir bitki
tiiridiir ve diinyada yaygin olarak yararli tibbi bitki olarak satilmaktadir. Ilk olarak
1771 yilinda Linnaeus tarafindan tanimlamistir. Ginkgo biloba ayni zamanda
Salisburia adiantifolia, Salisburia biloba, Pterophyllus salisburiensis olarak da
adlandirilmaktadir. Ingilizcede “Maidenhair tree”, Japoncada “gingyo”, Fransizcada

“L'arbre aux Quaranteecus” ve “Noyer Du Japon” olarak da isimlendirilirler (55).

Sekil 4: Ginkgo Biloba bitkisi-Singh B ve ark.(55) ‘dan alinmustir.

Yapisinda pek ¢ok metabolit icermektedir. Bu metabolitler temel olarak
terpenoidler, polifenoller, alifenoller, organik asitler, karbonhidratlar, yag asidi ve
lipidler, inorganik tuzlar ve aminoasitlerdir. Cok sayida biyoaktif bilesenler igerir,
en Onemlileri terpen trilaktonlar ve flavonoidlerdir (55). Ginkgo biloba yaprak
ekstraktlar1 asagidaki bilesikleri igermektedir (56).

1. Ginkgolidler

2. Bilobalid

3. Steroller
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4. Flavanoidler
5. Organik asitler

6. Kardanoller ve kardoller

2.2.1 Ginkgo Biloba’nin Etki Mekanizmasi

Ginkgo biloba L. yaprak ekstrakti kompleks yapida bir {iriin olup giliniimiizde
standardize edilmis sekli tedavide kullanilmaktadir. Ginkgo biloba L. yaprak
ekstrakti icerisindeki istenmeyen maddeler uzaklastirilmig, bu iirtin Egb761 olarak
adlandirilmig ve ticari ekstrat haline getirilmistir (56). Yapisinda %24 oraninda
flavonoid ve %6 oraninda terpenoid (ginkgoloid ve bilobalid) bulunmaktadir (56,
57). Flavanoid igerigi lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen radikallerinin hasarina
kars1 koruyucu fonksiyonu gostermekte, terpenoid (ginkgoloid ve bilobalid) igerigi
ise trombosit aktive edici faktor (PAF) antagonistik etkisiyle iliskilidir (58-60).
Terpen trilaktonlardan gingolid B en gii¢lii PAF antagonistidir (59).

Ginkgo biloba PAF’li inhibe ederek kan akimini ve mikrosirkiilasyonu
arttirtr, kan pihtilagsmasini Onler, kapiller duvari giiclendirir. Ginkgo biloba anti
oksidan etkilidir, lipid peroksidasyonunu Onler, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon S transferaz, siiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan
enzimlerin diizeyini artirarak antioksidan defans sistemini giiclendirir, sinir
hiicrelerini reaktif oksijen radikallerinden korur ve noéroprotektif etkilidir. Ayni
zamanda kardioprotektif, antidiabetik, antiastmatik etkilidir. (59, 61, 62). Klinikte
ginkgo biloba antioksidan ve anti-PAF etkisi ile kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklarda, B amiloid peptidin agregasyonunu inhibe ederek Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda, periferal benzodiazepin reseptdr ekspresyonunu
azaltarak stres durumlarinda etkili olan bir ajandir (63). Ginkgo biloba tedavisinin
ayrica demans, kognitif fonksiyonlarin diizenlenmesi, geriatrik makula
dejenerasyonu, kanser, sizofreni gibi psikyatrik bozuklar ve tinnitusun tedavisinde de
yararlt olabilecegi gosterilmistir (63, 64). Liu ve ark. (65), yaptiklart in vivo
calismada intestinal iskemi ve reperfiizyon uygulayarak akciger hasari olusturulan

ratlar {izerinde ginkgo bilobanin etkinligini arastirmiglar ve ginkgo bilobanin
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myeloperoksideaz enzimini azalttigini, siiperoksit dizmiitaz aktivitesini arttirdigi ve
NO olusumunu, indiiklenebilir NOS (iNOS) ekspresyonunu down regiile ederek
azalttigin1 gosterilmislerdir. Kose ve ark. (66), insan eritrosit slispansiyonu lizerinde,
ginkgo biloba, suda ve yagda eriyen antioksidanlarin etkilerini karsilagtirdiklar1 in
vitro calismada ginkgo bilobanin suda eriyen antioksidanlardan askorbik asit,
glutatyon ve irik asit ile yagda c¢oOziinen antioksidanlardan retinal asetat ve a

tokoferol’den daha giiclii antioksidan etkili oldugunu gostermislerdir.

2.3 Betahistin Dihidrokloriir

Betahistin dihidrokloriir histaminin yapisal analogu olup benzer farmakolojik
Ozellikler gosterir, histaminden farkli olarak anaflaktik reaksiyon goriilmez.
Betahistin dihidrokloriir ilk olarak 1968 yilinda Kanada’da onay almistir, yaklagik 80
iilkede Meniere hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilmaktadir. Betahistin
zay1f postsinaptik, H;ve H, reseptor agonisti, giiclii H; reseptor antagonistidir (67,

68).
2.3.1 Betahistin’in Etki Mekanizmasi

Histamin Hj reseptorii beyinde histamin salinimi ve histamin sentezinin
otoinhibisyonu ile iligkili bir reseptordiir. Betahistin tarafindan Hj reseptoriiniin
inhibe olmasi ile beyinde tuberomamiler niikleusda histamin sentez ve salinimi
artmis olur (67, 69). Histamin, histidin dekarboksilaz enzimi ile histidinden
sentezlenir. Tighilet ve ark. yaptiklar1 hayvan c¢alismasinda betahistinin,
tuberomamiller niikleusta histidin dekarboksilaz mRNA ekspresyonunu arttirdigini
gostermislerdir (67). Hs reseptorii presinaptik heteroreseptér olarak kabul edilir,
histamin ile beraber diger heterojen ndrotransmitterler olan dopamin, gaba,
asetilkolin, noradrenalin ve seratonin’in sentez ve salimmini da diizenler (70).
Betahistinin Hj reseptorii lizerindeki antagonistik etkisi sonucunda histamin
saliniminin artmasi ile koklear kan akiminda artis ve endolenfatik basingta diisiis
gorilir (68, 71, 72). Betahistin oral alinimindan hemen sonra hizla absorbe olur,

yaklasik 1 saatte pik plazma konsantrasyonuna ulasir. Plazma proteinlerine zayif
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baglanir. Plazma yarilanma omrii yaklasik 3,5 saattir. Karacigerde metabolize olur

(73). Bobrekten idrar ile 24 saatte tamamen itrah edilir.
2.4 Isitme Fizyolojisi

Atmosferdeki ses dalgalarinin  kulagimiz tarafindan toplanmasindan
beyindeki merkezlerde karakter ve anlam olarak algilanmasina kadar olan siireg¢
isitme olarak adlandirilir ve isitme sistemi tarafindan gergeklestirilir. Isitme sistemini
dis, orta, i¢c kulak ile merkezi isitme yollar1 ve isitme merkezi olusturur. Isitme
birbirini izleyen birkag fazda meydana gelir. Iletim (kondiiksiyon) fazi; atmosferdeki
ses dalgalarinin Korti organina iletildigi fazdir. Bu mekanik bir olaydir ve sesin
kendi enerjisi ile saglanir. Doniisiim (transdiiksiyon) fazi; Korti organinda ses
dalgasinin mekanik enerjisinin, biyokimyasal olarak elektriksel potansiyellere
doniistiiriilmesidir. Noral kodlama; i¢ ve dis titrek tliylii hiicrelerde meydana gelen
elektriksel potansiyellerin, kendi siddet ve frekansina spesifik sinir liflerine
aktarilmasidir. Boylece ses, siddet ve frekansina gore Korti organinda kodlanmis
olur. Analiz ve algilama fazi; tek tek gelen sinir iletimlerinin isitme merkezinde
birlestirilmesi ve analiz edilmesi fazidir. Sonugta sesin karakteri ve anlami anlasilir

hale getirilir (74).

2.4.1 fletim (kondiiksiyon) Fazi

Ses dalgasinin Korti organina iletilmesi siirecinde basin ve viicudun
engelleyici, kulak kepgesi, dis kulak yolu ve orta kulagin yonlendirici ve
siddetlendirici etkileri vardir. Bas ve viicut sesin iletimine kars1 bir engel olusturur.
Ses dalgalar1 basa carpinca yansir ya da az miktarda olsa kirilir. Sesin gelis yoniine
gore, ses dalgalarinin ¢arptigi kulak tarafinda ses dalgalar1 basinci artar, karsi taraf
kulakta ise ses basinci diiser. Bu olaya Baffle etkisi denir. Basin ses dalgalarina
yaptig1 engelleyici etki basin genisligine gore degisir. Tiz seslerin dalga boyu basin
genigliginden kiiciiktiir. Bu nedenle tiz sesler uzak kulaga giicliikle ulasir. Pes
seslerin dalga boyu basin genisliginden biiyiiktiir. Bunlarin yayilma dogrultusunun

uzaginda kalan kulaga ulagmasi sorun olusturmaz. Bu nedenle tiz seslerin yonii pes
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seslerden daha kolay saptanabilir. Bu etkiye goélge ( shadow ) etkisi denir. Dis
ortamdan gelen ses dalgalarinin karsilastigi ilk organ kulak, aurikuladir. Aurikula,
yaklagik 135°’lik bir yay icindeki sesleri toplar ve dis kulak yolunda yogunlastirir.
Bu sekilde ses dalgalarinin siddetinde yaklasik 6 dB’lik bir artis oldugu
hesaplanmistir. D1s kulak yolunun gorevi sadece ses dalgalarini timpanik membrana
iletmek degildir. Bir ucu kapali silindirik yapist sayesinde dis kulak yolu bir
rezonatdr olarak fonksiyon goriir ve ses dalgalarim1 amplifiye ederek timpanik
membrana iletir. 1000-8000 Hz frekans aralifinda olan bu amplifikasyon, dis kulak
yolunun rezonans araligi olan 3500-4000 Hz araliginda en fazladir ve 4000 Hz de 12
dB e ulasir. Orta kulak, kendisine gelen ses titresimlerini 2 yolla i¢ kulaga gecirir.
Ses titresimleri timpanik membran ve kemikc¢ik sisteminin titresimleri ile oval
pencereden skala vestibiilideki perilenfe iletilir. Diger yandan orta kulaktaki hava
molekiillerinde meydana gelen titresimler yuvarlak pencere ile skala timpanideki
perilenfe aktarilir. Titresimlerin baziller membrana gegebilmesi i¢in bu membranin
her iki tarafinda birer pencere bulunmalidir. Ornegin, stapes tabam skala
vestibiilideki perilenfe dogru hareket ettigi zaman, perilenfe hareket olanagi saglayan
ikinci bir pencere gereklidir. Boylece yuvarlak pencere membrani orta kulaga dogru
bombelesir. Bu olayin gergeklesebilmesi icin yuvarlak ve oval pencereye gelen ses
dalgalar1 arasinda faz farki meydana gelmelidir. Bu olaya dezafaj denir. Bunu
saglayan birkag¢ faktor vardir. Yuvarlak pencere diizleminin oval pencere diizlemine
dik olmasi, oval pencereye gelen titresimlerin giiclendirilerek ve daha hizli ulagsmasi

sayesinde gerekli dezafaj saglanir (75).
2.4.1.1 Kemikc¢ik Zincirin Gorevi

Atmosferde, yani gaz ortamda yayilarak timpanik membrana ulagan ses
dalgalar1 i¢ kulaktaki sivi ortama perilenfe gegerken belli oranda enerji kaybina
ugramaktadir. Ses dalgalarinin ne kadarinin yeni sivi ortama gececegi formiille

hesaplanabilir:
T = dr
T (r—1)?
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T: gecen enerji miktari

r: iki ortamin akustik rezistanslari arasindaki oran

Perilenfin akustik rezistansi su ile aynidir = 160000

Havanin akustik rezistansi = 42

r =160000 /42 = 3800

T=4x 3800/ (3800 - 1)

7=10.001

Yani havadan gelen ses dalgalar1 ancak 1/1000 oraninda perilenfe gegebilir.
Logaritmik hesaba gore bu kaybin desibel cinsinden degeri 30dB’dir. Bdylece ses
dalgalar1 ortam degistirirken, hava ve perilenf arasindaki akustik rezistans farkindan
dolay1 30 dB’lik enerji kaybina ugrar. Timpanik membran ve kemikg¢iklerin en
onemli gorevi meydana gelen bu enerji kaybim1 telafi etmektir. Bunun
gerceklesmesini saglayan li¢ mekanizma ortaya atilmistir:

1. Catenary lever; timpanik membranin tahterevalli benzeri yiikseltici etkisini
ifade eder. Timpanik membranin titresim bakimindan sabit iki bdlgesi vardir: kemik
anulus ve manubrium mallei. Bu bolgelerin arasinda kalan kisim titresir ve ses
enerjisi, fibroz tabakadaki elastik lifler yardimi ile kismen hareketli manubriuma
biiyliyerek gegerken enerji iki misline ¢ikar.

2. Ossikiiler lever; kemikc¢ik sistemin manivela benzeri yiikseltici etkisini
ifade eder. Son yillarda kabul edilen goriise gore inkudomallear eklem bir
diartrozdur, yani iki kemikgik tek bir {inite halinde hareket eder. Bu kemik blogun
rotasyon aksi anterior mallear ligaman ile posterior inkudal ligamani birlestiren
dogrudur. Sistemin yiikseltici etkisi, umbonun rotasyon aksina olan uzakliginin ile
inkusun uzun koluna olan oranindan kaynaklanir ve 1.3/1 olarak hesaplanir.

3. Hidrolik lever; ses enerjisinin amplifikasyon mekanizmalarinin en
onemlisidir ve timpanik membran ile stapes tabani arasindaki ylizey farkindan
kaynaklanir. Ses enerjisi timpanik membrandan, kendisine gore ¢ok daha kii¢iik bir
ylizeye sahip stapes tabanina geger her iki yiizeyin orani Olgiisiinde ses siddetlenir.
Oran farkli aragtirmacilar tarafindan 17-21 arasinda hesaplanmustir.

Sonugta, timpanik membran ve kemikg¢ik sistemin total yiikseltici etkisi

arastirmacilar tarafindan yaklagsik 48 kat olarak kabul edilmistir. Bu da logaritmik
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olarak 34 dB degerini ifade etmektedir. Boylece ses dalgalarinin havadan perilenfe

gecisi sirasinda meydana gelen 30 dB’lik enerji kaybi telafi edilmis olur (76).

2.4.2 Doniisiim (Transdiiksiyon) Fazi

Ses dalgalarinin perilenfe iletilmesi ile baziller membranda titresimler
meydana gelir. Titresimler bazalden baglayarak apekse dogru ilerler. Bekesy bu
harekete ilerleyen dalga (“travelling wave”) adin1 vermistir. Baziller membranin
genisligi apekse yaklastik¢a artar, gerginligi ise azalir. Bu farklilik nedeni ile ses
dalgasi, bazal turdan apikal tura kadar ilerleyen dalga ile iletilir. Baziller membran
hareketlerinin amplitiidii sesin frekansina gore degisir. Yiiksek frekansh seslerde
titresim bazal turda en fazladir, algak frekansh seslerde baziller membran amplitiidii
apikal turda en yliksek seviyeye ulagir. Baziller membranin hareketi ile Korti
organinda ses dalgasmin mekanik enerjisi, biyokimyasal olarak elektriksel
potansiyellere doniistiiriiliir. Bu olaya transdiiksiyon denir. Bu doniisiimde dis ve i¢
tiiylii hiicreler énemli rol alirlar. insan kokleas:i 35 mm uzunlugunda olup iginde
membrandz labirent yerlesmistir. Skala vestibiili ve skala timpaniyi perilenf
doldurur. Yapisi itibariyle hiicre dis1 sivi niteligindedir, Na* iyonlar1 bakimindan

zengindir. Skala mediada ise K" iyonlarindan zengin endolenf bulunur.(75)

-

L =

Sekil 5: Kokleanin elektron mikroskopik kesiti-Bigak¢1 U(40)’den alinmustir.
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Korti organi, baziller membran kemik spiral lamina iizerine yerlesir. Yapisinda i¢
titrek tliylii hiicreler, dis titrek tiiylii hiicreler, destek hiicreleri, tektorial membran,
retiikuler lamina-kutikuler plate yer alir. Tiiylii hiicreler farkli innervasyon paternleri
gosterir. I¢ titrek tiiylii hiicreler hemen tamamen afferent sinirler ile innerve olurlar
ve kokleadan beyine giden toplam yaklasik 30.000 afferent sinir lifinin %90-95°1 i¢
titrek tliyll hiicrelerden kaynaklanir. Bunlar Tip I néron olarak adlandirilir. Her bir i¢
titrek tiiylii hiicre ile sinaps yapan 15-20 adet Tip I noron vardir. 30.000 afferent sinir
lifinin %5-10"u dis titrek tliylerde sonlanir, bunlara Tip 2 néron adi verilir. Tek bir
néron 10-15 dis titrek tlylii hiicreyi sinirlendirir. Baziller membrandaki titresim
paterni nonlineerdir yani stimulusun siddetinin artmasi ile amplitiid ayni1 oranda
artmaz bu Ozelikle yiiksek frekanslarda daha belirgindir. Titrek tiiylerin titresim
amplitiidleri arttikca baziller membranin amplitiidleri de artar. Amplitiidiin artmasi
ozellikle dis titrek tiiylii hiicrelerin hareket amplitiidiine baglh olarak artis gosterir.
Her titrek tiiyiin titresim amplitiidiiniin en yiiksek oldugu bir frekans vardir. Buna o
titrek tliylin karakteristik frekansi denir. Transdiiksiyonda titrek tiiy-stereosilia
kompleksinin rolii vardir. Stereosilialarin tepelerinde, stereosilianin hareket yoniine
gore acilan veya kapanan iyon kanallari bulunur. Kanallarin agilmasi ile hiicre
icerisine K akimi meydana gelir ve depolarizasyona neden olur. Bdylece baziller

membran hareketleri elektriksel potansiyellere doniismiis olur (74).

2.4.3 Ses Enerjisinin Sinir Liflerine Aktarilmasi (Noral Kodlama)

Titrek tiiylii hiicrelerde meydana gelen elektriksel potansiyellerin, kendi
siddet ve frekansina spesifik sinir liflerine aktarilmasidir. Isitme siniri yaklasik
30.000 liften olusur. Noronlar spiral ganglionda bulunur. Dentritleri titrek tliyli
hiicrelere, aksonlar1 ise koklear nukleuslara uzanir. Titrek tiiylii hiicrelerde oldugu
gibi her bir sinir lifinin duyarli oldugu bir frekans vardir. Buna o sinir lifinin
karakteristik frekansi denir. Sinir lifinin en diisilk ses siddeti ile uyarilabildigi
frekanstir. Boylece Korti organinda ses, siddet ve frekansina gore spesifik sinir

liflerine aktarilarak kodlanmis olur (75).
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2.4.4 Analiz ve Algillama Faz: (Santral Isitme Sisteminin Fizyolojisi)

Spiral gangliondaki ndronlarin aksonlari koklear nukleuslarda sonlanir.
Koklear nukleustan ¢ikan liflerin ¢ogu beyin sapinda c¢aprazlasarak kontrlateral
superior olivary komplekse, az miktarda lif ise ipsilateral superior olivary komplekse
ulagir. Superior olivary kompleks, ylikselen isitme sisteminin ilk merkezi olarak
kabul edilir ve ponsta yer alir. Superior olivary kompleks iistiindeki isitsel nukleuslar
her iki kulaktan eksitasyon ve inhibisyon yapan lifler alir. Superior olivary kompleks,
lateral lemniskus ve inferior kollikulusa assendan lifler gonderir. Lateral lemniskus
en 6nemli assendan yoldur. Beyin sapinin yanlarinda bulunur. Koklear nukleuslar1 ve
superior olivary kompleksi inferior kollikulusa baglar. Inferior kollikulus iki
taraflidir ve mezensefalonda bulunur. Alt beyin sapindan gelenleri iist kisimdaki
medial genikulat cisme ve isitme korteksine gonderir. Medial genikulat cisim
talamusta bulunur. Inferior kollikulus ile isitme korteksi arasinda ara istasyondur.
Isitme korteksi temporal lobun iist kisminda yerlesmistir. Bu bélge “Brodmann

sahas1” adini alir ve 41. ve 42. alanlar olarak numaralandirilir (77).

2.5 Otoakustik Emisyonlar

Otoakustik emisyon (OAE) prenoral seviyede koklea titrek tiiylii hiicrelerinde
iiretilen diisiik siddetli, nonlineer akustik sinyallerdir. insan kulaginda otoakustik
emisyonun varligr 1948°’de Gold tarafindan ortaya atilmasina ragmen, ilk kez 1978
yilinda David Kemp insan dis kulagma yerlestirdigi mikrofon yardimi ile kulakta
meydana gelen akustik sinyallerin varligini kanitlamistir (78). Dis titrek tiiylii
hiicrelerin titresimi kokleadan kaynaklanan bir uyaran olmakta ve bu uyari i¢
kulaktan itibaren sirayla stapes tabanina, kemik¢ik zincire ve kulak zar1 yolu ile dig
kulak yoluna ge¢mekte buradan da kayit edilebilmektedir. Bu durum normal ses
iletiminin tersi yoniinde olmaktadir (79). Kulaga ses uyarani geldigi zaman i¢ kulak
stvilarinda ve Korti organinda bir hareket olusur. Korti organinin titresimi hiicrelerin
tiiysii uzantilarindaki biikiilmelere bagli olarak, mekano-elektriksel transdiiksiyon

(MET) diye bilinen bir islem sonucu dis titrek tiiylii hiicreler ve i¢ titrek tiiyli
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hiicreler igerisinde bir potansiyel ve hiicreler boyunca bir reseptor akimi olusumuna
neden olur. Dis titrek tiiyli hiicrelerin hareketi sonucu ortaya ¢ikan titresimin etkisi
ile Korti organinin vibrasyonu artar ve koklea i¢inde art1 bir ses kaynagi gibi davranir
buna “koklear amplifikasyon” denir (80). Dais titrek tiiylii hiicrelerin ve Korti
organinin vibrasyonunu iceren sistem motor sistem; i¢ titrek tiiylii hiicreleri ve
primer afferent isitme siniri néronlarini igeren sistem ise duyusal sistem olarak
adlandirilir. Kokleanin lezyonlar1 bu ayirim uyarinca motor, duyusal ya da miks
olarak smiflandirilabilir. Kokleadan kaynaklanan otoakustik emisyonlar dis titrek
tilylii hiicrelerin aktivitesine bagl olarak olusurlar ve bu nedenle kokleanin sadece
motor fonksiyonunu yansitirlar. Duyu hiicrelerinin silyalar1 tektoryal membran ile
temas halindedir. Bunlar titrestigi zaman tektoryal ve bazal membranlar arasinda
radyal giicler olusur. Bu mekanik uyar alic1 organda sinirsel uyar1 haline ¢evrilir.
Dis tiiyli hiicreler tektoriyal membranin direkt etkisi ile i¢ tiiylii hiicreler ise sivi
hareketi ile daha ¢ok uyarilirlar. Bu durum i¢ ve dis titrek tiiyli hiicreler arasi
duyarlilig1 agiklar. Bu nedenle akustik travmalarda dis titrek tiiylii hiicreler daha
cabuk ve sik etkilenirler. Stavroulaki ve ark. (81), gentamisin tedavisi uygulanan 13
cocuk lizerinde yapmis olduklari caligmada tedavi Oncesi ve sonrast odyolojik
degerlendirmede anlamli farklilik saptanmamasina ragmen, OAE testinde istatistiksel
olarak anlamli degisiklikler goriilmiistiir. Bunu da OAE’ nun koklea biitlinliigiinii ve
fonksiyonu degerlendiren 6nemli bir test olup, gentamisinin de kokleada hasar
yaparak ototoksisite olusturmus olmasina baglanmis ve gentamisin ototoksisitesinin

erken donemlerinde OAE testi ile tespit edilebilecegi ifade edilmistir.

2.5.1 Otoakustik Emisyonlarin Temel Ozellikleri

OAE sinaptik transmisyondan bagimsizdir yani prendraldir ¢ilinkii OAE,
sinyal, isitme sinirine ulagmadan meydana gelmektedir ve normal kokleanin normal
diizenini ve hassasiyetini olusturan fizyolojik process ile iliskilidir. Isitme kaybimin
varligma duyarlidir. 30-40 dB’den daha fazla olan koklear isitme kayiplarindaki
frekans bolgelerinde elde edilemezler. Koklea’nin ozellikle de dis titrek tiiyli

hiicrelerin biitlinliiglinii etkileyen problemlere karsi duyarlidir (ototoksik ilaglar,
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yogun gliriiltii ve hipoksi gibi ). Non invaziv bir testtir, anestezi gerektirmez. Cocuk
ve mental retarde hastalarda rahatlikla kullanilabilir. Bu nedenle genis hasta

gruplarinda tarama testi olarak kullanilabilir (75).
2.5.1.1 Otoakustik Emisyon Kullanim Alanlari

Isitme kayb1 taramalar1 (yenidogan ve infantlarda isitme alami taramasr),
retrokoklear lezyonlar, orta kulak patolojileri, ototoksisite, giiriiltiiye bagl isitme

kayb1, endolenfatik hidrops, fonksiyonel isitme kayb1 durumlarinda kullanilmaktadir

2.5.2 Otoakustik Emisyonun Simiflandirilmasi

Otoakustik emisyonlar genel olarak spontan ve uyarilmis olarak iki sinifa

ayrilirlar.

2.5.2.1 Spontan Otoakustik Emisyonlar (SOAE)

Spontan otoakustik emisyonlar digsaridan herhangi bir uyaran verilmeksizin
dis kulak yolundan kaydedilen, diisiik seviyeli akustik sinyallerdir. Normal igiten
kisilerin %50-70’inde spontan emisyon bulunabilir. Bu emisyonlarin frekansi 500-
6000 arasinda degismektedir. Spontan otoakustik emisyon mevcut ise hastanin
isitmesinin normale yakin oldugunu sdyleyebiliriz, fakat mevcut olmamasi isitmenin
olmadigr anlamina gelmez. 30-40 dB isitme kaybi olanlarda SOAE’lar1 elde
edilemez (75).

2.5.2.2 Uyarilmis Otoakustik Emisyonlar

Stimulasyon sonucu kulaktan digariya yayilan seslere uyarilmis otoakustik
emisyon denir. Uyarilmis otoakustik emisyonlar lige ayrilir.
e Stimulus Frekans Otoakustik Emisyon
e Transient Otoakustik Emisyon(TEOAE)
e Distorsiyon Otoakustik Emisyonlar (DPOAE)



22

2.5.2.3 Stimulus Frekans Otoakustik Emisyonlar

OAE’nun bu tiiriinde piir ton uyaranlar verilerek koklea uyarilir ve cevaplar
alinir. Kokleada diisiik seviyedeki ve sabit ton akustik stimiilasyon ile uyaran
frekansinda elde edilen akustik enerjileri tanimlar. Cevaplar uyaranin siirekli
verildigi anda alinirlar. Bu nedenle elde edilen cevabi uyarandan ayirmak igin 6zel

diizenekler gerektirir. Teknik zorluklardan o6tiirii klinik uygulamasi pek yoktur (74).

2.5.2.4 Transient Otoakustik Emisyonlar (TEOAE)

Kemp’in tanimladig1 orijinal emisyonlardir. Klik veya tone-burst gibi kisa
akustik uyaranin ardindan ortaya ¢ikan, frekansa 6zel cevaptir. Kisa stireli akustik
uyarani takiben 4-20 msn i¢inde kaydedilir. TEOAE, ¢ok kisa fakat giiclii dar band
uyar1 ile kokleanin genis bir frekans araligt boyunca simultane bigimde bilgi
saglamaktadir. En stk 700-4000 Hz frekans araliginda secilir. Verilen akustik
stimulusa cevap olarak kokleadaki dis titrek tiiylii hiicrelerin elektromotil
aktivitelerini gosterir. Bu emisyon tiirii klinik pratikte en sik kullanilan emisyon
tiiriidiir. Hemen hemen normal koklear fonksiyonlara sahip isitmesi normal olan tim

kulaklarda mevcuttur. Sensorinoral isitme kayiplarindan etkilenirler (82).

2.5.2.5 Distorsiyon Otoakustik Emisyonlar (DPOAE)

DPOAE, “primer” ses ad1 verilen iki es zamanli saf-ses sinyale cevap olarak
koklea tarafindan ortaya cikarilan cevaptir. Iki uyaran sese verilen kokleanin normal
nonlineer cevabinin bir sonucu olarak koklea, farkli bir frekansta kendisine ait bagka
bir ses meydana getirecektir ki distortion product ismi de buradan
kaynaklanmaktadir. Primer ses olarak adlandirilan f; ve f, dis uyaran olarak
gonderilirken, 2f}-f;, 3f)-f,, 2f,-f] gibi i¢ uyaranlar iiretilmektedir. 2f,-f; DPOAE’nun
primer seslere maksimum cevap veren koklear bolgesinde ortaya ¢ikar ve kokleanin
bu bolgesindeki dis titrek tiiylii hiicrelerin fonksiyonunu en iyi sekilde yansitir (83).
DPOAE normal koklear ¢alisma sartlarinda iki ton uyaraninin kokleada farkli iki
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ilerleyen dalga olusturmasma ve bunlarin iist liste bindigi koklea bdlgelerinde
otoakustik emisyonlar ortaya ¢ikmasina baghdir. Bu 6zellik DPOAE’ nin kokleadan
frekansa 6zgii bilgi vermesini saglar. Klinikte farkli frekanslardaki bir ¢ift saf sesin
(fi ve f,) sirasiyla 65 ve 55 dB SPL siddetinde verilmesiyle kaydedilir ve saf ses
frekanslarinin oran1 (f,/f1)1.2/1 olarak ayarlanir (84). 0.5-8 kHz arasinda 6lgiim
yapilabilmesi 6nemli avantajidir (83). Orta kulak fonksiyonlart normal olan bir
hastada klinik olarak anlamli DPOAE yanitinin alinamamasi odyometrik isitme
esiginin 30-35 dB’in iizerine oldugunu gosterir (74).

Sonu¢ olarak OAE’larin kaynaginin koklea ve ozellikle dis titrek tiiyli
hiicreler oldugu bilinmektedir. Ototoksisitede koklear lezyonlar, piir ton odyolojik

tetkiklerden daha once tespit edilebilmektedir (75).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Etik Kurul izni
Calismamiz icin Abant Izzet Baysal Universitesi Izzet Baysal Tip Fakiiltesi

Deney Hayvanlar1 Etik kurulunun 2008/300/65 ve 2009/10 numarali onay1 alindi.

3.2 Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu caligmada 30 adet, 250-300 gram agirlik araliginda, disi, “Wistar albino”
cinsi rat kullanildi. Denekler metabolik kafesler igerisinde oda sicakligi 24+2 °C
arasinda olan ortamda barmdirildi. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde
ortamin aydinlatilmasina dikkat edildi. Pellet seklinde iiretilmis, uygun miktarda,
hazir ticari gidalarla beslendi. Pellet yem ve su, yemlik ve suluklarda verildi. Su,
giinde 2 kez degistirilmek iizere, bol miktarda saglandi. Deneklerin bulundugu

mekan giinde en az bir kez havalandirildi.

3.3 Deney Protokolu

Calismamizda 30 adet denek, 10’arl1 gruplar olacak sekilde {i¢ gruba ayrildi.
Tiim deneklere yapilacak oOl¢iimlerin tamami genel anestezi altinda uygulandi.
Calisma siiresince genel anestezi intraperitoneal olarak uygulanan, birbiri ile
kanstirilmis 10 mg/kg  ksilazin  HCl (Alfazyne®, Alfasan International BV,
Woerden, Hollanda) ve 75 mg/kg ketamin HCI (Ketalar®, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye)
ile saglandi. Tiim deneklerin dl¢limlerden dnce otoskopik muayeneleri yapilarak, dis

kulak yollarinin dogal ve timpanik membranlarinin normal oldugu goriildii.

3.3.1 Betahistin Dihidrokloriir grubu

Bu grubu olusturan deneklere 21 glin boyunca 5mg/kg betahistin

dihidrokloriir (Betaserc®, Solvay, Veerweg, Hollanda) intraperitoneal olarak tek
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basina verildi. Betahistin etken maddesi, distile su igerisinde ¢oziinerek 5Smg/ml
konsantrasyonda hazirlandi. Deneklere 1.25 mg olacak seklide, 5 mg/ml olan
¢Ozeltiden intraperitoneal 0,25 ml uygulandi. 21 giinden sonra 20 giin siire ile 8
mg/kg dozunda intraperitoneal gentamisin verilirken ayn1 zamanda deneklere giinliik

5mg/ml betahistin dihidrokloriir verilmeye devam edildi.
3.3.2 Ginkgo Biloba grubu

Bu grubu olusturan deneklere 21 giin boyunca 10 mg/kg dozda ginkgo biloba
(Tebokan® Fort Damla, Abdi ibrahim ilag AS, Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal
olarak tek basina verildi. Tebokan damla, 9.6mg/ml ginkgo glikozidleri icermektedir.
Deneklere 2,5 mg olacak sekilde intraperitoneal 0.25 ml uygulandi. 20 giin siire ile
8mg/kg dozunda intraperitoneal gentamisin verilirken deneklere giinliik 2.5mg/ml

ginkgo biloba verilmeye devam edildi.
3.3.3 Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan deneklere, 21 giin boyunca sabah ayni satte giinde
bir kez 0,25 ml intraperitoneal salin solusyonu verildi. Bu uygulamadan sonra
deneklere 20 giin boyunca 8mg/kg dozunda intraperitoneal gentamisin (genta ampul,
20mgr, I.E. Ulagay) uygulanmaya baslandi. Intraperitoneal gentamisin ile birlikte

deneklere 20 giin siiresince intraperitoneal salin verilmeye devam edildi.
3.4 Otoakustik Emisyon

Bu caligmada emisyonlarin incelenmesi i¢cin DPOAE kullanildi. DPOAE
Olctimiinde Otodynamics Model Echoport ILO288 otoakustik emisyon cihazi ve
otodynamics OAE probu kullanildi. Denek yiiziistii yatar pozisyona getirildi, OAE
probu dl¢lim yapilan kulagin dis kulak yoluna yerlestirildi. Cihazdaki prob gostergesi
ve uyaran dalga formu uygun konfigiirasyonu ile cihazin uygun 6l¢iim pozisyonunda

oldugu goriildiikten sonra 6l¢iime baslandi. Distorsiyon iiriinli otoakustik emisyonlar
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(2f;-f, distorsiyon iiriinii bilesenleri) ILO288 (Otodynamics Ltd) cihazi kullanilarak
General Diagnostic modunda 6l¢iildii. DPOAE o6l¢limleri sirasinda verilen uyaranin
icindeki frekanslarin siddeti f; frekansi i¢in L; (65 dB SPL), f, frekansi i¢in L, (55
dB SPL) olarak alindi, f;, ve f] frekanslar1 arasindaki oran (f»/f}) 1.22 olacak sekilde
tutuldu. DPOAE’lar dis kulak kanalindaki mikrofon ile 2fi-f, frekansinda ol¢ildii,
Olciimler f; ve f,’nin geometrik ortalamalarinda 1001, 1501, 2002, 3003, 4004, 6006
frekanslarinda kaydedildi. Bu 6l¢iimlerde sinyal-giiriiltii oran1 maksimum 10 dB’ de
tutuldu. Alman en iyi sonuglar denegin bazal koklear durumu olarak kabul edildi.
Olgiimler giiriiltii diizeyinin minimum oldugu sessiz bir ortamda yapildi. Emisyon
sonuglar1 ayni denegin her iki kulaginda birbirinden bagimsiz oldugu i¢in, tiim
deneklerin her iki kulagina birden otoakustik emisyon testi uygulandi. Deney
protokolii igerisinde ilk olarak tiim deneklerin OAE 6l¢giimleri yapildi ve deneklerin
bazal koklear fonksiyonlar1 Olgiildii. Gruplara, betahistin grubuna intraperitoneal
betahistin ve ginkgo grubuna intraperitoneal ginkgo biloba, kontrol grubuna
intraperitoneal salin solusyonu verildikten sonra 21. glinde ve tiim gruplarin deney
protokoliine gentamisin eklenip, 20 giin intraperitoneal gentamisin verildikten sonra
otoakustik emisyon yanitlarina bakildi, otoakustik emisyon yanitlar toplam ii¢ kez
ol¢iildii. Tiim otoakustik emisyon Sl¢limleri giiriiltii diizeyi en az seviyede tutularak
ayn1 odada ve esit kosullarda uygulandi. Calisma esnasinda kontrol grubundan 1
denek, ginkgo biloba grubundan 1 denek ¢alisma tamamlanamadan 61dii, bu nedenle
bu denekler calisma dist birakildi. DPOAE sonuglarinin degerlendirilmesinde, elde
edilen 2f)-f, kiibik distorsiyon iirlinleri f; ve f,’nin geometrik ortalamasinda yani
1001, 1501, 2002, 3003, 4004, 6006 Hz frekans bantlarinda olusan sinyal giirtiltii
orant (SNR) ve DP degerleri dikkate alindi. Her alti frekansin DP ve DP-
(Noise+2SD) formiilii ile elde edilen SNR sonuglar1 hesaplandi, grup i¢i ve gruplar

arasi karsilagtirmalarda kullanildi.

3.5 Deneklerin Sakrifikasyonu

Her ii¢ otoakustik emisyon testi tamamlandiktan sonra deneklere yiiksek doz

ketamin ve ksilazin verilerek denekler sakrifiye edildi. Deneklerin temporal
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kemikleri daha sonraki histopatolojik-elektron mikroskopik ¢aligmalarda kullanilmak

uzere rezeke edilerek saklandi.

3.6 Istatistik Uygulamalar ve Karsilastirmalar

Ug gruba ayrilan deneklerin otoakustik emisyon testiyle dlciilen degiskenleri
hem gruplar arasinda hem de gruplar icinde karsilastirildi. Tim istatistik
karsilastirmalari bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Gruplar arasindaki elde edilen parametrelerin karsilastirllmasinda Kruskal - Wallis
testi kullanildi. Gruplar arasindaki farklilik gosteren parametrelerde farki hangi
grubun olusturdugunun tespiti (post-hoc analiz) i¢cin  Mann-Whitney U testi
kullanildi ve p degerine Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Bonferrroni diizeltmesi
yapilirken 0.05 olan p smir iice boliindii ve p:0,016 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Grup icerisindeki karsilastirmalar i¢in ise nonparametrik testlerden Wilcoxon
Signed Ranks testi uygulandi. Tiim olgiimlerde p<0,05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 30 denekten, kontrol grubuna dahil olan bir, ginkgo
biloba grubuna dahil olan bir denek, anestezi ve tekrarlayan ila¢ uygulamalarina
bagli olarak deney siireci igerisinde 6ldiiglinden ¢alisma dis1 birakilmistir. OAE’larla
dlgiilen tiim degiskenler deneklerimizde sag ve sol kulak igin ayr1 ayr dlgiildii. Ug
gruba yapilan her 3 Olgclimde de degiskenlerin, sag ve sol kulaklari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (tiim degiskenler i¢in p > 0,05).
Bu nedenle sag ve sol kulak i¢in elde edilen degiskenlerin ortalamalar1 alind1 ve

yapilan karsilastirmalarda bu ortalama degerler kullanildi.

Deney protokolii icerisinde ilk olarak tiim gruplara OAE testi uygulandi,
biitliin gruplarin bazal koklear fonksiyonlar1 6lgiildii ve 1. 6lgiim OAE testi olarak
kaydedildi. Betahistin grubuna intraperitoneal betahistin ve ginkgo biloba grubuna
intraperitoneal ginkgo biloba ve kontrol grubuna intraperitoneal salin solusyonunun
profilaktik olarak 21 giin verilmesi sonrasinda 2. 6l¢tim OAE testi uygulandi. Biitiin
gruplara intraperitoneal gentamisin uygulanmasi sonrasinda son OAE testi uygulandi
ve 3. 0lcim OAE testi olarak kaydedildi. Deney protokolii siiresince uygulanan tiim
OAE testlerinden elde edilen degiskenler DP ve SNR olarak gosterildi, ilgili
frekanslar bu kisaltmalarin arkasina yerlestirildi. Bazal Ol¢ltimlerden elde edilen
degerler 1, intraperitoneal salin, betahistin ve ginkgo biloba uygulanmasi sonrasinda
yapilan 6l¢iimlerden elde edilen degerler 2, intraperitoneal gentamisin uygulanmasi

sonrasinda elde edilen degerler 3 olarak gdsterilmistir.

Ik 6lgiimde 1000 Hz’de elde edilen DP degeri; DP1000(1), 1500 Hz’de elde
edilen DP degeri; DP1500(1), 2000 Hz’de elde edilen DP degeri; DP2000(1), 3000
Hz’de elde edilen DP degeri DP 3000(1), 4000 Hz’de elde edilen DP degeri;

SNR degeri; SNR1000(1), 1500 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR1500(1), 2000
Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR2000(1), 3000 Hz’de elde edilen SNR degeri
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SNR 3000(1), 4000 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR 4000(1), 6000 Hz’de elde
SNR degeri SNR 6000(1) olarak tablo 4.7 ve tablo 4.8’de kullanilmistir.

Betahistin grubuna intraperitoneal betahistin, ginkgo biloba grubuna
intraperitoneal gingo biloba ve kontrol grubuna intraperitoneal salin solusyonunun
verilmesi sonrasinda yapilan OAE testinde 1000 Hz’de elde edilen DP degeri;
DP1000(2), 1500 Hz’de elde edilen DP degeri; DP1500(2), 2000 Hz’de elde edilen
DP degeri; DP2000(2), 3000 Hz’de elde edilen DP degeri DP 3000(2), 4000 Hz’de
elde edilen DP degeri; DP4000(2), 6000 Hz’de elde DP degeri DP6000(2), 1000
Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR1000(2), 1500 Hz’de elde edilen SNR degeri;
SNR1500(2), 2000 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR2000(2), 3000 Hz’de elde
edilen SNR degeri SNR 3000(2), 4000 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR 4000(2),
6000 Hz’de elde SNR degeri SNR 6000(2) olarak asagidaki tablo 4.9 ve tablo
4.10°da gosterilmistir.

Biitiin gruplara intraperitoneal gentamisin uygulanmasi sonrasinda yapilan
son OAE testinde 1000 Hz’de elde edilen DP degeri; DP1000(3), 1500 Hz’de elde
edilen DP degeri; DP1500(3), 2000 Hz’de elde edilen DP degeri; DP2000(3), 3000
Hz’de elde edilen DP degeri DP 3000(3), 4000 Hz’de elde edilen DP degeri;
DP4000(3), 6000 Hz’de elde DP degeri DP6000(3), 1000 Hz’de elde edilen SNR
degeri; SNR1000(3), 1500 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR1500(3), 2000 Hz’de
elde edilen SNR degeri; SNR2000(3), 3000 Hz’de elde edilen SNR degeri SNR
3000(3), 4000 Hz’de elde edilen SNR degeri; SNR 4000(3), 6000 Hz’de elde SNR
degeri SNR 6000(3) olarak asagidaki tablo 4.11, 4.12, 4.13°’de bu sekilde

gosterilmistir.
4.1 Grup i¢i Karsilastirmalar

Grup ici karsilagtirmalarda Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanilmistir.
Betahistin, ginkgo biloba ve kontrol gruplarina uygulanan her i¢ OAE testinden elde
edilen DP ve SNR degiskenlerinin degerleri asagidaki 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6
numarali tablolarda gosterilmistir. Betahistin ve ginkgo biloba gruplarinda her ii¢

Olgiimde de tiim frekanslardan elde edilen DP 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000
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degiskenlerinde istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05).
Kontrol grubunda 1000, 1500, 2000 frekanslar1 i¢in Olgiilen DP1000 DP 1500,
DP2000 degiskenlerinde ilk Olgiim ile 3. Ol¢lim arasinda ve 2.6l¢lim ile 3.6l¢tim
arasindaki degerlerde diisiis oldugu gozlenmis ve degerlerdeki bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. P degerleri sirasi ile DP 1000
degiskeni ic¢in; 0.017, 0.012, DP 1500 degiskeni i¢in; 0.017, 0.036, DP 2000
degiskeni igin; 0.036, 0.012 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda 3000, 4000
frekanslar1 i¢in Ol¢iilen DP3000, DP4000 degiskenlerinde ilk 6l¢iim ile 3.6l¢tim
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. P degerleri sirasi ile DP
3000 degiskeni i¢in; 0.017, DP 4000 degiskeni i¢in; 0.012 olarak bulunmustur.
Boylelikle 1000, 1500, 2000, 3000, 4000 frekanslarinda gentamisinin kokleotoksik
etkisi gosterilmis oldu. Betahistin grubunda 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000
frekanslarinda, ginkgo biloba grubunda ise 1500, 2000, 3000, 4000 frekanslarindan
elde edilen DP degerlerinde diisme olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
diisiis saptanmamistir. Ginkgo biloba grubunda 6000 frekansindan elde edilen DP
degerinde diislis goOriilmemistir. Bu sonuglar ginkgo biloba ve betahistin
dihidrokloriiriin - 1000, 1500, 2000, 3000, 4000 frekanslarinda gentamisinin

kokleotoksik etkisini zayiflattigini isaret etmektedir.

Asagidaki tablolarda gruplarin ilk o6l¢iim ile 3.6l¢iim OAE testlerinin
istatistiksel analizinden elde edilen p degeri p;, 2.6l¢lim ile 3.6l¢clim arasindaki OAE

testlerinin istatistiksel analizinden elde edilen p degeri ise p, olarak gdsterilmistir.
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Tablo 4.1: Betahistin grubu i¢in her ii¢ OAE 6l¢iimiiniin DP degiskenlerinin

ortalama degerleri ve p degerleri.

Betahistin
Grubu

DP1000 | DP1500 | DP2000 | DP3000 | DP4000 | DP6000

1. Olgiim | 3,6+4.8 1,0+4,8 0,6+5,5 -5,8+12 | 2,9+£10,3 | 3,2+14,8

2. Olgiim | 5,3+4,2 0,2+£5,0 | -1,6+6,1 | -7,5¢7,5 | -0,6£8,0 | -0,1+11

3.Olgiim | 1,3#£5,6 | -2,0£6,2 | -2,6+6,8 | -11,6+5,9 | -1,7+7,9 | -4,5+15,4

p1 Degeri 0,515 0,314 0,214 0,173 0,374 0,280

p2 Degeri 0,110 0,314 0,594 0,066 0,953 0,110

Tablo 4.2: Ginkgo biloba grubu i¢in her ii¢c OAE 6l¢limiiniin DP

degiskenlerinin ortalama degerleri ve p degerleri.

GinkgoBiloba
Grubu

DP1000 | DP1500 | DP2000 | DP3000 | DP4000 | DP6000

1. Olgiim 0,6+5,1 | -2,8+3,8 | -1,4+6,5 | 9,7+12,6 | 1,3+11,1 | 2,3+13,6

2. Olgiim 3,9£2,6 | -1,1£3,9 | -1,3£7,2 | -6,7£9,4 | 0,4+10,5 | 5,0+11,3

3. Olgiim 3,9£5,0 | -0,4£5,6 | -2,0£5,3 | 8,5£12,5 | -0,7+11 | 5,2+11,2

p1 Degeri 0,139 0,241 0,959 0,721 0,575 0,333

p2 Degeri 0,959 0,721 0,959 0,575 0,646 0,441
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Tablo 4.3: Kontrol grubu icin her ii¢ OAE o6l¢iimiiniin DP degiskenlerinin

ortalama degerleri ve p degerleri

Kontrol
DP1000 DP1500 DP2000 DP3000 DP4000 DP6000
Grubu
1. Olgiim | 4,2+4.8 0,5+5.,3 -1,9+4,1 -9,7+6,1 | 0,13+6,7 | -2,1+10,9
2. Olgiim 3,6+5,5 1,5+5.8 0,5+3,7 -8,3+£5,3 -0,5+5,5 | -1,1+£8.,3
3. Olgiim | -3,9+3,3 -5,3£3,6 | -7,0£4.,0 -16£9,6 -4,1+£5,5 | -6,3+18.,6
p1 Degeri 0,017 0,017 0,036 0,017 0,012 0,208
p2 Degeri 0,012 0,036 0,012 0,058 0,050 0,327

Betahistin ve ginkgo biloba gruplarinda her {i¢ dl¢limde tiim frekanslarda
SNR 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000 degiskenlerinde istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmemistir (p>0.05) Kontrol grubunda 1000 frekansi i¢in dlgiillen SNR
degiskeninde 2.6l¢iim ile 3.6l¢lim arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmistir (p:0.035). 1500, 3000, 4000, 6000 frekanslar1 igin Olglilen SNR
degiskenlerinde ise ilk Ol¢lim ile 3.6l¢lim arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmistir. P degerleri sirast ile SNR 1500 degiskeni icin; 0.017, SNR
3000 degiskeni icin; 0.012, SNR 4000 degiskeni i¢in; 0.018, SNR 6000 degiskeni
icin; 0.012 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda 2000 frekansi i¢in 6lgiilen SNR
degiskeninde ilk Ol¢lim ile 3.0l¢lim ve 2.6l¢lim ile 3. dl¢iim arasinda istatistiksel
anlamh farklilik tespit edilmistir. P degerleri sirast ile 0.012 ve 0.025 olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000 frekanslarinda
SNR degerlerinde istaristiksel olarak anlamli diismenin olmasi gentamisin
ototoksisitesinin gerceklestigini diislindiirmiistiir. Kontrol grubunda ki diisiise

ragmen ginkgo biloba ve betahistin grubunda ise istatistiksel anlamli diisiisiin
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olmamasi ginkgo biloba ve betahistin dihidrokloriiriin bu frekanslarda gentamisin

ototoksisitesini azalttigini géstermektedir.

Tablo 4.4: Betahistin grubu

degiskenlerinin ortalama degerleri ve p degerleri.

icin her li¢ OAE Olgiimiiniin SNR

Betahistin

SNR1000 | SNR1500 | SNR2000 | SNR3000 | SNR4000 | SNR6000

Grubu

1. Ol¢lim | -5,5+4,4 | -4,443,2 0,7+6,0 22+11,3 | 11,2487 | 11134
2. Ol¢iim | -4,643,0 | -6,6+3,7 | -2,145,7 | -0,746,3 7,0+6,1 9,4+9,3
3.Olgiim | -5,4+4,7 | -6,0£3,2 | -1,545,4 | -1,8+4,0 7,7£6,3 | 8,1 £12,8
p1 Degeri 0,953 0,173 0,441 0,374 0,859 0,178
p2 Degeri 0,594 0,859 0,767 0,678 0,515 0,678

Tablo 4.5: Ginkgo biloba grubu i¢in her lic OAE Ol¢limiiniin SNR

degiskenlerinin ortalama degerleri ve p degerleri.

GingoBiloba
SNR1000 | SNR1500 | SNR2000 | SNR3000 | SNR4000 | SNR6000
Grubu

1. Olgiim -4,6£2,7 | -4,6£4,6 | 1,2£5,3 | 1,7£10,9 | 10,3+£9,0 | 12 £12,6
2. Olgiim -6,5£2,5 | -6,6£3,6 | -1,4£5,6 | -0,3+7,7 | 8,2484 | 13,5+10
3. Olgiim -2,8+4,0 | -5,4£3,8 | -3,4£5,1 | -0,4£10,6 | 9,4+8,8 | 15,649,2
p1 Degeri 0,139 0,878 0,074 0,646 0,646 0,093
p2 Degeri 0,280 0,285 0,333 0,959 0,415 0,386
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Tablo 4.6: Kontrol grubu icin her iic OAE 6l¢iimiiniin SNR degiskenlerinin

ortalama degerleri ve p degerleri.

IZ);:ZI SNR1000 | SNR1500 | SNR2000 | SNR3000 | SNR4000 | SNR6000
1.0lgtim -6,0+3,6 -3,6+2,5 -2,5+2,8 -2,1£5,0 7,4+5,9 7,0+7,4
2. Olgiim | -6,5+2.9 -3,9+5.3 -1,8+2,0 -4+3.3 5,64+4,3 5,6+6,2
3. Olgiim -10£3,3 -6,6+2,0 -6,0+£3.,4 -7,0+5,2 3,5+5,2 -1,448,7
p1 Degeri 0,069 0,017 0,012 0,012 0,018 0,012
p>Degeri 0.035 0,208 0,025 0,327 0,161 0,069

4.2 Gruplar Arasindaki Karsilastirmalar

Olgiilen her bir frekans i¢in elde edilen DP ve SNR sonuglari sirasi ile Tablo
4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ‘da gosterilmistir. Deneklerin ilk OAE o6l¢iimlerinden

elde edilen DP sonuclar1 ve tiim frekanslar i¢in elde edilen SNR sonuglar1 her ii¢

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir (p> 0,05) (Tablo

4.7,4.8).
Tablo 4.7: Deneklerin ilk OAE 6l¢iimiinden elde edilen DP sonuglar1 ve p

degerleri.

DP1000(1) | DP1500(1) | DP2000(1) | DP3000(1) | DP4000(1) | DP6000(1)
Betahistin 3,6+4.8 1,0+4,8 0,6+5,5 -5,8£12 2,9+10,3 3,2+14,8
GingoBiloba | 0,6+5,1 -2,8+3,8 -1,4+6,5 -9,7£12,6 | 1,3%11,1 2,3+13,6
Kontrol 4,2+4.8 0,5+5.3 -1,9+4,1 -9,7+6,1 -0,13+6,7 | -2,1£10,9
p Degeri 0,140 0,119 0,724 0,464 0,789 0,694




35

Tablo 4.8: Deneklerin ilk OAE 6l¢iimiinden elde edilen SNR sonuglart ve p

degerleri.

SNR1000(1) | SNR1500(1) | SNR2000(1) | SNR3000(1) | SNR4000(1) | SNR6000(1)
Betahistin -5,5+4.4 -4,4+3,2 0,7+6,0 2,2+11,3 11,2487 11+134
GingoBiloba | -4,6+2,7 -4,6+4,6 1,245,3 1,7+10,9 10,3+£9,0 12 £12,6
Kontrol 6,043,6 | -3,6£2,5 | -2,542.8 | 2,150 | 7.4%59 7.0+7.4
p Degeri 0,795 0,802 0,207 0,814 0,752 0,607

Deneklere bulunduklara gruplara gore intraperitoneal betahistin, ginkgo

biloba ve salin solusyonu verildikten sonra yapilan 2.6l¢iim OAE testinden elde dilen

DP ve SNR sonuglar karsilagtirildiginda 6lgiilen frekanslarda bu degerlerin, gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermedigi tespit edilmistir. (p>0.05). Bu

sonuglarla betahistin ve ginkgo biloba uygulamasinin OAE degerlerinde anlamli bir

etki yapmadigi gorilmistiir. Yapilan 2. Olgiimlerden elde edilen DP ve SNR

sonuglari tablo 4.9 ve tablo 4.10” da gosterilmistir.

Tablo 4.9: Deneklere uygulanan ikinci OAE ol¢iimiinden elde edilen DP

sonuglar1 ve p degerleri.

DP1000(2) | DP1500(2) | DP2000(2) | DP3000(2) | DP4000(2) | DP6000(2)
Betahistin 53+£42 | 02+50 | -1,6£6,1 | -7.5£7,5 | -0,6£8,0 | -0,1=11
GingoBiloba | 3,9+2,6 | -1,1£3,9 | -1,3%7,2 | -6,749.4 | 0,4+10,5 | 5,0£11,3
Kontrol 3,6+5,5 1,5+£5,8 0,5+£3,7 | -8,3+5,3 | -0,5+5,5 | -1,1£8,3
p Degeri 0,558 0,524 0,384 0,974 0,803 0,336
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Tablo 4.10: Deneklere uygulanan ikinci OAE o6l¢iimiinden elde edilen SNR

sonuglar1 ve p degerleri.

SNR1000(2) | SNR1500(2) | SNR2000(2) | SNR3000(2) | SNR4000(2) | SNR6000(2)
Betahistin -4,6+£3,0 | -6,6£3,7 | -2,1£5,7 | -0,7+6,3 | 7,0+6,1 9,4+9,3
GingoBiloba | -6,5+2,5 | -6,6£3,6 | -1,4£5,6 | -0,3+£7,7 | 8,248,4 | 13,5+10,0
Kontrol -6,5+£2,9 | -3,9£5,3 | -1,8€2,0 -4+3,3 5,6+4,3 5,6+6,2
p Degeri 0,084 0,298 0,945 0,398 0,918 0,080

Deneklere intraperitoneal gentamisin uygulamasi sonrasinda yapilan son

OAE o6lgtimlerinde 1000 ve 2000 Hz’de elde edilen DP degerlerinde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. DP 1000 ve DP 2000 i¢in p degeri

sirast ile 0.017, 0.044 olarak bulunmustur. Diger frekanslardan elde edilen DP

degerlerinde istatistiksel anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). (Tablo 4.11).
1000, 2000 ve 6000 Hz’de elde edilen SNR degerlerinde ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterilirken, 1500, 3000, 4000 Hz’teki elde

edilen degerlerde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir. SNR 1000,
SNR 2000 ve SNR 6000 i¢cin p degeri sirast ile 0.002, 0.035, 0.006 olarak

bulunmustur (Tablo 4.12).
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Tablo 4.11: Deneklere uygulanan iiclincii OAE o0l¢limiinden elde edilen DP

sonuglart ve p degerleri. Gosterilen frekanslarda ginkgo bilobanin daha koruyucu

oldugu goriilmektedir.

DP1000(3) | DP1500(3) | DP2000(3) | DP3000(3) | DP4000(3) | DP6000(3)
Betahistin 1,345,6 | -2,046,2 | 2,6+6,8 | -11,6+5,9 | -1,747.9 | -4,5+15,4
GinkgoBiloba | 3,945,0 | -0,4%5,6 | -2,0£53 | -8,5+12,5 | -0,7+11 | 5,2%11,2
Kontrol 3,9433 | -5343,6 | -7,044,0 | -16£9,6 | -4,145.5 | -6,3+18,6
p Degeri 0,017 0,144 0,044 0,264 0,536 0,211

Tablo 4.12: Deneklere uygulanan ti¢iincii OAE o6l¢iimiinden elde edilen SNR

sonuglar1 ve p degerleri. Bu tabloda 2000 frekansinda betahistinin, 1000 ve 6000

frekanslarinda ise ginkgo bilobanin daha koruyucu oldugu goriilmektedir.

SNR1000(3) | SNR1500(3) | SNR2000(3) | SNR3000(3) | SNR4000(3) | SNR6000(3)
Betahistin -5,4+4,7 | -6,0+£3,2 | -1,5454 | -1,844,0 | 7,7£6,3 | 8,1+12,8
GingoBiloba | -2,844,0 | -54+3.8 | -34+5,1 | -0,4£10,6 | 9,4+8.8 15,6+9,2
Kontrol -10£3,3 | -6,6£2,0 | -6,0£3,4 | -7,0+5,2 3,5+5,2 -1,4+8,7
p Degeri 0,002 0,489 0,035 0,168 0,105 0,006

Degiskenlerden, gruplar arasinda farklilik yarattigi tespit edilen DP1000,

DP2000, SNR1000, SNR2000 ve SNR6000 i¢in, Mann Whitney U testi kullanilarak
Post-hoc analizler yapildi. Post-hoc analizlerde p degerine bonferroni diizeltmesi
uyguland1 ve anlamli kabul edilen p degerinin sinir1 0.05/3: 0.016 olarak kabul edildi.
Post-hoc analizlerde 3. 6l¢iim OAE testinden elde edilen DP1000, DP 2000, SNR
1000, SNR 6000 degiskenleri i¢in gruplar arasindaki farkliligi ginkgo biloba
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grubunun yarattig1 saptandi. SNR 2000 degiskeninde ise betahistin grubunun gruplar
arasindaki farklih@i yarattigi gozlendi. DP1000, DP2000, SNR1000, SNR2000,
SNR6000 degiskenlerin ortalamalari ve post-hoc analizlerde farklilig1 yaratan

gruplarin p ve u degerleri tablo 4.13°de gosterilmistir.

Tablo 4.13: Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yaratan DP
ve SNR degiskenlerinin ortalamalari, p ve u degerleri. Gosterilen frekanslarda

betahistin ve ginkgo bilobanin koruyucu etkileri goriilmektedir.

DP1000(3) | DP2000(3) | SNR1000(3) | SNR2000(3) | SNR6000(3)

Betahistin 1,3 -2,6 -5,4 -1.5 8,1
GingoBiloba 3,9 -2,0 -2,7 -3,4 15,6
Kontrol -3,9 -7,0 -10,0 -6,0 -1,4
p Degeri 0,003 0,009 0,001 0,009 0,002

u Degeri 7,0 9,0 4,0 9,0 5,5
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5. TARTISMA

Gentamisin O6zellikle vestibulotoksik, daha az oranda ise kokleotoksik etkili
olan aminoglikozid grubu antibiyotiktir (85). Kokleotoksik etki genellikle bilateral,
simetrik, irreversibl olup 6zelikle yiiksek frekanslarda kendisini gosterir. Ilerleyen
donemde tiim frekanslar etkilenebilir  (86,87). Literatiirde gentamisin
kokleotoksitesinin  %25-30 arasinda oldugunu gdsteren degisik yayimnlar mevcuttur
(88-94). Gentamisin kokleotoksitesinin baglangigta yiiksek frekanslarda goriilmesi ve
klinikte erken donemde farkedilememesi nedeniyle bu etkinin daha yiiksek oldugu
diistiniilmektedir (87).

Gentamisinin  vestibulotoksik olmasi uzun yillardir otolaringologlarin
dikkatini ¢ekmis ve bu etkisinden faydalanilarak vertigonun tedavisinde
kullanilabilecegi diisiinlilmiistiir. Bu amagla ilk kez Fower (95), 1948 yilinda
vertigonun tedavisinde aminoglikozidleri kullanmis ve aminoglikozidlerin
vestibulotoksik etkisinden faydalanmistir. 1956 yilinda Shuknecht (96), tek tarafli
Meniere hastaliginin tedavisinde intratimpanik aminoglikozidleri kullanmistir.
Harner ve ark. (97) ise gentamisin ototoksisitesinde labirintin dark hiicrelerinin en
duyarli oldugunu ve dark hiicre yikiminin endolenf iiretiminde azalmaya neden
oldugunu gostermislerdir. Son yillarda vertigonun kontroliinde gentamisin
uygulanmast ile basarili sonuglar alinabilmesine ragmen, gentamisinin
vestibulotoksik 6zelliginin yaninda kokleotoksik etkili de olmasi ve hastalarda %25-
30 oraninda isitme kaybina neden olmasi, klinikte kullanimini sinirlandirmaktadir
(98-100).

Bu nedenle aminoglikozidlerin neden olduklar1 ototoksik etkileri dnlemek
icin birgok farmakolojik ajan denenmistir ve umut verici sonuglar alinmistir. Bu
ajanlar arasinda glutatyon, a lipoik asit, a tokoferol, trimetazidin, n-asetil sistein ve
demir selatorleri sayilabilir (87, 101, 102). Arastirmamizda, literatiirdeki
calismalardan elde edilen bilgilerin 1s18inda, gentamisin uygulamasinin neden oldugu
kokleotoksik etkilerin azaltilmasi veya Onlenmesinde betahistin dihidrokloriir ve

ginkgo bilobanin roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir.
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Calismamizda  deneklerin  koklear  fonksiyonlar1 OAE  testi ile
degerlendirilmis, istatistiksel olarak grup i¢i ve gruplar arasi analiz yapilmistir.
Istatistiksel olarak her bir grup kendi igerisinde karsilastirildiginda gentamisin
uygulanmasi sonrasinda her ii¢ grupta da OAE ile elde edilen parametrelerde
diisiisler oldugu gozlendi. Ginkgo biloba ve betahistin gruplarindaki degerlere
bakildiginda ise ortalama degerlerde diisiis olmasina ragmen degerlerdeki bu diisiisiin
kontrol grubuna gore daha hafif oldugu goriildii. Buna 6rnek olarak DP1500
degiskenine bakildiginda kontrol grubunda ilk O6l¢lim ortalama degeri 0,56 iken
gentamisin uygulanmasi sonrast bu deger -5,38’¢ diiserken, aynm1 degisken icin
betahistin grubuna bakildiginda ilk 6l¢iim degeri 1,06’dan -1,98’e, ginkgo biloba i¢in
ise -2,80 degerinden -0,33’e geriledigi goriildii.

Ortalamalara bakildiginda ginkgo biloba ve betahistin grubunda ilk ve son
Olclimler arasinda istatistiksel olarak anlamli diisiis saptanmadi. Kontrol grubunda ise
1000, 1500, 2000, 3000, 4000 frekanslarindaki DP degerlerinde ve 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 6000 frekanslarindaki SNR degerlerinde goriilen diisiigler istatistiksel
olarak anlamli bulundu. OAE ile elde edilen SNR degerleri DP degerlerinin
giiriiltiiylide i¢ine alacak sekilde formulize edilmesi ile elde edildiginden OAE ile
yapilan caligmalarda dikkate alinan deger SNR degeridir (103). Kontrol grubunda
gentamisin  uygulanmasi1 sonrasinda OAE degerlerine bakildiginda biitiin
frekanslardaki SNR degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diisiislerin goriilmiis
olmasi ¢alismamizda kokleotoksisitenin bagarili bir sekilde olusturuldugunu
gostermektedir.

Grup i¢i analizde ginkgo biloba grubunda gentamisin uygulanmasi sonrasinda
OAE ile elde edilen degerlerde diisiis saptanmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir diisiisiin olmamasi bu ¢alisma modelinde ginkgo bilobanin gentamisinin
kokleotoksik etkisini sinirladigini diisiindiirmektedir. Ayrica ginkgo biloba grubunda
gentamisin uygulanmasi sonrasinda yapilan OAE o6l¢iimiinde DP1000, DP4000 ve
DP6000, SNR 4000, SNR 6000 degiskenlerinin ortalama degerlerinin korundugu
dikkati ¢ekmistir. Gruplar arasindaki farkliiga bakildiginda ise degiskenlerin
cogunda ortalamalarin her ii¢ grupta birbirine denk oldugu sadece {iigiincii OAE

testinde DP1000, DP2000, SNR1000, SNR6000 degiskenlerinde istatistiksel olarak
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anlaml farklilik saptandigi, bu farkliliginda ginkgo biloba grubunun ortalamalarinin
daha yiiksek olmasindan dolay1 ginkgo biloba grubunun yarattigi goriilmiistiir. Bu
sonug bize ginkgo bilobanin 1000, 2000, 6000 frekanslarinda kontrol grubuna gore
daha iyi OAE sonuglar1 ortaya cikardigini ve bu frekanslarda gentamisinin neden
oldugu kokleotoksik etkileri azalttigin1 gostermektedir.

Literatiirde ginkgo bilobanin antioksidan etkisi iizerinde yapilmis pek c¢ok
calisma bulunmaktadir. Naidu ve ark. (104) erkek Wistar ratlar {izerinde yaptiklari
calismada gentamisin nefrotoksisitesi lizerinde ginkgo bilobanin etkinligini
arastirmiglardir. Bu ¢aligmada denekler iki gruba ayrilmais, ilk gruba 2 giin siiresince
oral 300 mg/kg ginkgo biloba, ikinci gruba ise oral salin uyguladiktan sonra tiim
deneklere 8 giin boyunca 80 mg/kg gentamisin uygulanmistir. Deneklerin {iriner
kreatinin, kan iire, serum kreatinin diizeylerine bakilmis ve denekler sakrifiye
edilerek histolojik ¢aligmalar1 yapilmis, serum ve bdbrek doku kiiltiiriinde
malonilaldehit (MDA) enzim diizeyleri incelenmistir. Bu ¢alismada ginkgo biloba
grubunda kan iire, serum kreatinin ve kreatini klerensi, serum MDA ve bobrek MDA
diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli diisiis gosterilmis ve
gentamisin tedavisi uygulanacak olan hastalarin tedavisine ginkgo biloba eklenmesi
ile gentamisinin neden oldugu nefrotoksik etkilerin azaltilabilecegi hipotezi One
stiriilmiistiir. Bir diger calismada ise intratimpanik gentamisin uygulayarak
olusturulan ototoksik etkinin {iizerinde ginkgo bilobanin etkinligi arastirilmas,
intratimpanik gentamisin ile beraberinde lokal ginkgo biloba uygulanmasinin
histopatolojik olarak titrek tiiylii hiicrelerde ve destek hiicrelerinde daha az hasara
neden oldugu ve gentamisin antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada ise
Korti organi, stria vaskiilaris ve spiral ligamentte daha zayif boyanma oldugu
gosterilmistir (105).

Betahistin dihidrokloriir grubunda ise grup i¢i karsilagtirmalarda gentamisin
uygulanmasi1 sonrasinda OAE degerlerinde diislis gozlenmesine ragmen kontrol
grubuna gore diislistin daha hafif oldugu goriilmiis ve bu diisiis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Calismamizda bu sonu¢ gentamisinin betahistin grubunda,
kontrol grubuna benzer kokleotoksisite olusturamadigini yani betahistinin gentamisin

kokleotoksisitesini hafiflettigini diisiindiirmiistiir. Gruplar arasi istatistiksel analizde
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ise betahistin grubunda 2000 frekansindan elde edilen SNR degeri kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulunmus ve bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
verilerle 2000 frekansinda betahistinin, gentamisinin neden oldugu kokleotoksik
etkileri onledigi diisiiniilmiistiir. Betahistin dihidrokloriir vasodilatator etkili olup, i¢
kulakta mikrosirkulasyonu arttirdigt uzun yillardir bilinmektedir (106). Meyer
tarafindan Meniere hastalig1 olan 40 hasta iizerinde yapilan prospektif bir ¢alismada
alt1 hafta siiresince giinde 36 mg betahistin tedavisinin hastalarda vertigo ataklarinin
sikligin1 ve siddetini azalttigin1 ve tinnitus sikayetlerinde anlamli diizelme oldugu
gosterilmistir (107).

Calismamizda son on yildir KBB kliniginde Meniere hastaliginin tedavisinde
intratimpanik gentamisin kullaniminin yayginlagmasi, gentamisinin vestibulotoksik
etkilerinin yaninda kokleotoksik etkisinin de olmasi, hastalarda % 25-30 oraninda
isitme kaybina yol agmasi nedeniyle gentamisin iizerinde yogunlastik. Literatiirde
gentamisinin ototoksik etkilerini arastiran pek ¢ok calisma mevcuttur. Hiel ve ark.
(108) guinea pigleri iizerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada 6 giin siiresince 60
mg/kg intraperitoneal (ip) gentamisin uygulanmasi sonrasinda 1, 9, 41. giinlerde
deneklerin koklear fonksiyonlar1 dl¢iilmiis ve denekler sakrifiye edilerek koklear dis
titrek tiiylii hiicrelerde immunohistokimyasal olarak gentamisinin varligini tespit
etmiglerdir. Calisma grubunda 41. giinde ozellikle yiiksek frekanslarda birlesik
aksiyon potansiyel esiklerinde istatistiksel anlamli yiikselme saptanmis ve deneklerin
immunohistokimyasal incelemesinde 41. giinde kokleanin biitiin kesitlerinde
ozellikle dig titrek tliyli hiicrelerde gentamisinin varhigini gostermislerdir. Bu
calisma ile gentamisinin ototoksik etkisinden once dis titrek tiiylii hiicrelerde varlig
dogrulanmis, hiicrelerde gentamisin birikmesinin uzun periyotta devam ettigi ve
hiicrelerden gentamisinin elimine edilmesinin olduk¢a yavas oldugu tezi One
stirilmiistiir.

Imamura ve Adams (109) ise 100 mg/kg ip gentamisin uygulanmasindan
sonra yaptiklar1 gentamisin i¢in immunohistokimyasal boyamada, uygulamadan 2
saat sonra Korti organinda dis titrek tiiylii hiicrelerde ve Deiters hiicrelerde anti
gentamisin ile boyanmanin bagladigi, yaklasik 6 saatte dis titrek tiiylii hiicrelerde

boyanmanin maksimuma ulastig1 gozlenmistir. Baslangigta kokleanin biitiin
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tabakalarinda boyanma goriiliirken 24 saat sonra bazal tabakanin apekse gore daha
yogun boyandigi ve 6 ay sonra dahi hala dis titrek tiiylii hiicrelerde boyanma dolayisi
ile gentamisinin varligi bu calisma ile gosterilmistir. Ayni ¢alismada gentamisin
uygulanmasindan 30 dakika sonra vestibiiler sinir liflerinde boyanmanin bagladigi, 6
saat sonra sakkiil tlizerindeki hiicrelerde, 12 saat sonra da utrikiil ve ampullada
boyanmanin net olarak fark edildigi, uygulamadan 6 ay sonra vestibiiliin apikal
parcasinda anti gentamisin ile boyanmanin oldugu ifade edilmistir.

Huizing ve ark. (110) gentamisin tedavisi alan 21 hasta iizerinde yaptiklari
postmortem calismada toplam 52 temporal kemigi histopatolojik olarak
incelemiglerdir. Bu ¢alismada en ¢ok dig titrek tiiylerde kaybin oldugu,
dejenerasyonun kokleanin bazalinden apeksine ilerledigi, kokleanin biitiin
tabakalarinda stria vaskiilarisin etkilendigi, tiiylii hiicrelerdeki kayba sekonder sinir
lifi, destek hiicreleri ve spiral gangliyon néronlarinin etkilendigi gosterilmistir

Biz calisgmamizda Wistar albino cinsi digi rat tercih ettik. Yapilan bazi
caligmalarda gentamisin ototoksisitesinin bir takim faktorlere gore degisiklik
gosterebilecegini ortaya konmus ve koklear melanin igeriginin aminoglikozidlerin
ototoksisitesini etkileyecegi ileri siiriilmiistiir. Buna 6rnek olarak Conlee ve ark.
(111) yaptiklart calisma gosterilebilir. Albino ve pigmente guinea pigler {izerinde
yaptiklari bu caligmada sistemik olarak gentamisin 100 mg/kg uygulanmasi
oncesinde ve iki hafta sonrasinda koklear mikrofonik esiklerine bakarak koklear
fonksiyonlar1 degerlendirmisler, sonrasinda denekleri sakrifiye ederek elekron
mikroskopik inceleme yapmuslardir. Her iki grup arasinda ortalama koklear
mikrofonik esikleri karsilastirildiginda, pigmente deneklerin esikleri (19dB) albino
deneklere (33dB) gore diisilk saptanmis, bu deger istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Her iki grubun elektron mikroskopik incelemeleri yapilmis, albino
deneklerin koklealarinda ortalama %44 oraninda dis titrek tiiylii hiicrelerde kayip
saptanirken, pigmente deneklerde bu oran %21 olarak bulunmus. Bu farkliligin her
iki grup arasinda fosfatidil inositol konsantrasyonundaki farkliliga baglanmis ve
koklear melanin igeriginin aminoglikozidlerin etkisini inhibe etigi, bu nedenle
pigmente deneklerde ototoksik etkinin daha az oldugu ifade edilmistir. Biz de

calismamizda melaninin ototoksisiteyi Onleyici etkisini géz oniinde bulundurarak
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Wistar Albino cinsi rat kullanmayi tercih ettik. Literatiirde gentamisinin ototoksik
dozu ile ilgili pek ¢ok calisma mevcuttur, birgcok yontem, uygulama yolu, dozaj,
uygulama siklig1 ve uygulama siiresi denenmistir fakat ototoksisite olusturan kesin
bir hayvan modeli tanimlanmamistir. Bu sorun c¢alismamizi da etkilemistir.
Gentamisin uygulanmasi sonrasinda kontrol grubunda isitme esiklerinin alinmast,
deneklerin ¢ogunda isitme kaybinin goriilmemesi gentamisin ototoksisitesi olusturan
kesin bir hayvan modelinin olmamasina baglanmistir. Bu nedenle ¢alismamizda
uyguladigimiz dozlar insanlar i¢in kullanilan minimum ve maksimum dozlar goz
Oniline alinarak hesaplandi. Bunun i¢in insanlarda kullanilan doz miktarina karsilik
gelen doz, ratlarin viicut yiizey alanlart kullanilarak hesaplandi ve her bir rat igin
uygun doz intraperitoneal olarak uygulanmistir.

Bu calismada gentamisinin kokleotoksik etkisini gostermek i¢in OAE testi
kullanilmistir. Otoakustik emisyon testinin kaynagi koklea 6zelliklede dis titrek tiiylii
hiicrelerdir. Bu testte dis tiiylii hiicrelerin titresimi kokleadan kaynaklanan bir uyaran
olmakta ve bu uyar1 i¢ kulaktan itibaren sirayla stapes tabanina, kemik¢ik zincire ve
kulak zar1 yolu ile dis kulak yoluna ge¢cmekte, buradan da kayit edilebilmektedir.
Objektif olarak kokleanin degerlendirilmesine imkan saglayan uyarilmis otoakustik
emisyonlardan biri olan DPOAE’lar kokleada belli frekans bdlgelerinin
fonksiyonlarinin incelenmesinde kullanilabilen, kolay, giivenilir, hizli bir yontemdir.
Non invaziv olmasi, ii¢ dakika gibi kisa bir siire igerisinde sonu¢ vermesi deneysel
amaclt kullaniminin  yaninda klinik olarak da gilivenle kullanilabilecegini
gostermektedir (112). Literatiirde gentamisin ototoksitesini gostermek amaciyla OAE
testlerinin kullanildig1r pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Maudonnet ve ark. (113)
yapmis olduklar1 ¢alisma buna 6rnek olarak gosterilebilir. Bu ¢alismada denekleri 3
gruba ayirmislar, biitiin deneklerin ¢alisma baslamadan 6nce OAE testleri yapilmis
ve ilk gruba (kontrol grubu) ip salin, ikinci gruba 30 giin siire ile 10 mg/kg ip
gentamisin, liclincii gruba 10 giin siire ile 160 mg/kg ip gentamisin uygulamislardir.
Deneklerin  ikinci OAE testleri yapilarak tekrar koklear fonksiyonlar
degerlendirilmis ve denekler sakrifiye edilerek elektron mikroskopik ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismada kontrol grubunda ve diisiikk doz gentamisin verilen grupta

OAE vyanitlarinda degisiklik olmamis, elektron mikroskopik olarak kokleanin tiim
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tabakalarinda i¢ ve dis titrek tiiylii hiicrelerde normal silier morfoloji goriilmiistiir.
Yiiksek doz gentamisin verilen grupta ise, bu grubu olusturan tiim deneklerin
kokleanin biitiin tabakalarinda dis titrek tliylii hiicrelerinde sayica azalma ve alt1
denegin tigiinde ise ig titrek tiiylii hiicrelerinde silier yapilarinda degisiklik saptanmus,
bu grubun yapilan OAE testlerinde ise yanit alinmamis. Biitiin gruplar
karsilagtirildiginda ticlincii gruptaki hiicrelerin sayisindaki azalma istitistiksel olarak
anlamli bulunmustur.

Baz1 calismalarda ise koklear fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in ABR testi
kullanilmistir. Giroud ve ark. (114), tavuklara tek doz 200 mg/kg ip yolla gentamisin
uygulanmas1 sonrasinda 2. ve 5. giinde ABR testleri yapmislar, sonrasinda denekleri
sakrifiye ederek fonksiyonel ve anatomik hasar1 gostermislerdir. Bu c¢alismada tek
doz gentamisin uygulanmasi sonrasinda 2. giinde yapilan ABR testlerinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamis ve denekler sakrifiye edildikten
sonra yapilan elektron mikroskopik ¢aligmada 2. giinde kokleada tiiylii hiicrelerde
kaybin bagladigin1 ve kokleanin bazalinin %19 ’unda hiicre kaybi oldugunu
gostermislerdir. Gentamisin uygulanmasi sonrasinda 5. giinde yapilan ABR testinde
ABR esiklerinde 12 dB’lik yilikselme oldugunu ve 5. giinde yapilan elektron
mikroskopik incelemede koklea tiiylii hiicrelerde %12-%57 arasinda, ortalama %28
oraninda kayip oldugunu gostermislerdir. Okuda ve ark. (115) ise yaptiklari
calismada denekleri {i¢ gruba ayirarak, giinde tek doz ilk gruba 4 mg/ml, ikinci gruba
12 mg/ml ve son gruba 40 mg/ml olacak sekilde intratimpanik gentamisin
uygulamiglar ve tiim deneklere ¢alismaya baslamadan 6nce, 4, 7 ve 14. giinde ABR
testleri yaparak deneklerin koklear durumlarini, 7 ve 14. giinde ise kalorik nistagmus
yanitlarina bakilarak vestibiiler fonksiyonlarin1 degerlendirmislerdir. Tiim denekler
14. giinlin sonunda sakrifiye edilerek elektron mikroskopik ¢alismalar1 yapilmistir.
Yiksek doz gentamisin uygulanan grubun ABR esikleri diger gruplarla
karsilastirildiginda daha yiiksek ve bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Deneklerin kalorik yanitlarina bakildiginda ilk ve ikinci grupta normal kalorik yanit
alinmasina ragmen, son grupta kalorik yamitin alinamadigr ifade edilmistir.
Deneklerin temporal kemik histopatolojik calismasinda ise yiliksek doz gentamisin

uygulanan grupta Korti organinda tamamen dis titrek tiiylii hiicrelerde kaybin
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oldugu, ampullada ise ciddi sitoplazmik hasar ve néroepitelyumun kalinliginda
azalma oldugu tespit edilmistir. Unal ve ark.(87) ise gentamisin ototoksisitesi iizerine
trimetazidinin koruyucu etkisini gostermislerdir. Bu c¢alismada denekler kontrol,
gentamisin, gentamisin+trimetazidin grubu olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol
grubuna ip salin, gentamisin grubuna 30 giin siiresince intramiiskiiler (i.m.) 5mg/kg
gentamisin, son gruba ise 30 giin siiresince i.m. Smg/kg gentamisin+ip 5 mg/kg
trimetazidin uygulanmis, koklear fonksiyonlar ABR testi ile degerlendirilmistir,
calismanin sonunda ise histopatolojik ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada gentamisin
grubunda ABR esikleri kontrol grubuna gore daha kot bulunurken,
gentamisin+trimetazidin grubunda ise kontrol grubu ile benzer degerler elde edilmis,
kontrol grubu ile aralarinda istatististiksel anlamli farklilik bulunmamistir. Yapilan
morfolojik degerlendirmede ise gentamisin grubunda spiral limbus ve stria vaskiilaris
epitelinde ~ vakouolizasyon  %85-90  olarak  saptanirken, bu  deger
gentamisin+trimetazidin grubunda %5 olarak bulunmustur.

Bizim calismamizda OAE testini tercih etmemizin sebebi ise kokleaya
ozellikle de dis tiitrek tiiylii hiicrelere hassas ve objektif bir test olmas1 ayn1 zamanda
pratik bir test olup kisa siirede sonug alinabilmesidir.

Calismamizin biitlin asamalarinda kendi kontroliimiizde bizzat kendimiz
tarafindan yapilmis olmasi ve varilan sonuglar bu ¢alismanin giiclii yonlerini
olusturmaktadir. Ayrica ¢calismanin planlanmasinda amaclanan hedeflere ulasilmasi,
deneyin saglikli bir sekilde yiiriitiilmiis olmast ve ilerideki ¢aligmalara 11k
tutabilecek bilimsel sonuglarin alinmis olmasi ¢alismamizi giiclii ve degerli kilarken,
calismamizin en biiyiik eksigi histopatolojik calismanin yapilamamis olmasidir.
Histopatolojik calisma ile daha objektif sonuglar alinacagi aciktir. Bu nedenle
emisyon ile elde edilen veriler hem histopatolojik olarak desteklenememis, hem de
emisyon ile gosterilemeyen birtakim degisiklikler tespit edilememistir.

Her ne kadar temporal kemikler rezeke edilip histopatolojik-elektron
mikroskopik calismalarin yapilmasi i¢in saklanmis olsa da teknik donanim eksikligi
nedeniyle bu caligmalar yapilamamuistir.

Tim bu elde edilen verilerle calismamizdan net sonuglar alinabilmistir.

Gentamisin uygulamasindan sonra betahistin ve ginkgo biloba gruplarindan elde
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edilen OAE degerlerinin ortalamalari, kontrol grubundan daha yiiksek bulunmasina
ragmen bu fark gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam yaratmamistir. Gruplar
kendi i¢lerinde degerlendirildiklerinde ise kontrol grubunun OAE verileri, diger
gruplara gore daha keskin bir diisiis gostermistir ve degerlerdeki bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli da bulunmustur. Bu sonuglarla ginkgo biloba ve betahistinin,
gentamisin ototoksisitesine kars1 koruyucu olma ozellikleri olabilecegi tezi ortaya

atilabilir. Ancak bu tez benzer ¢alismalar ve histopatolojik verilerle desteklenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Kontrol grubunda gentamisin uygulanmasi sonrasinda OAE testinden elde edilen
DP ve SNR degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diisiisiin saptanmasi basarili bir

seklide gentamisin ototoksisitesinin olusturuldugunu géstermistir.

2. Ginkgo bilobanin gentamisinin kokleotoksik etkisini sinirlayic1 etkisinin

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

3. Betahistin dihidrokloriiriin gentamisinin kokleotoksik etkisini siirlayici etkisinin

olabilecegi diistiniilmiistiir.

4. Gentamisin uygulanmasi sonrasinda otoakustik emisyon ol¢iimii ile elde edilen
birka¢ degerde 6zellikle ginkgo biloba grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu verilerle ginkgo bilobanin betahistinden

daha koruyucu oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

5. Literatiirde gentamisin ototoksisitesi olusturan net bir hayvan modeli mevcut
degildir. Boyle bir hayvan modelinin olusturulmasi, yapilacak benzeri ¢aligmalardan

daha net sonuglar alinmasini saglayacaktir.

6. Otoakustik emisyon testi koklear fonksiyonlar1 gosteren objektif bir test olmasina
ragmen elde edilen sonuglarin histopatolojik caligmalarla desteklenmesi benzer

calismalar1 daha giiclii kilacaktir.

7. Benzer hayvan c¢alismalarin arttirilarak bu sonuglarin desteklenmesi ve klinik

arastirmalara gegilmesi Onerilmektedir.
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Tibbi Etik Genel'\Kui Bagkan
e

\/

Adres: Abant lzzet Baysal Universitesi, izzet Baysal Ttp Fakiltesi Dekanhgt,
izzet Baysal Kampiisti, 14280 Goltkay-BOLU Tel: 0374 253 45 68 Faks: 00 374 253 45 59
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SAYI :21
KONU: Sonug

03.05.2009

Saym, Dr.Fatma AKYUREK
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dah
Aragtirma Girevlisi

Hayvan Aragtirmalan Yerel Etik Kurulu tarafindan 2008/300/65 no.lu “Betahistin ve,
Ginkgo Glikozidlerinin Gentamisin Ototksitesi Uzerindeki Prolaktif Etkisi” isimli tez
¢aligmanizda yapilan (2009/10 no’lu) degisiklikler etik olarak uygun bulunmustur /
bulsmamghir,

( po

Prof. DR. Ertan YETKIN
(Uye)

o S

Dog. Dr. Serap KQYBASI SANAL Dog. Dr, Fatma TORE Yrd. Dog. Dr. Azra BOZCA ARMUTLU
(Oye) (Uye) (Uye)

A{ka%a»zaBQUNLER Burhan KAYA

(Uye) (Uye)
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