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SL : Spiral Ligaman

SM : Skala Media

SP : Spiral Prominens

SV : Stria Vaskiilaris

T1DM : Tip 1 Diyabet (Type 1 Diabetes Mellitus)
T2DM : Tip 2 Diyabet (Type 2 Diabetes Mellitus)

TEKHARF : Tiirkiye’de Eriskinlerde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Siklig
TG : Trigliserit

™ : Tektoriyel membran
WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
VEGF :Vaskiiler Endoteryal Biiyiime Faktorii (Vascular Endoterial Growth

Factor)
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OZET

Gililmez, Z.D. Deneysel Metabolik Sendromda Metformin Uygulamasinin Koklear Fonksiyonlar
Uzerine Etkisinin Elektrofizyolojik Ve Ultrastrukturel Olarak Degerlendirilmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Odyoloji Anabilim Dali. Odyoloji Dil ve Konusma
Bozukluklari Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2017.

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baslar, abdominal obezite, glukoz intoleransi
veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gibi sistemik
bozukluklar ile karakterize bir hastaliktir. Bu komponentler, dokularda hasar olusturmakta ve
dokularm islevselligi yitirilmektedir. Calismamizda deneysel olarak fruktoza bagli metabolik
sendromun isitme sistemini nasil etkiledigi ve Metforminin etkisi arastirilmistir.

Calismamizda isitmesi normal olarak degerlendirilen, 32 adet (64 kulak) pigmente
Hartley cinsi geng-erigkin kobaylar rastgele 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu (Grup 1), metabolik
sendrom olusturulan fruktoz grubu (Grup 2), metformin grubu (Grup 3) ve Fruktoz+Metformin
grubu (Grup 4) olarak planlandi. Elektrofizyolojik 6l¢timler 4 hafta boyunca 0,giin, 3.giin,
10.gilin ve 28.giin yapildi. Kan glukoz, lipit ve insiilin diizeyleri, viicut agirliklar1 0,giin, 2.giin,
3.giin, 10.giin ve 28.giin bakildi. Kobaylar 4. haftada 6l¢iimler tamamlandiktan sonra dekapite
edilerek, alinan kan ve doku orneklerinde biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmeler
yapildi.

Kontrol ve metformin gruplarimizda elektrofizyolojik 6lgiimlerde, morfolojik bulgular
ve biyokimyasal analizlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p<0,05). Fruktoz
grubumuzda; agirlik degisimlerinde, kan glukoz, lipid ve insiilin diizeylerinde metabolik
sendrom belirtilerini destekleyecek sekilde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi
(p<0,05). Fruktoz grubunda, elde edilen DPOAE ve ABR cevaplari diger gruplarin cevaplari ile
karsilastirildiginda, 3. giinden itibaren istatistiksel olarak anlamli farkliklar tespit edilmistir
(p<0,05). Histolojik bulgular bu sonuglar1 destekler nitelikte gézlenmis, dis tiiyli hiicre ve stria
vaskularistaki dejenarasyona bagl oOzellikle yiiksek frekanslarda baslayan ve orta frekanslara
dogru devam eden igitme kaybi elde edilmistir(p<0,05). Fruktoz+metformin grubumuzda 0. giin
ile 10. giinde metabolik degisimlere bagh olarak elektrofizyolojik cevaplardaki bozulmanin 10.
giin ile 28. giin arasinda diizeldigi tespit edilmistir.

Sonug olarak fruktozdan zengin diyete bagli olarak olusan metabolik degisikliklerin
prooksidan denge yoniinde bozuldugu ve bu degisiklilerin metformin ile koklear fonksiyonlar
iizerinde hem elektrofizyolojik hem de ultrastrukturel olarak koruyucu yonde bir denge
olusturdugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metabolik sendrom; Metformin; Isitsel Beyinsap1 Cevaplari; Otoakustik
Emisyon; Fruktoz; Koklea.

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) (Proje No:
22687) ve Istanbul Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP) (Proje no:
283.2016-YL-35/27-42) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Gulmez, Z.D. (2017) Evaluation of the effect of metformin on cochlear functions
electrophysiologically and ultrastructurally in experimental metabolic syndrome. Istanbul
University, Institute of Health Sciences, Audiology, Language and Speech Disorders
Department. Master of Thesis. Istanbul. 2017.

Metabolic syndrome is characterized by systemic disorders such as insulin resistance,
abdominal obesity, glucose intolerance or diabetes mellitus, dyslipidemia, hypertension and
coronary artery disease. These components damage the tissues and the function of the tissues is
lost. In our study, the effect of fructose-linked metabolic syndrome on hearing system and the
effect of metformin were investigated experimentally.

In our study, thirty-two (64 ears) pigmented Hartley young-adult guinea pigs with
normal hearing were randomly divided into 4 groups. Group 1 was control group, group 2 was
metabolic syndrome named fructose group, group 3 was metformin group and group 4 was
fructose + metformin group. Electrophysiological measurements were made in 0. day, 3rd, 10th
and 28th days for 4 weeks. Blood glucose, lipid and insulin levels, body weights were done in 0.
day 2nd, 3rd, 10th and 28th days. Biochemical and histopathologic evaluations were performed
on blood and tissue specimens taken after decapitation of the guinea pigs at the 4th week.

There was no statistically significant difference between control and metformin groups
in electrophysiological measurements, morphological findings and biochemical analyzes
(p<0,05). A statistically significant was observed in fructose group in terms of body weight
changes, blood glucose, lipid and insulin levels. Electrophysiological measurements were
consistent with histological findings in the DPOAE and ABR responses in the fructose group.
Hearing loss, especially starting at high frequencies and continuing towards the middle
frequencies, due to degeneration of the outer hair cell and stria vascularis was obtained
(p<0,05). In the fructose + metformin group, the increase in degenerative changes in the cochlea
due to metabolic changes between day 0 and day 28 was less observed than between day 10 and
day 28.

As a result, metabolic changes due to fructose-rich diets are impaired in the direction of
prooxidant balance. We think that these changes form a balance in cochlear functions both
electrophysiologically and ultrastructurally with Metformin.

Key Words: Metabolic Syndrome; Metformin; Auditory Brainstem Response; otoacoustic
emission, fructose, cochlea.

The present work was supported by Scientific Research Projects Unit(BAP) of Istanbul
University. Project No. 22687 and Istanbul University Faculty Member Training Program
(OYP) (Project No: 283.2016-YL-35/27-42)



1. GIRIS VE AMAC

Metabolik sendrom (MetS) gilinimiizde hareketsiz yasam, beslenme
aligkanliginin degismesi, cevresel ve kalitimsal etkilerin neden oldugu hastaliklar
kiimesi olarak adlandirilir (Isildak, 2004). Metabolik sendrom; insiilin direnci sendromu
ve sendrom X olarak da bilinen, insanlarda abdominal obezite, aterojenik dislipidemi,
esansiyel hipertansiyon, insiilin direnci, glukoz tolerans bozuklugu, protrombotik ve
proinflamatuar durum ile karakterize bir endokrinopatidir (Grundy, 2005). MetS bireyin
genetik faktorlerine ve cevresel etmenlere bagli olarak ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler
hastalik risk artist ile iligkili bir grup metabolik bozukluk toplulugudur (Lakka, 2002).
Metabolik sendromun altinda yatan esas etkenin, insiilin direnci oldugu tespit edilmistir
ve insiilin direnci; insiilin duyarliligindaki azalma seklinde tanimlanmaktadir (Henry,
2003). Beslenme ve fiziksel aktivite gibi gevresel faktorlerdeki degisim, oOzellikle
yiiksek oranda fruktoz igeren igeceklerin tiilketimindeki artig, bu metabolik bozukluktan
biiylik Ol¢lide sorumlu tutulmaktadir. Deneysel olarak fruktozca zengin beslenme,
insiilin direnci, hiperlipidemi, karaciger yaglanmasi ve endotel fonksiyon bozuklugu ile

seyreden metabolik sendroma benzer bir durum olusturur.

Diabetes mellitus’ta (DM) isitme kayb1 iizerine ilk veriler 1961°de Jorgensen ve
Buch tarafindan sunulmustur. DM’li hasta grubunda yapilan bir ¢alismada orta
frekanslardan yiiksek frekanslara dogru giderek artan tarzda sensorindral isitme kaybi
profili vurgulanmaktadir (Carmen, 1994). Isitme kayb1 ve diyabet arasindaki nedensel
iliski bir¢ok arastirmanin konusunu olusturmus, hatta diyabetiklerde isitme kaybinin
gorilme siklig1 %93’1in lizerinde bildirilmistir. DM’de, normalden daha erken ve daha
fazla sensorindral isitme kaybima rastlandigi bildirilmistir. Isitme kaybi, progresif
ozellik gosteren ve ozellikle yliksek frekanslari etkileyen bilateral sensorindral isitme
kayb1 olarak smiflandirilmistir  (Dalton, 1998). Diabetes Mellitus’ta hangi
mekanizmalarla bu komplikasyonlarin olustugu hakkinda tam bir goriis birligi yoktur.
Bu konuda birgok arastirmaci degisik fikirler 6ne slirmiistiir. Olusum mekanizmasi
olarak literatlirde belirtilenler; diyabetik anjiopati sonucu koklear hipoksi, koklear
sinirde primer noropati, vaskuler yada metabolik olaylara bagli sekonder néropati, ve
kokleanin dolagimindaki glukoz seviyesindeki degisikliklerdir (Carmen, 1994).

Arastirmacilart biiyiik ¢ogunlugu primer lezyon olarak anjiopati iizerinde durmustur.



Bunu destekleyen belli bash iki neden vardir. ilk olarak histopatolojik ¢alismalar, ic
kulakta mikrovaskuler lezyonlar ve hasarlanma yoniinde bulgular vermektedir (Carmen,
1994; Dalton, 1998; Baslo, 1981). ikinci neden ise diyabete bagli genis damarsal
degisiklikler gozlenmesidir (Cetik, 1991, Malpas, 1989). Diyabetik hayvanlarda yapilan
caligmalarda stria vaskularis kapillerlerinin bazal membraninda kalinlasma oldugu
gosterilmistir. Bu vaskuler lezyonlarin isitme sisteminde noral dejenerasyon i¢in 6nemli
bir neden oldugu savunulmustur (Dalton, 1998; Baslo, 1981). Vaskuler lezyonlarin
isitmeyi bozmasmin su yolla oldugu diisiiniilmektedir. Direk olarak koklear kan
akiminda azalmayla birlikte, kapiller duvarlarda kalinlasma nedeniyle transport
azalarak, koklear sinirde dejenerasyon sonucunda isitmenin etkilenecegi
savunulmaktadir (Malpas, 1989). Yapilan bir c¢ok calismada ise bazi diyabetik
komplikasyonlarin sadece diyabet ile ilgili oksidatif stres ile iliskilendirilmis oldugunu
gostermistir (Aladag, 2009). Yiikselmis ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve sonrasinda
olusan apopitoz bazi isitme kaybi patolojileri ve pek ¢ok hastaliklarin gelisimi ile
iligskilendirilmistir (Op de Beeck, 2011). Dahasi, mitokondrial disfonksiyon bazi igitme
kayb1 tiplerinde oOnemli bir rol oynar (Yamasoba, 2007). Hiicresel enerji
metabolizmasindaki belirgin fonksiyonunun yanisira, son on yilda mitokondrinin ana
gorevi olarak hiicresel Oliimiin kontrolii {lizerine yogunlasilmistir. Mitokondrinin
gecirgen gozenegi (PTP) sitozol icine sitokrom c¢’nin salinimi yoluyla apopitozun
intrensik yoluna dahil olur (Chang, 2011). Bizim buradaki hipotetik yaklagimimiz,
MetS’ de olusan veye ilerlemekte olan isitme kaybinin mekanizmasi kokleanin
yapisindaki isitsel reseptorler olan tiiylii hiicrelerden kaynaklanan patofizyolojik siire¢
olacaktir. Isitsel reseptorlerden ozellikle dis tilylii hiicreler kokleada aktif
biyomekaniksel siiregte hem akustik sinyalin amplifikasyonunda hem de bu sinyalin
islenmesinde primer yap1 olarak hareket eder. Dis tiiylii hiicreler lateral membraninda ki
motor protein ‘“Prestin” ile kokleada ki bu aktif siireci yerine getirir. Prestin bir motor
proteindir. Ekstrinsik bir voltaj sensorii olarak hareket eder. Ekstraselliiler ve
intraselliiler ortamda Cl- iyonlarin1 tasiyarak, hiicrenin depolarizasyon ve
repolarizasyon fazlarinda mikrosaniyelerde hiicre uzunlugunu degistirirler (Dallos,
2002). Boylece gelen akustik bilgiyi kullanip, islemis olurlar. Bu gelen bilginin dis
tiiylii hiicreler tarafindan kullanilmasi igin, tiiylii hiicredeki homeostatik mekanizmalarin
Ozellikle hiicrei¢i enerji transferinin iyi yonlendirilmesi gerekir. AMPK hiicrenin enerji

durumuna ve sitosolilk AMP/ATP konsantrasyonuna duyarlidir. Hiicresel diizeyde ATP



oranini arttirmak i¢in glukoz alimini, glikolizisi, yag asitlerin oksidasyonunu ve ATP
tiretimi icin gerekli enzimatik aktiviteyi arttirirlar (Foller, 2012). Son yapilan
caligmalarda AMPK’ nin kokleada ototoksisitede (Chang, 2013) o6zellikle akustik
travmada (Foller, 2012) isitmenin tekrar saglanmasi ve tiiylii hiicrelerin korunmasi
yolunda 6nemli bir protein oldugunu gostermislerdir. Fareler {izerinde yaptiklari bu
calismada AMPK gen ifadesi olan ve olmayan iki grup olusturulmus, akustik travma
Oncesi ve sonrasi igitsel uyarilmis beyinsap1 cevaplarini degerlendirmislerdir. AMPK’
dan yoksun farelerde akustik travmadan iki hafta sonra kalic1 isitme kayb1 gelismistir
(Chang, 2013).

AMPK ifadesi olan farelerde ise asir1 akustik travmada AMPK kalsiyum (Ca*?)
ile aktive olan potasyum (K") kanallann ile K' c¢ikisii artirarak hiicreyi
hiperpolarizasyon fazina getirmis bu durumda dis tiiylii hiicrelerde hiicrenin asir1 bir

sekilde uyarilabilirligini azaltmis ve dejenerasyonu onlemistir.

Calismamizda kullandigimiz antidiyabetik ilag olan metformin; yasam igin
gerekli bir molekiil olan AMPK’y1 etkinlestirerek, molekiiler diizeyde calisir. AMPK
veya bunun molekiiler analoglari hemen hemen tiim canli organizmalarda
bulunmaktadir. Cesitli metabolik bozukluklarla gelen diyabet ve obezite, hiicresel
bliylime bozukluklar1 ve kanser gelisimine katkida bulunur. Metformin, AMPK
aktivitoriinii etkinlestirirken, giiclii, saglikli bir sekilde metabolik faktorlerin ve bu

hiicre biiyiimelerini diizenlemektedir (Adler, 2009; Nathan, 2009).

Metformin, insiilin salinimin1 uyarmadig: i¢in, siilfoniliirelerden farkli olarak, ne
tip 2 diyabetli hastalarda ne de normal kisilerde hipoglisemi olusturmaz ve
hiperinsiilinemiye sebep olmaz. Metformin tedavisi ile aclik insiilin seviyeleri ve giin
boyu plazma insiilin cevapi artarken, insiilin sekresyonu uyarilmaz (Nathan, 2009).
T2DM tedavisinde sik¢a kullanilan bir ilag olan Metformin, son zamanlarda
mitokondriyal gegirgenlik ve sitokrom ¢ salinimi yoluyla apopitoz iizerindeki etkisi
konusunda yeni bulgular nedeniyle ilgi gérmiistiir. Metformin verilerek yapilan bir 6n
calismada HEI-OC1 hiicreleri daha az ROS iiretmis ve bu da metforminin kalsiyum
modiilasyonu yoluyla gentamisine bagli apopitozu ve anti-apoptik etkileri azaltilmis
ROS’u 6nledigini gostermistir (Chang, 2011). Kokleada 6zellikle dis tiiylii hiicrelerde
basolateral membranda bir seker tasiyicist GLUTS igermektedir. GLUTS glukozdan ¢ok
fruktoz transportuna daha duyarlidir (Ashmore, 2008). Bu da dis tliylii hiicrelerde hem



hiicresel homeostasis, hem de gelen akustik bilginin islenmesi ve membrandaki motor

proteinlerin islevlerini yerine getirmesi i¢in gerekli bir proteindir.

Calismamizda fruktoz ile uyarilan metabolik sendrom modelinde metformin
uygulamasimin koklear fonksiyonlar tlizerindeki etkisi degerlendirilerek olas1 isitme
kaybinin nasil olustugu yoniine 151k tutacaktir. Metformin uygulamasi ile metabolik
sendromdaki bu patofizyolojik siirecin nasil etkilendigi ve mekanizmasinin arastiriimasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOKLEA

Koklea, Yunanca “cochlos” sozciiglinliin karsiligi olup salyangoz anlamina
gelmektedir (Kandel, 1992). Kokleanin dis kismi otik kapsiil denilen sert kemik yapisi
ile cevrilidir (Raphael, 2003). insanlarda ortalama 35 mm’dir. Modiolus ad1 verilen yap1
etrafinda yaklagik 2,5 tur doniis yapmaktadir. Oval pencere ve yuvarlak pencere otik
kapsiiliin orta kulaga acilan kisimlaridir (Sekil 2-1) Modiolus kan damarlar, bag
dokular, sinirler gibi yapilart barindiran eksendir (Santi, 2001; 2007).

Sekil 2-1 : Otik kapsiil scanning elektron mikroskop goriintiisii (Salt, 2001)

Koklea ti¢ kanaldan meydana gelmektedir. Bu kanallar; skala vestibiili, skala
media ve skala timpanidir (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2 : Mid-modiolar planda kokleanin genel organizasyonu (Raphael, 2003)

Skala vestibiili kism1 oval pencereden kokleanin apeksine dogru devam eder ve
helikotrema adi verilen kiigiikk bir agiklik yoluyla skala timpaniye baglanir. Skala
timpani de bazale dogru devam eder, oval pencerede sonlanir. Bu yapilarda perilenf
stvist bulunmaktadir. Perilenfin yapisi ekstraselliiler siviya olduk¢a benzerdir. Perilenfte
yiiksek oranda sodyum (Na* )ve diisiik oranda potasyum (K" ) iyonlar1 bulunmaktadir.
Skala media bu yapilardan farkli olarak endolenf sivisi igermektedir. Endolenf

intraselliiler siviya benzer olarak diisiik oranda Na* ve yiiksek oranda K* icermektedir.

(Sekil 2-3).
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Sekil 2-3 : Koklear sivilarin dagilimi ve bilesimi (Salt AN. Cochlear Fluids Lab,
Washington University. St. Lois-http://www.oto2.wustl.edu/cochlear fluids

composition)
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Kokleada skala mediada yer alan onemli yapilar; Lateral Duvar, Reissner
Membrani, Baziler Membran (BM) ve Kemik Spiral Lamina’dir (Santi, 2007).

2.1.1. Lateral Duvar

2.1.1.1. Spiral Ligaman

Lateral duvarda en biiyiik hacme sahip yapidir. Spiral Ligaman; stria vaskiilaris ile otik
kapsiil arasinda bulunur. Dokular ve iyon transportu igin gerekli enzimler agisindan
zengindir. Ozellikle tip2 fibroblastlar Na'-K*-ATPaz iyon transportu i¢in &nemli

enzimleri icerir(Dallos, 1978).

2.1.1.2. Stria Vaskularis

Reissner membrani ile spiral prominens arasinda yer alir. Vaskiiler bir yapidir.
Bu yapidaki hiicreler Na'-K*-ATPaz acisindan zengindir. Ug tip hiicre tabakasindan
meydana gelmistir. Bu hiicreler; marjinal, intermediate ve bazal hiicrelerdir (Donaldson,

1991; Harrison, 2001; Dallos, 1996; Wangemann,1996; Slepeckly, 1996).

Sm

Sekil 2-4 : Stria vaskularisin genel goriiniisii (Bulut, 2007)

Sv: Stria vaskularis; Sm: Skala Media;
Sp: Spiral prominens;

Sl:Spiral ligaman
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Sekil 2-5 : Stria vaskularisteki ii¢ hiicre tabakasinin dizilimi (Slepeckly, 1996)

Marjinal hiicreler: Endolenfin iyon konsantrasyonunun stabilitesini saglar.
Bazolateral yiizeyi Na'-K*-ATPaz ile Na'-K*-CI" kotransporter’den zengin ¢ok sayida
mitokondri igeren yapilardan meydana gelmistir (Wright, 1997; Dallos, 1996;
Wangemann, 1996; Slepeckly, 1996).

Intermediate ve bazal hiicreler: Melanin iceren melanositler olarak adlandirilir.
(Kros, 1996; Raphael, 2003). Bazal hiicreler Na*, K’-ATPaz’ bakimindan yoksundur
(Santi, 2007).

2.1.1.3. Spiral Prominens
Stria vaskiilaris ile baziler membran arasinda tip II fibroblastlarin yogun oldugu yapidir.

Iyon transportunda gorevlidir.

2.1.2. Reissner membrani

Skala media ile skala vestibiili arasindaki {i¢ zar yapili kisimdir. Endolenf

perilenf arasinda iyon gecisleri saglar.



2.1.3. Baziler Membran
Skala media ile skala timpani arasinda bulunan yapidir. I¢ kulaga iletilen ses baziler
membran tizerinde bulunan Corti organ tarafindan frekansa spesifik olarak algilanir

(Kandel, 1992). Kokleanin tonotopik yapisini saglar (Santi, 2007).

Sekil 2-6 : Koklea kesiti (Cruz, 2007)

Baziler Membran (BM)  Cladius Hiicreleri (C) Stria Vaskiilaris (SV)
Pars Arcuata (PA) Tektoriyel Membran (TM) Spiral Ligament (SL)

Pars Pectinata (PP) Reissner Membrani (RM)

Cladius Hiicreleri: Skala mediadaki endolenf ile skala timpanideki perilenf arasinda

siir hiicreleri olarak gosterilmektedir.

2.1.3.1. Corti Orgam
Corti organi skala mediada yer almaktadir.I¢c kulaga iletilen sesleri reseptdr

mekanizma gibi algilar.

Corti organinda tek sira seklinde siralanan yaklasik 3500 i¢ tiiyli hiicre ve 3—4
sira halinde siralanan yaklagik 12000 adet dis tiiylii hiicre vardir.

I¢ tiiylii hiicreler (ITH); Tek sira halinde olan yapidir. Stereosilya dizilimi “U”

seklindedir. Uzunluklar1 2-8 pm arasindadir. Bir i¢ tiylii hiicresinde ortalama 20-30
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arasinda degisen stereosilya vardir. (Raphael, 2003; Slepeckly, 1996). Skala mediada
bulunan endolenfteki potasyum iyonlari sterosilyum i¢ine dogru ge¢mesi sonucu tiiy
hiicresi depolarize olmaktadir. Ters tarafa dogru egilmesi tily hiicrelerini
hiperpolarizasyona ugratir ve reseptor potansiyel olusur. Tiiy hiicrelerinin sinaps yaptigi

koklear sinirler uyarilir.

Dus  tiiylii  hiicreler (DTH); Koklear kanal boyunca 3-4 sira dizilim
gostermektedirler. Stereosilya dizilimi “W” seklindedir (Raphael, 2003). Frekansin daha

1yi algilanmasinda gorevi vardir.

Outer Hair = »
Cell

(Lateral)
A\
—~ » : ,

Pillar Cells (Roof of
Tunnel)

[ a
\ )
: '_"f ;

Inner Hair Cell
—

(Medial)

Sekil 2-7 : i¢ ve dis tiiylii hiicre stereosilya dizilimi (Raphael, 2003)

Dis tiiylii hiicre lateral duvarina lokalize olmus protein veya motor proteinler
tiiylii hiicre uzunlugunu degistirirler. Bu degisim prestin ad1 verilen motor proteinin
islevine baghdir. Dis tiiylii hiicre motilitesinde, membran potansiyeli degisikliklerinde

hiicrenin aksiyal sertlik degisiklikleri de eslik eder (Sacchi, 2001).
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2.1.3.2. Tektorial membran
Koklea boyunca bazalden apekse dogru Corti organi’nin iizerini orten hiicresel
olmayan bir bag doku kitlesidir. Dis tiiylii hiicrelerin en uzun sterosilya sirasi bu

membran yiizeyine temas etmektedir.

2.1.4. Kemik Spiral Lamina

Modiolustan  baslayarak baziler membranin medialine yapisir. Kemik bir
cikintidir. Corti organina giren ve ¢ikan sinirlerin gegtigi bir kanaldir. Habenula
perforata denilen kisiminda ise sinir lifleri miyelin kiliflarin1 kaybederek Corti organina

gecis yaparlar. (Santi, 2007).

2.2. Kokleamin vaskiiler yapisi

Labirentin arter, VIII. Kraniyel sinir ile internal akustik kanala girer. Labirentin
arter sonra ana koklear arter ve anterior vestibiiler arter seklinde iki dala ayrilir. Ana
koklear arter de apekse giden spiral modiolar arter ve bazal kisma dogru giden
vestibiilokoklear arter olarak iki dala ayrilir. Spiral modiolar arter, iki dala ayrilir.
Apekse dogru giden ilk dal skala vestibiili lizerine uzanir. Stria vaskiilaris, spiral
prominens gibi hiicrelere dogru kilcal damarlara ayrilir. Bazal kisma dogru giden ikinci
dal ise spiral gangliyonu ve spiral limbusu besler. Lateral duvardaki hiicreler, spiral
lumbus ve spiral gangliyondan spiral modiolar vene dogru kan dolasimi saglanir
(Axelsson, 1988).

—— Radiating Arteriole

Main Cochlear Artery
- Stria Vascularis

Arteriovenous Arcade

Spiral Ligament

Anterior Spiral Vein ~ Vessel of the Spiral Prominence

Spiral Ganglion
P & Collecting Venule

\Spiral Vessel

> Posterior Spiral Vein

Sekil 2-8 : Kokleanin vaskiiler sistemi (https://entokey.com/blood-vessels/)
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2.3. Isitmenin Elektrofizyolojik Degerlendirilmesi

2.3.1. Otoakustik Emisyonlar (OAE)

Otoakustik emisyonlar (OAE)’1 1978’de David Kemp’in kesfinden sonra ortaya
cikmistir. Gelen ses uyarani i¢ kulaga dogru iletilirken dis tiiylii hiicreler ile mekanik bir
enerji olugur. Olusan enerji oval pencereden sesin uyaraninin geldigi yone dogru iletilir.
Timpanik membranin hareketine baglh olarak otoakustik emisyon olusur. OAE’ler
periferik isitmeyi degerlendirmede kullanilan hizli bir test yontemidir. Ozellikle dis
tiiylii hiicre fonksiyonunun fonksiyonu hakkinda bilgi vermektedir. (Kemp, 2002; Hall,
1994).

Subjektif testlere koopere olamayan geng, yasl, bebeklerde siklikla kullanilir.
Ayrica ilag ototoksisitesine maruz kalan bireylerde de yaygn bir sekilde

kullanilir.Uygulanmalar1 kolay ve hizlidir. (Kemp, 2002; Hall, 1994; Plinkert, 1994).

OAE’lerin smiflandirilmas1 uyaran ve uyarandan bagimsiz olmak iizere 2
cesittir. Uyaran varliginda elde edilen cevaplar igitmesi normal olan bireylerde elde
ediebilir (Kemp, 1978). Dis tiiylii hiicrelerin hasarinda OAE’ler elde edilemez.
(Jhonson, 2002). OAE testi dis kulak ve orta kulaktaki uyaranin kokleaya ulagsmasini
engelleyen yapilarin (buson, otitis media, vb.) varliginda elde edilemeyebilir. Bu gibi
faktorlerin ekarte edilir test yapilmasi onerilmektedir(Plinkert, 1994; Bright, 2002).

OAE’lerin siiflandirilmasinda;

Spontan otoakustik emisyonlar(SOAE): Ortamda hi¢bir uyaran yok iken
kokleadan gelen seslerin mikrofon araciligi ile kaydedilmesidir. (Kemp, 2002; Hall,
1994; Lonsbury-Martin, 1994).

Uyarilmis otoakustik emisyonlar(EOAE): Uyaran verilerek i¢ kulak uyarilir. g
kulakta meydana gelen mekanoelektriksel titresimlerin meydana getirdigi sesler yine

aym sekilde mikrofon ile kaydedilir. (Plinkert, 1994) Ug farkl1 gesidi vardur.

1- Stimulus frekansi otoakustik emisyonlar(SFOAE): I¢ kulaga verilen saf ses
uyarani ile olusan cevaplardir. (Kemp, 2002; Lonsbury-Martin, 1994).

2- Distortion product otoakustik emisyonlar(DPOAE): Iki farkli sesin es zamanl
olarak verilmesi ile koleada meydana gelen seslerin kaydedilmesi prensibine dayanir.
(Martin, 2002). DPOAE cevaplar yaklasik 50-60 dB tizerindeki isitme kayiplarinda
olusmaz. (Hall, 1994; Martin, 2002; Salata, 1998).
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3- Transient evoked otoakustik emisyonlar(TEOAE): Kisa siireli uyaranlar
verilerek Ol¢iilen cevaplardir. Klik uyaran veya tone bip uyaranlart kullanilir. Uyaran

siddeti genellikle 80 dB SPL’dir.

2.3.2. Isitsel Beyinsapi Cevaplari (ABR)
Isitsel beyinsap1 cevaplar1 (ABR), istme siniri ve sinir liflerinin senkronize olup
olmadigini belirlemeye yarayan bir testtir. Bu yerlerde var olan bir patoloji durumunda

ABR testinde tam veya kismi olarak cevap elde edilemeyebilir.

ABR testinde hem tiim kokleay1 uyaran, genis bant olan klik kullanilmakta hem
de frekansa 6zgii tone burst uyaran kullanilmaktadir (Ozdamar, 1996; Mus, 1991).

ABR dalgas1 Jewett dalga serilerinden olusur. Bunlar;
I.dalga; koklear sinirin distalinden,
I1.dalga; koklear sinirin proksimalinden,
I11.dalga; koklear niikleusdan(ventral),
IV.dalga; superior olivary kompleksden(alt pons),
V.dalga; pozitif kismi lateral lemniskusdan, negatif kismi inferior kollikulustan,

kaynaklanmaktadir. (Ozdamar, 1996; Sphelman, 1985; Mus, 1991).

2.4. Metabolik Sendrom (MetS)

2.4.1. MetS Etiyolojisi ve Prevelansi

Cagimizin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan Metabolik Sendrom (MetS),
insiilin direnci sendromu veya Sendrom X, yiikselmis kan basinci, aterojenik
dislipidemi, glukoz intoleransi, abdominal obezite’yi igeren, bunlarin sonucunda
kardivaskiiler hastalik, koroner kalp hastaligi, diyabet ve nihai sonug olarak 6liim riskini
arttiran hastaliklar kiimesi olarak adlandirilmaktadir (Alberti, 2009). Metabolik
Sendrom’u ilk olarak 1988 yilinda Raven tanimlamistir. En son tanilama kriterleri

diinya ¢apindan ATP III kriterleri genel olarak kabul gormekte ve kullanilmaktadir.
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' merkezi obezite
Diabet (karn bolgesinde

yogunlasan yaglanma)
metapolik
sendrom

( bozulmus glukoz toleransi )

Sekil 2-9 : Metabolik Sendrom bilesenleri (https://www.fitekran.com/metabolik-sendrom-
rehberi/)

Metabolik Sendrom prevelans: Ulusal Saglik ve Beslenme Calismasi anketine
gore (NHANES) Amerika Birlesik Devletleri(ABD)’de %23,7 olarak bulunmustur.
Avrupada yapilan c¢esitli anket c¢alismalart sonucunda niifusun yaklasik %25°1
Metabolik Sendrom’a sahip oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde son yillarda yapilan
Metabolik Sendrom anketi calismasinda(METSAR) NCEP ATP III kriterlerine gore
kadinlarda %28, erkeklerde %39 olarak, IDF kriterlerine gére de kadinlarda %51,1,
erkeklerde %33,9 olarak belirlenmistir. TEKHARF (Tiirkiye’de Eriskinlerde Kalp
Hastalig1 ve Risk Faktorleri Siklig1) ¢alismasinda prevelans 30 yas ve iistii erkeklerde
%28, kadinlarda %45 olarak belirlenmistir.

2.4.2. Metabolik Sendrom Tanis1

2.4.2.1. Diinya Saghk Orgiitii (WHO)

[k olarak Metabolik sendromun kriterlerini 1998 yilinda belirleyen ve tanimini
yapan organizasyon (WHO, World Health Organization)’dur. Insiilin direnci Metabolik
sendromda rol oynayan en 6nemli faktor oldugu belirtilmistir. Diyabet hastalig1 olan ve
olmayan hastalar da taninin iginde yer almaktadir. WHO oral glukoz tolerans testi ile

metabolik sendrom belirlenecegi belirtilmistir.

2.4.2.2. Ulusal Kolesterol Egitim Programi(NCEP) ve Eriskin Tedavi Paneli(ATP
)

2001 yilinda Metabolik Sendromun tanisi ic¢in kabul ettikleri kriterler
onermislerdir. ATP III’te WHO’ya gore kardiyovaskuler hastaliklar i¢in kanda yiiksek
oranda kolesterolii tespit etmek amaciyla HDL-K, hipertansiyon, hipertrigliseridemi,
kan serum glukoz miktar1 ve abdominal obezite kriterlerini 6ne ¢ikarmislardir. ATP
III’e gére metabolik sendrom kriteri i¢in insiilin direncini tespit etmeksizin yiiksek ac¢lik

glukozu yeterlidir.
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2.4.2.3. Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi (AACE)

2003 yilinda ATP III ve WHO Metabolik sendrom tanmi kriterlerini birlestirerek
degerlendirme yapilmasini dnermislerdir. Insilin direnci metabolik sendrom tanisi igin
en onemli kriterdir. Insiilin direncine ek olarak, trigliserit diizeyinin yiiksek olusu,
HDL-K’nin diisiik olmasi, hipertansiyon, bozulmus aglik glukoz ve bozulmus glukoz
tolerans1 gibi faktorlerden de en az ikisinin olmasi durumu metabolik sendrom igin

belirleyicidir.

2.4.2.4. Uluslararasi Diyabet Vakfi (IDF, International Diabetes Foundation)
Metabolik Sendrom tanist i¢in abdominal obezite kesinlikle varligi tespit

edilmeli, aglik glukoz seviyesinin yiiksek olmasi, HDL-K’nin diisiik olmasi, yiiksek kan

basinct ve yiiksek trigliserit diizeyi gibi faktorlerden en az ikisinin varligl taniyi

belirlemektedir.

2.4.2.5. Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi Metabolik Sendrom Calisma
Grubu

2005°da onerilen Metabolik Sendrom tani kriterlerine gore ATP III ve IDF
kriterlerini baz alarak insulin direncinin de yer almasi gerektigini savunmaktadir. Buna
gore son kriter; DM, glukoz intoleranst veya insiilin direnci se¢eneklerinden biri ile
hipertansiyon, abdominal obezite veya dislipidemi segeneklerinden de en az ikisinin

varlig1 durumunda tan1 konulmaktadir.

2.4.3. Metabolik Sendromun Fizyopatolojisi

2.4.3.1. Insiilin direnci

1936°da Himsworth ilk kez insulin direncine vurgu yapmis ve 1988’de Raven
diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, obezite ve ateroskleroz durumlarinin ayni hastada
goriilmesinden yola c¢ikarak ayni metabolik olaylarin bu hastalarda rol oynadigin
belirtmistir. EGIR(Avrupa Insiilin Direnci Calisma Grubu) kriterlerine gore; insiilin

direnci Tablo 2-9” daki kriterlere goredir.

Tablo 2-1 : EGIR Kkriterlerine gore insiilin direnci tanimlanma kriterleri

Hiperinsiilinemi (diyabetik olmayan niifusun en st %4 i)

Asagidaki faktorlerin iki veya daha fazlasinin olmasi durumu
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- Aclik plazma glukoz seviyesi > 110 mg/dl
- Kan basinc1 > 140/90 mmHg

- Trigliserit (TG) > 200 mg/dl

- HDL <50 mg/dl

- Bel ¢evresi > 94 cm (erkek)

- Bel ¢evresi > 80 cm (kadin)

Insiilin enerji metabolizmasinda karacigerde glikoneogenez ve glikojenolizi
inhibe eder. Glukozun hiicre i¢ine aliminda, enerji iretiminde ve glikojen olarak
depolanmasinda gorevlidir. Insiilin direnci ise insiilinin glukozu hiicre icine génderme
yetisinin azalmasi veya olmamasi durumudur. Bu mekanizma bozuldugu zaman
karacigerde glukoz {retimi artmast ile kas, yag hiicreleri gibi hiicrelerde hiicre
membraninda bulunan glukoz tastyicilarin sayisi direng olustugunda arttirma 6zelligini
yitirdigi i¢in hiicre icine glukoz alinamaz ve kanda glukoz orani zamanla artarak
hiperglisemi meydana gelir. Bu durumda insiilin iiretim mekanizmas1 uyarilarak kana
insiilin salinimi gerceklesir. Insiilin islevini yerine getiremez ve kanda yiiksek oranda
hiperglisemi isliginde hiperinsiilinemi ortaya c¢ikar. Insiilin aym1 zamanda yag
dokusunda lipaz enziminin aktivitesini inhibe eder ve bu mekanizmada olusan aksaklik
dolasimdaki yag asitlerinin miktarinin artmasina neden olur. Dolasimdaki plazma

serbest yag asitlerinin oraninin artmasi karacigerde trigliseritlerin birikmesini uyarir.

Insiilin direncinin olusmasina sebep olan etmenler; hiicresel ve anatomik-
patofizyolojik olarak ikiye ayrilir. Hiicresel etmenler; prereseptor diizeyinde olan
pankreas beta hiicrelerinde insiilinin mutasyonu neticesinde anormal salgilanmasi ve
dokularda insiiline kars1 direng olusmasidir. Insiilin antogonistleri de drnegin glukagon,
yag asitleri, kortizol veya biiylime hormonu gibi antogonistler insiilin direncine sebep
olur. Son olarak kapiller dansitenin azalmasi ve endotel hiicrelerine transportundaki
bozukluklar da hiicresel olarak insiilin direncine katkida bulunur (King, 1985). Insiilin
direnci reseptdr diizeyinde reseptdr sayisinin azalmasi ve olusan mutasyonlardan dolay1
olustugu bilinmektedir. Postreseptor diizeyinde olusan patolojiler insiilin direncinin
olusmasinda en &nemli etmen olarak diisiiniilmektedir. Insiilin reseptdr tirozin kinaz

aktivitesinin (IR) azalmast T2DM’de hipergliseminin sonucu olarak diisiiniilmektedir.
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Hiperglisemi kontrol altina alindifinda degerlerin normal glisemik degerlere dondiigi
gdzlenmistir. Insiilin reseptdr sinyal iletim sisteminde insiilin reseptore baglandiktan
sonra reseptordeki tirozin kinaz aktive olur ve insiilin sinyali olusur. Glukoz trasportu
icin onemli olan bu sinyaller hiicre membraninda uyar1 olusturur. Hiicre membraninda
cift yonli enerji harcanmaksizin olusan bu pasif transferde glukoz transporterlar
(GLUT) rol oynamaktadir. GLUT1 ve GLUT 4 iskelet kasinda gorev yaparken,
glukozdan c¢ok fruktoza duyarli olan GLUTS bagirsak membraninda ve kokleada
Ozellikle dis tiiyli hiicrelerin basolateral membraninda bulunur (Ashmore, 2008).
DTH’lerde bulunan motor protein olan Prestin kokleada aktif rolii yerine getirir.
GLUTS ise bu motor proteinin hiicre i¢i enerji dongiisiinde rol oynayarak yardimet olur.
Hiicre homeostasisi, akustik bilginin islenmesi ve membrandaki motor proteinlerin

islevi acisindan 6nemli ve gereklidir.

Insiilin direncini 6lgmek icin HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment)
indeksi yaygin olarak kullanilmaktadir. insiilin direncinin kolayca belirlenebilmesi

acisindan HOMA-IR formiilii gelistirilmis olup formiile edilmistir (Bonora, 2000).

HOMA-IR= insiilin (mU/ml) X [glukoz (mmol/I/22.5)]

2.4.3.2. Fruktoz Metabolizmasi ve insiilin direnci iliskisi

Meyvelerde ve balda zengin olarak bulunan fruktoz basit ketonik bir
monosakkarittir. Kimyasal formiili CgH1206 seklindedir. Fruktoz trigliserit diizeyini
metabolizma dongiisii geregi glukozdan daha fazla arttirdigindan iskelet kasinda ve

dokularda insiilin direnci olusturmasina sebep olmaktadir.

CH,OH CH,OH
—0 —0

HO——H H——OH
H——OH HO——H
H——OH HO——H

CH,OH CH,OH

Sekil 2-10 : Fruktozun (soldaki D-fruktoz, sagdaki L-fruktoz) 6 karbonlu yapisi
(https://tr.wikipedia.org/wiki/Fruktoz)
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Fruktozun sindirimi ve emilimi, duodenum ve jejenumun membraninda bulunan
glukoz tastyict 5 (GLUTS/SLC2AYS) ile pasif olarak yani kolaylastirilmis diffiizyonla
hiicre i¢ine alinir ve glukoz tasiyic1 2 (GLUT?2) ile de kana verilir. Fruktoz karacigerde
fruktokinaz ile metabolize olur. Glukoz glukoz-6-fosfata 6nce dontistiiriiliir. Sonrasinda
fruktoz-6-fosfata ve fruktozl,6-bifosfata doniistiiriiliir. Fruktozl,6-bifosfat pruvata
krebs déngiisiine katilmadan cevrilir. Insiilin ise glukozun piruvata déniistiiriilmesinde
gorevlidir. Fosfofruktokinaz glikoliz i¢in temel basamaktir. Fruktoz bu basamagi
atlayarak glikotik yolaga dahil olur. Fruktozun metabolize olmasiyla ortaya ¢ikan trioz-
fosfat oncelikle glukoneogenez yoluyla glukoz ve glikojene, bir kismi priivata bir kismi1
ise laktata doniistiiriiliir. Bu metabolik aktivitelerden geriye kalan karbonik yap1 da yag
asitleri sekline doniistiiriliir (Jhonson, 2009). Sekil 2-11’de glukoz ve fruktoz

metabolizmas1 dongiileri yer almaktadir.

(GLUT1, GLUT4)
Y
Glucose !
ATP g0 veo S5
Hexoknese
ADP e
Glucose-8-phosphate e { Uric Acid (A2, ALUTH)
Phosphoghuose lT 4 _ 4 (Xantine oxidase |
Fructcsa-6-phosphate 7 Xanthine 48
! ? Fructose 2
ATP - ATP
Phosphofructokinase Hypoxanthine Fructokinaso
ADP  on ro ? ADP (ketohexokinase)
Fruciose-1.6-bisphosphate "/ o " IMP 4+— AMP<— Fructose-1-phosphate rec =
Aldolase . dolas ¢ .
<olase Oyhydroxyscetons Akdolase N Y
A .
~————————p phosphate Giycoraldonhyde
Giyceraldehyde-3-
phosphate Trosokinase
Glycerol 3-Phosphate (Metabolism of trosophosphates
5 enzymantc sieps)

Diacyiglycerol <= Monoacyiglycerol ¢— AthoAd*J K’ TCA cyde w

Mitochondrial respiratory chain

v

Triglycerides (VLDL) ATP

Sekil 2-11 : Glukoz ve fruktoz metabolizmasi (Jhonson, 2009)

Ileri Glikasyon Son Uriinleri (Advanced Glycation End Product(AGE), 1912

yilinda Louis Camille Maillard tarafindan ilk kez tanimlanmistir. Viicudumuzda
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bulunan aminoasit, lipit gibi molekiiller glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritlerle non-
enzimatik olarak gerceklesen glikasyona ugrarlar. Bunun neticesi olarak da Ileri
Glikasyon Son Uriinleri (AGEs) olusur. Bu iiriinlerin hiicre icinde asir1 birikmesi ile
lipit ve proteinlerle capraz bag yaparlar. Protein gibi molekillerin islevlerini yitirmesine
sebep olup hiicre yaglanmasina ve apopitoza sebep olurlar. Fruktoz glukozdan daha ¢ok
AGEs meydana getirit. AGE’ler ayrica oksidatif strese neden oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Yiksek 1siya maruziyet besinlerin AGE f{iriinlerinin

artmasina da neden olmaktadir(Ott, 2014).

Kanda bulunan HgAlc hemoglobinin glikasyonu gosterir. Bu deger insiilin
direnci ve diyabet tanisinda 6nemlidir. Fakat AGE diizeyleri hem endojen olarak hem
de eksojen olarak glukoz, fruktoz, proteinler gibi kandaki glikasyon {iriinlerinin

diizeyini gosterdigi i¢in son yillarda 6nemi giderek artmaktadar.

AGE iiriinleri inflamatuar hiicrelerin AGE reseptorlerine baglanarak oksidatif
strese ve inflamasyona sebep olurlar. Bu olaylar da ateroskleroz, hipertansiyon, diyabet,
romatoid artrit gibi pek ¢ok hastalikta kendini gosterir. Bu inflamasyona sebep olan
AGE’ler ile birlikte bazi endojen molekiiller de vardir. Bunlar TNF-a ve IL-6 gibi
sitokinler, vazodilatasyon goérevi olan nitrik oksit (NO), oksijen radikalleri, histamin
gibi molekiillerdir. Bu molekiiller hiicre membran1 ve glikasyon olusumu icin gerekli
enzimlerin islevini bozarak inflamasyona sebep olurlar. AGE’ler indiiklenebilir NO
sentaz (iNOS)’u aktive eder. Adezyon molekiilleri olan VCAM-1 ve ICAM-1 da
endotel dokusunda inflamasyona sebep olur(Ott, 2014).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisiyle olusan lipid peroksidasyon ve
karbohidrat oksidasyon iiriinleri de proteinlerin aminoasid igeriginde modifikasyonlar
olusturmakta ve plazma protein karbonil iceriginde artisa neden olmaktadir. Bu

olusumlar insiilin direncinin gelismesinde etkilidir

2.4.3.3. Abdominal obezite, aterojenik dislipidemi

Karacigerdeki trigliserit ve kanda dolasan serbest yag asitlerinin artisi, insiilin
salimimi ve islevi mekanizmasi bozuldugundan dolayr MetS’li hastalarda visseral yag
dokusu artmaktadir. Visseral yag dokusu insiiline kars1 oldukg¢a direncli bir yapidir.
Adiponektin proteini adipoz (yag) dokudan salgilanan bir proteindir. Islevi kanda
serbest olarak dolagan yag asitlerini regiile etmek, karacigerde glukoz {iretimini

engellemektir. Insiilin direnci varliginda, proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-



20

6, rezistin, PAI-1) sentezi artar. Antiinflamatuar sitokin diizeyleri (adiponektin, I1L-10)
azalir. Fibroblastlar, makrofaj, lokosit gibi inflamatuar oOzellikli hiicrelerin yag
dokusuna girmesine sebep olur (Berg, 2002). Lipit anomalileri olusur. Bu olaylar
neticesinde kan plazmasinda TG ile kii¢iik yogun lipoprotein kolesterol (LDL-K)’de
artis ve yiiksek yogun lipoprotein kolesterol (HDL-K)’de de azalma meydana gelir.
Ozellikle bu deger kardiyovaskiiler hastalik igin riski arttirmaktadir(Grundy, 1998).

2.4.3.4. Diyabet

Insiilin direnci ile baslayan prediyabet evresinde pankreasin beta hiicrelerinin
fonksiyonlarinin bozulmasiyla 6nce tokluk sonra aclik hiperglisemisi meydana gelir.
Beta hiicrelerinin programlanmis o6liimii, kan plazmasinda dolasan serbest yag
asitlerinin yiiksekligi sonucu beta hiicre apopitozu, hipersekresyonun uzun zaman
stirmesi ve hiicresel yorgunluk diyabet olusumuna neden olan etmenlerdir. T2DM’de
insiilinin ilk sekresyon basamagi bozulur ve hazir olarak hiicrelerde bekleyen insiilin
islevini yerine getiremez, postprandiyal hiperglisemi olusur. Beta hiicrelerin islevini
yitirmesiyle ikinci basamak olan yeni yapilan insiilinin kana verilmesi asamasi da
bozulur. Bu durumda yemekten uzun zaman gectikten sonra bile hiperglisemi devam
eder. T2DM’de ve Metabolik Sendrom’da glisemiyi, trigliserit diizeyini regiile eden,
farmakolojik olarak onerilen ila¢ gruplari biguanidler ve tiazolidinedionlar yaygin

olarak kullanilmaktadir.

2.4.3.5. Hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve noropati iliskisi

Periferal noropati diyabetin ge¢ komplikasyonu olarak eskiden diisiiniiliirken,
son zamanlarda glukoz intoleransi ve metabolik sendrom ile iligkili oldugu yapilan
caligmalarla  gosterilmistir.  Artik  makrovaskiiler =~ komplikasyonlarin  glukoz
intoleransinin bagladig1 prediyabet safthasinda gelistigi ve periferal noropatiye sebep
oldugu iddia edilmektedir. Metabolik sendromun tek basma o&geleri noropatiyi
gelistirmeyebilir veya patogeneze sebep olayabilir fakat birbirini indiikleyen bu sistemin

olusturdugu hastaliklar kiimesi ndéropati olusturma riskini arttirmaktadir.

Glukoz intoleransi makro ve mikro vaskiiler komplikasyonlarda direk rol
oynadig1 halen aragtirilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda hiperglisemiye

bagli mekanizmalarin etkisi dikkat cekmektedir. Hiperglisemi, direkt olarak sinir
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toksisitesi yapmaktadir. Buna yiikselmis oksidatif stres, protein kinaz C (PKC)
aktivasyonu ve ileri glikasyon son {irlinlerinin birikimi (AGE) ve son olarak poliol
yolag1r boyunca artan akis sebep olmaktadir (Feldman, 1997). Bu faktorlerin hepsi
aksonal mitokondri metabolizmasini hasara ugratarak aksonun distal uglarina hizli ve
yavag iletimi bozmaktadir. Nitrik oksidin (NO) aracihigi ile vazodilatasyonun
inhibisyonu, adipositlerden serbest yag asitlerinin ve adipositokinlerin saliniminin
artmasi ile endotel disfonksiyonuna, endotel ve son organlarin direkt metabolik hasarina
neden olmaktadir. Bu faktorler de mikroarteriyel vazodilatif kapasitede azalmaya ve

sonug olarak hipoksiye sebep olmaktadir (Singleton, 2003).

VEGF, damar gegirgenligini arttiran, vaskiilogenezi (embriyoda damar olusumu)
ve anjiyogenezi (var olan damarlardan yeni damar gelismini) ayarlayan biiyiime
faktoriidiir. Inflamasyon varliginda, kanser olusumunda, makula dejenarasyonunda,

noropati gibi durumlarda arttig1 bilinmektedir (Byrne, 2005).

2.4.3.6. Metabolik Sendrom ve Isitme kaybi

Gilintimiizde isitme kaybi ile metabolik sendrom arasindaki iliskiye dair az
sayida caligma vardir. Yapilan bir ¢alismada metabolik sendromun igitme kaybi yapan
bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve ani isitme kaybina sebep oldugu gozlenmistir
(Chien, 2015). Metabolik sendromun o&zellikle yiiksek frekanslarda saf ses isitme
esiklerini belirgin olarak ylikselttigi, diisiik frekanslardaki diislisiin de sendromun

bilesenlerinin seviyesi ile iliskili olduguna deginilmistir (Sun, 2015).

Diyabetin uzun yillardan beri 6zellikle yiiksek frekanslardan baslayarak isitme
kaybina sebep oldugu birgok c¢alisma ile gosterilmistir. Hiperglisemi ve oksidatif
stresten dolayr olusan koklear mikroanjiyopati ve isitsel noropati ozellikle yiiksek
frekanslar1 etkileyen isitme kaybinin patofizyolojisinde yer alan mekanizmalar olarak
belirtilmistir (Szalat, 2006). Diyabetik anjiyopati, intimal glukoprotein birikmesinin ve
endotel hiicre hasarinin sonucu olarak gelisir (Guerci, 2001). Bu etkiler 6zellikle
vaskiiler yapilarda goriilmektedir. Retinada olusan bu etkiler sonucunda retinopati
meydana gelmektedir. Pek ¢ok ¢alismada i¢ kulakta stria vaskiilaris, baziler membran
ve tiiylii hiicrelerde diyabetik hasar rapor edilmistir. Ozellikle stria vaskiilarisin zengin
mikrovaskiiler yapisi nedeniyle isitme kaybina sebep olan diyabetik degisikliklerden

kolaylikla etkilenir.
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T1DM ile T2DM’li hastalarda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hasara baglh
noropatiler meydana gelmektedir. Her iki diyabet grubunda yapilan g¢alismalarda
Ozellikle vaskiiler sistemin etkilendigi ortaya konulmustur. Fukushima ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada, insiilin ile tedavi edilen T2DM’li hasta grubu, oral glukoz
azaltict ajan kullanan T2DM’li hasta grubu ve diyabetik olmayan kontrol grubu
histopatolojik olarak incelenmistir. Insiilin kullanan grupta, baziler membranin damar
ceperleri ve stria vaskiilarisin damarlar1 tim koklea kivrimi boyunca 6énemli derecede

kalinlastig1, stria vaskiilariste atrofi, DTH’lerde 6nemli o6l¢iide kayip gozlenmistir

(Fukushima, 2006).

Diyabetik kokleopatinin kesin nedeni tam olarak belli degildir. Koklear kan
akisinin azalmasi ve koklear damar ¢eperlerinin kalinlagsmasi gibi vaskiiler bozukluklar

sensorindral tip isitme kaybmma neden oldugu one siriilmiistir(Kariya, 2010;

Fukushima, 2006).

Serbest oksijen radikallerinin kokleda DTH’lerin fonksiyonlarin1 bozdugu ve

hasara ugratti§1 bunun sonucu olarak sensoriindral tipte isitme kaybina sebep oldugu

iddia edilmistir (Kariya, 2010).

2.5. METFORMIN

2.5.1. Metformin ozellikleri

Metformin (dimetilguanid) molekiil formilii C4H11Ns ve molekiil agirlig
165,62 olan guanidine bakimindan zengin galega officinalis bitkisinin koklerinden elde
edilir. 1918’de hayvanlar iizerinde kan glukoz seviyesini diisiirdiigii kesfedilmis, oral
kan sekeri diisiiriicii ila¢ olarak 1957°de agiklanmustir. Ik defa T2DM’li yetiskinlerde
ve ¢ocuklarda glisemik kontrolii arttirmak i¢in diyet ve egzersizin bir pargasi olarak
onaylanmistir. 1957°den beri regete edilen metforminin giivenilir oldugu (hipoglisemi
icin diiglik riskli, kilo kontroliine yardimci), pahali olmayan, glisemik indeksi ve kan
basincini ayarlayarak mikrovaskiiler riski azaltabilen, kardiyovaskuler mortaliyi azaltan

biguaniddir.

1922°de tarif edilen metforminin sentezi dimetilamin hidroklorir ve 2-

siyanoguanidin'in 1s1ya karsi reaksiyonunu iledir (Sekil 2-12).
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Sekil 2-12 : Metformin’in kimyasal yapisi
(https://fen.m.wikipedia.org/wiki/File:Metformin.svg)

Metformin birincil olarak T2DM’de kullanilmakta, son yillarda Polikistik Over
Sendromu (PKOS)’da da kullanimi 6nerilmektedir. PKOS’lu hastalarda insiilin direnci
ile iliskili diger semptomlar ve abdominal obeziteye yatkinlik vardir. Serum insiilin
degeri, insiilin direnci ve homosistein seviyesi bu hastalarda daha yiiksektir. Bu yiizden

bu hasta grubunda da Metformin kullanimi 6nerilmektedir.

2.5.2. Etki mekanizmasi

Metforminin ana etkisi, karaciger glukoz iiretimini azaltmaktir. Ayn1 zamanda

insiilin duyarlihigini arttirir, bu da periferik glukoz alimini arttirmaktadir.

Metformin, oOncelikle karaciger glukoz iiretimini baskilayarak (hepatik
glikoneogenez) yiiksek kan sekerini diisiiriir. Tip 2 diyabetli ortalama hasta normal
glikoneogenesis hizinin {i¢ katina sahiptir; Metformin tedavisi bunu ii¢te bir oraninda
azaltir. Mitokondrial solunum zincirinin inhibisyonu (kompleks I), AMP-aktive protein
kinaz1 (AMPK) aktive eder, protein kinaz A'nin (PKA) aktivasyonunun azaltilmasi ile
siklik adenozin monofosfatin (cAMP) glukagon tarafindan indiiklenen yiikselmesinin
inhibisyonunu saglar, mitokondriyal gliserofosfat dehidrogenazin inhibisyonu ve

bagirsak mikrobiyotasina etki eder.

Metformin, karaciger ve periferik organlarda insiilin duyarliligimi artirarak
T2DM'de glisemik kontrolii gelistirir. Bu, hepatik glukoz iiretiminin azalmasina (ana
etki) ve iskelet kasinda glukozun yok edilmesine yol acar. Metformin, karaciger, ince
bagirsaklar ve iskelet kaslarindaki hareketiyle glisemik kontrolii gelistirir. T2DM’de
hem bazal hem de postprandial plazma glukoz seviyelerini diistriir. Metformin
karacigerdeki glukoz iretimini azaltarak insiilinin duyarlili@ini arttirmaktadir.
Metformin tedavisi ile aglik insiilin seviyeleri ve giin boyu plazma insiilin cevabi

azalirken, insiilin sekresyonu uyarilmaz.
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Metforminin antiinflamatuar etkisi oldugu proinflamatuar sitokinleri azalttigi,

antiinflamatuar sitokinleri arttirdigi yoniinde ¢alismalar da mevcuttur (Bergheim, 2006).

Adenozin monofosfat protein kinaz (AMPK) enerjiye duyarli bir proteindir.
Hiicresel diizeyde ATP oraninmi arttirmak i¢in glukoz alimini, glikolizisi, yag asitlerin
oksidasyonunu ve ATP iiretimi igin gerekli enzimatik aktiviteyi arttirir(Foller, 2012).
Metformin, Adenozin monofosfat protein kinaz (AMPK) aktivitoriinii etkinlestirir,

metabolik faktorleri ve hiicre biiylimelerini regiile eder.

Glukoz tasiyicilarindan biri olan GLUTS, hiicresel enerji doniisimi igin
onemlidir. GLUTS5 gen ekspresyonunun azalmasi hiicre i¢i enerji dongiisiinde
bozuklukla paralellik gostermektedir. Glut 5 agirlikli olarak incebagirsak ve bobrekte
fruktoz ve glukoz transportundan sorumlu olmakla beraber (Nakazawa, 1995), dis tiiyli
hiicrelerde elektromotil cevaplarda etkili oldugu (Belyantseva, 2000a;2000b) ancak
koklear amplifikasyonda 6énemli rol oynamadigi gosterilmistir (Wu, 2008). Kokleada
dis tiiylii hiicrelerdeki motor proteinlerin arasinda yer alan GLUTS basit diiffiizyon ile
fruktozu hiicre igine alir ve fruktoz dongiisiinii baslatir (Ashmore, 2008). Metformin,
jejenum membraninda da bulunan GLUTS gen ekspresyonunu arttirdigi bazi hayvan

calismalarinda gosterilmistir (Lenzen, 1996).

Metformin’in MetS’nin neden oldugu hiicre i¢i enerji metabolizmasindaki
diizensizligi oOnledigine dair bir¢ok c¢alisma yapilmistir. HEI-OC1 hiicrelerinde
mitokondride sitokrom c¢ salinimini ve mitokondriyal gegirgenligi arttirdigi, gentamisine
bagli apopitozu onledigi ve ROS’u azalttigi gozlenmistir (Jung 2012, Chang 2011).
Metforminin gentamisin ototoksisitesine karsi etkinligi arastirilmig, isitme kaybini
onledigine dair bulgular elde edilmistir. Farelerde ve kobaylarda yapilan organ kiiltiirii
caligmalarinda kokleada dis tiiylii hiicrelerin ¢ekirdeklerine gentamisine bagh
endoniikleaz G translokasyonunu engelledigi, tiiylii hiicreleri korudugu gosterilmistir

(Oishi, 2014; Mujica, 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Odyoloji Béliimii ve
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali
Odyoloji Klinigi’'nde gergeklestirilmistir. Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan yapilan degerlendirmeler sonucunda 2015/08 karari ile etik kurul
onaymndan ge¢mis (Ek1) ve maddi destek olarak Istanbul Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (BAP) (Proje No: 22687) ve Istanbul Universitesi Ogretim
Uyesi Yetistirme Programi (OYP) (Proje no: 283.2016-YL-35/27-42) tarafindan

desteklenmistir.

Calismamizda 2-6 aylik ve agirliklart 300-600 gr arasinda olan 32 adet (64
kulak) auropalpebral refleksli pigmente Hartley cinsi genc-eriskin kobay (Guinea pig)
kullanildi. Kobaylar %50 nem, 16-21°C ortam sicakligi, 12/12 saat gece/giindiiz
periyodunda, ad libitum pelet yem+Vit. C (mevsimsel taze sebze ve meyve seklinde)
kosullarinda barindirildi. Kobaylar {izerindeki islemler genel anestezi altinda
gerceklestirildi. Genel anestezide, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar ampul, Pfizer,
Istanbul) + 10 mg/kg ksilazine hidrokloriir (Rhompun flakon, Bayer, Istanbul)
intramiiskiiler olarak verildi. Tekrarlayan doz gerektiginde ise ilk dozun 1/3’ii kadar

ketamin hidrokloriir intraperitonal olarak uygulandi.

Kobaylar calismaya, DKY nin degerlendirilmesi i¢in otoskopik muayene, orta
kulak islevlerinin degerlendirilmesi i¢in timpanometrik inceleme, normal dis tiyli
hiicre fonksiyonlari i¢in otoakustik emisyon kayitlari, merkezi isitme yollar1 ve normal
isitme varliginin incelenmesi i¢in isitsel beyinsapi cevaplarinin kayit edilmesi ile dahil
edildi. Testler sonucu herhangi bir patoloji saptanmayan kobaylar ¢alisma kapsamina
alindi. Calismaya dahil edilen 32 kobayin kulaklarina otoskopik muayene yapildi.
Buson valiginda dis kulak yolu temizlendi. Dis tiiylii hiicrelerin cevaplarini
degerlendirmek icin “Distortion-Product” Otoakustik Emisyon (DPOAE), normal
isitmenin varlig1 ise Isitsel Beyinsap1 Cevaplari (ABR) testleri yapildi. Calismamizda
deneysel metabolik sendrom modeli kobaylarda 4 hafta boyunca orogastrik gavaj
yontemi ile % 30 'luk fruktoz (D-Fructose, Merck KGaA Darmstadt, Almanya) diyeti
(300gr/It) uygulanarak gerceklestirildi.
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Arastirma Protokolii

Calismada isitmesi normal olarak degerlendirilen kobaylar rastgele dort gruba

ayrilarak calisma kapsamina alindi.

Grup 1: Kontrol grubu (8 kobay=16 kulak) olarak planlandi. Bu grupta ki

kobaylara herhangi bir girisim ve ilag uygulamasi gergeklestirilmedi.

Grup 2: Deney grubu (8 kobay=16 kulak) olarak planlanan bu gruptaki kobaylar
yalnizca deneysel metabolik sendrom modeli olusturularak, Fruktoz grubu olarak
planlandi. 4 hafta boyunca %30’luk fruktoz ¢ozeltisi (300gr/1t) orogastrik gavaj yontemi

ile verildi.

Grup 3: Calisma grubu-1 (8 kobay=16 kulak) olarak planlandi. Bu grupta ki
kobaylar Metformin grubu olarak diisiiniildii ve 4 hafta boyunca kobaylara giinde tek
doz (200mg/kg) intraperitonal Metformin (Diaformin, 1000 mg) enjekte edildi.

Grup 4: Calisma grubu-2 (8 kobay=16 kulak) olarak planlandi. Bu grupta ki
kobaylar Metformin+Fruktoz grubu olarak diisiiniildii. Bu gruptaki kobaylara %30’ luk
fruktoz ¢ozeltisi (300gr/It) orogastrik gavaj yontemi ile verilerek deneysel metabolik
sendrom modeli olusturulduktan sonra fruktoz verilmesine devam edilerek giinde tek
doz (200mg/kg) intraperitonal Metformin (Diaformin, 1000 mg) 10. giinden itibaren
enjekte edilecek sekilde planlandi.

Calismamizda, deneysel metabolik sendrom modeli elektrofizyolojik 6l¢timler,
histolojik degerlendirmeler ve molekiiler analizler olmak iizere {i¢ asamada

degerlendirildi.

3.1. Elektrofizyolojik Olciimler
Caligmamizda isitmesi normal olarak degerlendirilen kobaylar elektrofizyolojik
Ol¢iimlerde baslangi¢ dlclimleri 0. giin olarak kabul edildi ve dl¢limler 4 hafta boyunca,

0.gtlin, 3.gtin, 10.glin ve 28.giin olarak tekrarlandi ( Dagdelen, 2011).

3.1.1. Timpanometrik inceleme

Timpanometrik inceleme Capella-MADSEN (GN Otometrics A/S Taastrup,
Denmark) cihazi kullanilarak yapildi. Kobayin dis kulak kanallarmma uygun olan
yenidoganlar i¢in kullanilan en kiigiik boy (no:1-2)prop ucu timpanometri probuna
takildi. Probe ton 75 dB SPL’de 1000Hz ve pompa hiz1 100 daPa/sn olarak belirlendi.
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Basing araligi +200 ve -400 daPa arasinda ayarlandi. Normal timpanogram(Tip-A), -
100 ile +50 daPa basing araliginda tepe ve komplians degeri 0,39 ile 1,30 cc arasinda
kabul edildi.(Sekil 3-1).

Lo omno

o e e e S

Compliance (crn?)

-400 -200 O 4200
Ailr Pressure (mmH20)

Sekil 3-1 : A tipi olarak adlandirilan 6rnek bir timpanogram
(http://www.utdallas.edu/~thib/rehabinfo/de.htm)

3.1.2. Distortion Product Otoakustik Emisyon Ol¢iimii (DPOAE)

Distorsiyon tirlinii otoakustik emisyonlar (2f1-f2 kiibik distorsiyon iiriini
bilesenleri) IHS SmartDPOAE (Miami, FL) cihaz1 kullanildi. IHS-3738 yiiksek frekans
transdiserler kullanildi. F2 frekans 4 kHz ile 32 kHz arasinda degismekte idi.
Kobaylarin dis kulak yoluna ER10B+ prob mikrofon ve ucunda uygun prob ucu
takilarak ilk olarak alcak frekans DPOAE cevaplari elde edildi. Daha sonra yliksek
frekans transdiiserlere prob mikrofon takilarak yiiksek frekans DPOAE emisyon
cevaplar1 elde edildi. Ses basing seviyesi (SPL); ER10B+ probe mikrofon (Etymotic
Research, Inc., Elk Grove Village, IL) ve yazilim-donanim Smart DPOAE System
version 4.53 (IHS) ile 6l¢iildi (Sekil 3-3). f2 ve fl1 frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1)
1,22 idi. Uyaran siddeti f1 frekansi i¢in L1 ve f2 frekansi i¢in L2 olarak belirlenip L1-
L2 seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1=65dB SPL, L2=55dB SPL) olarak
ayarlandi. Dis kulak kanalina verilen iki adet uyaran (f1 ve f2) i¢in iki farkli hoparlor
kullanilarak uyarildi. Test siiresi ortalama yaklasik 60 sn idi. DPOAE testinde sinyal
giiriiltii oran1 (S/N-R) 6 dB SPL ve iistiindeki degerler anlamli olarak kabul edildi(Le,
1998). Testler ortam giirtiltiisiiniin 50 dBA’yi gegmedigi bir ortamda gerceklestirildi.
DPOAE sonuglarinin degerlendirilmesinde; elde edilen 2f1-f2 kiibik distorsiyon
tirtinleri f1 ve f2’nin geometrik ortalamasinda (500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000,
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6000, 8000, 12000,14000, 16000, 24000, 32000 Hz frekanslarinda) S/N-R orani dikkate
alind1 (Hall, 1994; Hall, 1993).

Sekil 3-2 : Kobay iizerinde gerceklestirilen yiiksek frekans DPOAE ol¢iimii

- ID:  Ear: Right = ID:  Ear: Lekt
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Sekil 3-3 : Ornek bir kobaya ait alcak frekans otoakustik emisyon kaydi

3.1.3. Isitsel Beyinsap1 Cevaplar1 (ABR)

Isitsel beyinsap1 cevaplarinin Slgiimleri sirasinda, IHS yiiksek frekans yazilim
(v. 2.33) ve IHS yiiksek frekans trandiiserler (HFT9911-20-0035) ile ¢alisan IHS
SmartEP System (Intelligent Hearing Systems, Miami, FL) kullanildi. Kobaymn dis
kulak kanallarina uygun prob, E-A-R Tone 3A ile al¢ak frekans dl¢limii i¢in ve yliksek
frekans transdiiserler ile de yliksek frekans ABR 6l¢iimleri icin insert kulaklik tiiplerine
baglandi. Negatif igne elektrotlar test edilen kulagin mastoidine, pozitif elektrot alina,
toprak elektrot ise kontralateral ayak tarafina yerlestirildi (Sekil 3). Elektrotlarin
impedanslar1 kontrol edildi. Elektrot impedanslar1 5 kOhm un altinda olmasina dikkat
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edildi. Uyaranlar Tone Burst ( 8 kHz, 16 kHz, 24 kHz ve 32 kHz) ve klik uyaran
seklinde verildi. Saniyede 11 tone burst ve klik uyaran verilerek, 300 cevabin

averajlanmasi yapildi. 80 dB SPL’den baslanip descending-ascendig metodu ile isitme

esigi belirlendi. 20 dB SPL normal isitme i¢in sinir kabul edildi.
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Sekil 3-5 : Ornek bir kobaya ait klik uyaran verilerek yapilan isitsel beyinsapi cevaplar
kaydi
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3.2. Histolojik Degerlendirmeler
Elektrofizyolojik testler bittikten sonra 28. giin kobaylara yiiksek doz Tiopental
sodyum (Pental Sodyum, I. E. Ulagay, Istanbul) enjeksiyonu yapildi. Sonrasinda

dekapitasyon islemi yapilarak temporal kemikleri ¢ikarildi.

Temporal kemik disseksiyonlarinda koklear yapilara ulasmak igin, oksipital
bolgeden horizontal insizyon yapilarak temporal skuamdz pargasinin ilizerinden eleve
edildi ve dis kulak yolu, disseksiyon ile timpanik halkadan ayrildi. Subperiosteal
planda, temporal kemigin mastoid ve bullasi ortaya konuldu. Mastoid kisim oksipital
kemikten; skuamoz kisim parietal, frontal, palatin ve etmoid kemiklerden; bulla kismi1
ise oksipital ve sfenoid kemiklerden; petréz kismi sfenoid kemikten disseke edildi.
Ortaya konan VII. ve VIII. kranial sinirlerin ekstratemporal kisimlari ¢ikarildiktan sonra

temporal kemik, kas dokularindan da disseke edilerek karanium kemiklerinden ayrildi.

3.2.1. Isik mikroskopisi-histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirilmede temporal kemikler disseksiyon Oncesi orta
kulak bosluguna veya timpanik kaviteye %10 formalin enjekte edildi. Temporal kemik
disseksiyonu sonrasi ise timpanik bullalar agilarak koklear yapiya ulasildi.Koklealarin
fiksasyon isleminde %10 formalin ¢ozeltisi icerisinde ilk hafta yaklasik +4°C

sicaklikta, ikinci haftada ise oda sicakligina konuldu.

Fiksatif madde artiklarin1 temizlemek i¢in, koklear metaryel tamponlanmig
fosfat soliisyonu ile inkiibe edildi. Koklear metaryel pH’s1 7,4 olan 0,1M Na-EDTA
(Sigma-Almanya) soliisyonunda iki hafta siireyle oda sicakliginda dekalsifiye edildi ve
dehidrasyon islemleri alkol serileri ile gergeklestirildi. Dokularin seffaflagtirma
islemleri ksilen ile yapildi. Daha sonra dokular parafine gomiildii ve rutin takip
protokolii tamamland1 (Tablo 3-1). Bu islemlerde tiim soliisyonlar her hafta diizenli
degistirildi. Parafin bloklardan 7 mikronluk kesitler alinarak, dokular deparafinize ve
rehidrate islemleri gerceklestirildikten sonra, Hematoksilen—Eosin boyasi ile boyandi ve
Axioplan 2 imaging - Zeiss 1sik mikroskobu ile degerlendirildi. Isik mikroskobik
degerlendirmede Corti organi morfolojik olarak incelenerek stria vaskularis, spiral

ganglionlar, i¢ ve dis tiiylii hiicre de dejenaratif degisiklikler degerlendirildi
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Tablo 3-1 : Rutin parafin takip protokolii (Bulut, 2007)

Islem Kullanilan madde Siire
Tespit %10 formalin 2 hafta
Dekalsifikasyon 0.1 M EDTA 3 hafta
%70 alkol 1 saat
%70 alkol 1 saat
%90 alkol 1 saat
Dehidratasyon %90 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
%100 alkol 1 saat
%100 alkol 1 saat
%100 alkol 1 saat
Ksilen 15 dk
Seffaflastirma Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
. o . Parafin 1 saat
Emdirme (% 60°C etiiv) Parafin 1 saat
Gomme Parafin

3.2.2. Hematoksilen+Eozin Boyama Prosediirii

Parafin bloklardan aldigimiz 5 um kalinligindaki kesitler, parafini uzaklastirmak
icin 30 dk. boyunca toluol ile muamele edildikten sonra, sirasiyla %100, %96, %90,
%70’1ik alkol serilerinden geg¢irip suya indirilmistir. Kesitlere, 10 dk. boyunca Mayer’s
hematoksilen (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) boyasi uygulanmis, morartma
islemi i¢in akan ¢esme suyu altinda 10 dk. bekletilmislerdir. Daha sonra sitoplazma
boyamasi i¢in Eozin (Merck Millipore) boyasinda 1 dk. muamele edilmislerdir.
Dehidratasyon islemi i¢in; artan derecelerdeki alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100)
gecirilen kesitler, sonrasinda 30 dk. toluol ile muamele edilmis ve entellan (Merck

Millipore) ile daimi preparat haline getirilmislerdir.

3.2.3. immiinohistokimya Prosediirii

Vaskiiler endotelial biliylime faktorii (VEGF)’niin, koklea dokularindaki
reaktivitelerini immiinohistokimyasal olarak degerlendirmek i¢in; Spm kalinhigindaki
parafin kesitler, poli-L-lisin kapli lamlara alimp, 56°C’de bir gece bekletilmis ve
deparafinizasyon isleminden sonra, azalan alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edilmislerdir. Antijen geri kazanimi islemi icin kesitler, 6zel salelere alinip pH=6,0 olan

sitrat tamponu soliisyonu ile mikrodalga firinda (Vestel, 1550) 4 kez 5’er dakika inkiibe
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edilmislerdir. Oda 1sisinda sogutulan kesitler, sonra pH 7,2-7,4 olan 0,01M’lik fosfat
tamponu (PBS) ile 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke
etmek i¢in su ile hazirlanan %3’liik H,0O, (hidrojen peroksid) soliisyonu i¢inde 5 dakika
bekletilmis, PBS ile 3 kez 5’er dakika tekrar yikanmistir. Ozgiil olmayan antikor
baglanmalarini bloklamak {izere kesitlere, %1’lik preimmiin rabbit serumun (Ultra V
Block, LabVision, TA-015-UB, ABD) 5 dakika siireyle uygulanmasinin ardindan, bu
serum uzaklastirllmistir. Sonrasinda koklea doku kesitleri; antikor diliie etme
soliisyonuyla (Invitrogen, Californiya, ABD) hazirlanan, tavsan poliklonal VEGF
antikoru (Lifespan Bio Sciences, LS-C389419 Washington, ABD) ile 1/1000
dilusyonda, oda 1sisinda 1 saat inkiibe edilmislerdir. Negatif kontrol kesitleri, primer
antikor yerine PBS ile muamele edilmistir. Tiim kesitler bu asamadan sonra, primer
antikorun tiretildigi tiire kars1 olan biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10
dakika ve son olarak, HRP-streptavidin (Invitrogen) ile oda 1sisinda muamele
edilmislerdir. 3,3'-diaminobenzidine tetrahidroklorid dihidrate (DAB; Invitrogen) ile
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve entellanla
kapatilmiglardir.  Hazirlanan  preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma
mikroskobunda incelenerek, fotograflari ¢ekilmistir.

VEGF immunreaktivitesi; tim gruplara ait kesitlerde stria vaskiilaris alanlarinda,
(-) Negatif, boyanma yok, (+) Boyanma var, (++) Orta siddette boyanma, (+++) Siddetli

boyanma, skalas1 kullanilarak degerlendirilmistir (Yang, 2015).

3.3. Elektron mikroskopisi-Ultrastrukturel degerlendirme

Temporal kemikler disseksiyon oOncesi orta kulak bosluguna veya timpanik
kaviteye %2,5 glutaraldehit enjekte edildi. Temporal kemik disseksiyonu sonrasi ise
timpanik bullalar1 agilarak koklear yapiya ulasildi (Sekil 3-6) ve pH’s1 7,4 olarak
ayarlanan, %2,5 glutaraldehit iceren fosfat tamponunda 12 saat bekletildi. Prefiksasyon
islemleri sonrasinda, kemik doku fosfat tamponunda 1 giin bekletildi ve sonrasinda
dokular pH’s1 7,4 olan 0,1M Na-EDTA (Sigma-Almanya) soliisyonunda iki hafta
stireyle oda sicakliginda dekalsifiye edildi. Temporal kemikte disseksiyonla kokleaya
ulasim sekline gore bu metod daha koruyucu bir metottur (Glueckert, 2005a; Glueckert,
2005D).

Dekalsifikasyon sonrasi, koklear metaryel otik kapsiil ile ¢evrili oldugundan,

otik kapsiil stereo mikroskop (Olympus 1x71 S8-F3, Japan) kullanilarak simetrik
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olmayarak bazal-apeks dogrultusunda disseke edildi (Sekil 3-7) ve bu yapilar 72 saat
+4°C fosfat tamponunda bekletilerek rutin SEM takibine (Tablo 3-2) alindi.

Sekil 3-6 : Timpanik kavitenin medial duvarina yerlesik koklea
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Sekil 3-7 : Modiolar eksende bazalden apekse dogru koklea

Tablo 3-2 : Rutin scanning elektron mikroskobi takip protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE

1. Tespit % 2,5 Glutaraldehit fosfat 4 saat

Yikama PBS 12 saat

2. Tespit % 1’lik Osmium tetraoksit 1 saat

Yikama PBS 15 dakika

Dehidratasyon % 50 Alkol 5 dakika
% 70 Alkol 10 dakika
% 90 Alkol 10 dakika
% 96 Alkol 10 dakika
% 100 Alkol 15 dakika
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% 100 Alkol 15 dakika
Inkluzyon materyaline gdmme | 2/1 Alkol-Amilasetat 15 dakika
1/1 Alkol-Amilasetat 15 dakika
1/2 Alkol-Amilasetat 15 dakika

Saf Amilasetat

Kritik Kurutma Karbonmonoksit (CO)

Tutucuya Yapistirma

Altin Kaplama

Hazirlanan dokular kritik kurutma noktasinda karbonmonoksit (CPD 010, Balzer
Union- Liechtenstein) ile kurutuldu (Sekil 3-8a). Karbon tutucular ile piring bloklar
lizerine sabitlendi (Sekil 3-8b) ve argon gazi altinda altin (Bio-Rad SC502) ile kapland1
(Sekil 3-8c). SEM degerlendirmesinde oncelikle Corti organi yiizey anatomisi incelendi.
Yiizey anatomisinde genel hiicre morfolojisi ile dis tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi
Tablo 3-3’teki parametreler kullanilarak degerlendirildi  (Poyrazoglu, 1997).
Degerlendirilen parametreler koklear frekans bandlarinda bazalden apekse dogru
agirlikli olarak dis tiiylii hiicre stereosilya morfolojisinin dizilimi incelendi (Sekil 3-8d).

Rutin takip ve dokularin hazirlanmasi Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda, SEM (JEOL 6335F SEM) goriintiilenmesi
ise Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Goriintiileme Merkezi (TUTAGEM)’ de
yapildi.




a) Kritik kurutucu
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b) Bazal turu blok iizerine sabit koklea

d) Dis tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi

S CoaTinG mvmrTea

Sekil 3-8 : Rutin scaninng elektron mikroskopi takibi 6ncesi hazirlik agamalart ve SEM’de i¢
tiiylii hiicreler ile dis tiiyli hiicrelerin goriintimii.

Tablo 3-3 : SEM ile Corti organinda yiizey anatomisi degerlendirme paremetreleri

DEJENERASYON
PARAMETRELER | BULGULAR DERECELERI PUAN

Normal hiicre goriiniimii Normal 0
Kollaps, yan baglantilarda | Hafif derece 1

Genel Hiicre diizenli ayrilma dejenerasyon
Morfolojisi (Yiizey, | Kollaps, yan baglantilarda | Orta derece 5

yan baglantilar) diizensiz ayrilma dejenerasyon
Ileri derece 3

Nekroz dejenerasyon
Dis Tiylti Hiicreler | Normal sterosilya goriiniimii Normal 0
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(DTH) Hafif derece 1
Sterosilyalarda diizensizlik dejenerasyon

Sterosilyalarda yapisiklik ve | Orta derece 5
parsiyel kayip dejenerasyon

leri derece 3
Total sterosilya kaybi dejenerasyon

Dejenerasyon yok Normal 0

Kokleanin ~ 1/3’tinde  tiyld | Hafif derece 1
hiicre dejenerasyonu dejenerasyon

Dejenerasyon yeri | Kokleanin  2/3’inde  tiylii | Orta derece |
hiicre dejenerasyonu dejenerasyon

Kokleanin ~ 3/3’iinde tiiylii | Ileri derece | 4
hiicre dejenerasyonu dejenerasyon

3.3.1. Molekiiler Analizler

3.3.1.1. Kan glukoz diizeyleri ve viicut agirhk degisimleri

Gruplarda kan glukoz diizeyleri ve viicut agirlik degisimlerinde ilk Olgiim
olarak, elektrofizyolojik Ol¢ciimlerdeki gibi baslangi¢ Ol¢iimleri 0. giin olarak kabul
edildi ve dort hafta boyunca 2. giin, 3. giin. 10. giin ve 28. giin Sl¢iimler olarak
tekrarlandi. Kan glukoz diizeyleri On-call plus marka (San Diego, ABD) glukometrede
strip ile kobayin sol arka bacagi soleus kasi iizeri lanset ile delinerek dl¢tildi. Viicut

agirlik degisimleri ise deney hayvanlari biriminde hassas terazide tartildi.

3.3.1.2. Biyokimyasal Analizler

Elektrofizyolojik ol¢iimler tamamlandiktan sonra 28. giinde kobaylarin genel
anestezi altinda gogiis 6n duvari insizyonla agildi. Kalbe ulasilarak ponksiyonla sol
ventrikiilden alinan en az lcc’lik kan ornekleri biyokimyasal incelemeler i¢in jelli
tiiplere alindi. Kan 6rnekleri sogutmali santrifiijde +4 derecede, 3000 rpm’de 10 dakika
sireyle santrifiij edilerek serum ornekleri ependorf tiiplere alinarak laboratuar
calismalar1 yapilincaya -80 °C’de muhafaza edildi. Serum &rneklerinde, total kolesterol,
trigliserit, HDL ve LDL diizeyleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya
Merkez laboratuvarinda Beckman Coulter AU5800 (CA, USA) otoanalizoriinde,
Insiiliin diizeyleri, Antioksidan ve Oksidan Kapasite dl¢iimleri ise Lipid Hidroperoksid
(LHP) Diizeyleri, Protein Karbonil ve Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri, Ileri Glikasyon
Son Uriinleri, Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Miktar Tayini
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degerlendirilerek Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya

laboratuvarinda fotomerik yontem kullanilarak 6l¢iildii (Erel, 2004).

a. Insiilin Diizeylerinin Olciimii

Bioassay Technology Laboratory Guinea pig Insulin (INS) ELISA Kiti (China)
kullanilmistir.

Prensip: Serum o6rnekleri INS monoklonal antikoru ile kaplanmis olan kuyucuklara
ilave edilmistir. Inkiibasyonu takiben, biyotin ile konjuge anti-Guinea pig INS
antikorlar1  Streptavidin-HRP ile birlikte immiin kompleksi olusturmak {izere
kuyucuklara ilave edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis olan biyotin ile
konjuge anti-Guinea pig INS antikorlari yikama iglemi ile uzaklagtirilmistir. Yikama
isleminin ardindan kuyucuklara substrat A ve substrat B ilave edilmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen mavi rengin stop soliisyonu eklenmesi ile doniistiigii sar1 renk

450 nm dalga boyunda dlglilmiistiir.

b. Lipid Hidroperoksid (LHP) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bioassay Technology Laboratory guinea pig Lipid Hydroperoxide ELISA Kiti
(China) kullanilmistir.
Prensip: Serum o6rnekleri LHP monoklonal antikoru ile kaplanmis olan kuyucuklara
ilave edilmistir. Inkiibasyonu takiben, biyotin ile konjuge anti-guinea pig LHP
antikorlart  Streptavidin-HRP ile birlikte immiin kompleksi olusturmak {iizere
kuyucuklara ilave edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis olan biyotin ile
konjuge anti-guinea pig LHP antikorlar1 yikama iglemi ile uzaklagtirilmigtir. Yikama
isleminin ardindan kuyucuklara substrat A ve substrat B ilave edilmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen mavi rengin stop sollisyonu eklenmesi ile doniistiigli sar1 renk

450 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir.

c. Protein Karbonil (PC) Diizeylerinin Ol¢iimii
YEHUA Biological Technology Guinea pig Protein Carbonyl ELISA Kiti
(Shanghai, China) kullanilmistir.
Prensip: Serum 6rnekleri PC monoklonal antikoru ile kaplanmig olan kuyucuklara ilave
edilmistir. Inkiibasyonu takiben, biyotin ile konjuge anti-guinea pig PC antikorlart

Streptavidin-HRP ile birlikte immiin kompleksi olusturmak {izere kuyucuklara ilave
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edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis olan biyotin ile konjuge anti-guinea pig
PC antikorlar1 yikama islemi ile uzaklastirilmistir. Yikama isleminin ardindan
kuyucuklara substrat A ve substrat B ilave edilmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen
mavi rengin stop soliisyonu eklenmesi ile doniistiigii sar1 renk 450 nm dalga boyunda

Olciilmiistiir.

d. Tileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Diizeylerinin Olciimii

YEHUA Biological Technology Guinea Pig Advanced Oxidation Protein
Products ELISA Kiti (Shanghai, China) kullanilmistir.
Prensip: Serum &rnekleri AOPP monoklonal antikoru ile kaplanmis olan kuyucuklara
ilave edilmistir. Inkiibasyonu takiben, biyotin ile konjuge anti-guinea pig AOPP
antikorlar1 Streptavidin-HRP ile birlikte immiin kompleksi olusturmak iizere
kuyucuklara ilave edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis olan biyotin ile
konjuge anti-Guinea domuzu AOPP antikorlart yikama islemi ile uzaklastirilmigtir.
Yikama isleminin ardindan kuyucuklara substrat A ve substrat B ilave edilmistir.
Reaksiyon sonucunda elde edilen mavi rengin stop soliisyonu eklenmesi ile doniistiigii

sar1 renk 450 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir.

e. lleri Glikasyon Son Uriinleri (AGEs) Diizeylerinin Ol¢iimii

YEHUA Biological Technology Guinea Pig Advanced Glycation End Products
ELISA Kiti (Shanghai, China) kullanilmistir.
Prensip: Serum 6rnekleri AGEs monoklonal antikoru ile kaplanmis olan kuyucuklara
ilave edilmistir. Inkiibasyonu takiben, biyotin ile konjuge anti-guinea pig AGEs
antikorlar1 ~ Streptavidin-HRP ile birlikte immiin kompleksi olusturmak {izere
kuyucuklara ilave edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmamis olan biyotin ile
konjuge anti-guinea pig AGEs antikorlar1 yikama islemi ile uzaklagtirilmistir. Yikama
isleminin ardindan kuyucuklara substrat A ve substrat B ilave edilmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen mavi rengin stop soliisyonu eklenmesi ile doniistiigli sar1 renk

450 nm dalga boyunda Sl¢lilmiistiir.

f. Demir iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ Miktar Tayini (FRAP)
OxiSelect Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay Kiti (San Diego,
USA) kullanilarak kolorimetrik 6l¢tiim yapilmustir.
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Prensip: FRAP yontemi ile Fe"*’iin indirgenme kapasitesi yoluyla antioksidanlarm
toplam miktar tayini yapilmaktadir. Ferrik demir olan Fe**; serum érneklerinde bulunan
elektron veren antioksidanlar tarafindan ferr6z formu olan Fe+2’ye indirgenir. Demir-
kolorimetrik prob kompleksinin indirgenme sonucunda meydana getirdigi koyu mavi

renkli {irlin absorbansi 540 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir..

3.3.1.3. Glut5 Gen Ekspresyonu

Elektrofizyolojik oOl¢timleri tamamlanan kobaylar, yiiksek doz -250mg/kg-
Tiopental sodyum (Pental Sodyum, I. E. Ulagay, Istanbul) intraperitonal enjeksiyonun
ardindan dekapite edilerek cerrahi girisimle temporal kemikleri disseke edildi ve
kokleada Glut5 gen ekspresyonunun incelenmesi asagida izlenen protokol ile
gerceklestirildi.

a. Kokleada RNA izolasyonu

Temporal kemikler sivi azot ile inkube edilerek ¢evre dokulardan
kontaminasyonu minimize edildi. Siv1 azotta koklear metaryale ulagmak i¢in otik kapsiil
homojenizasyonu saglandi. Koklear metaryelden 200 mg tartilarak ependorf tiiplerine
alind1 ve iizerine 0.6 ml RNA izolasyon tamponu (2-markaptoetanol ilaveli) eklendi
(stvi azot asamasindan sonraki biitiin asamalar buz icinde yapilmistir). Koklear
metaryel-tampon siispansiyonu metal bigakli homojenizatorde yaklasik 3-5 dakika 2600
g’de santrifiij edildi. Siispansiyonda homojenizasyon saglandiktan sonra iistte olan sivi
pipetle alinarak steril (DNAaz-RNAaz free) ependorf tiiplere aktarildi ve hacimsel
olarak esdegerde %70’lik etanol eklenerek vortekslendi. Elde edilen siispansiyondan
700 pul kolona aktarildi. Kolon 12 000 g’ de 15 saniye ¢evrildi ve alt sivi tiip ile birlikte
atildi. Kolona 350 pl yikama tamponu 1 eklenir ve 12 000 g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Alt siv1 tiiple birlikte atilarak kolona bu asamada DNAaz muamelesi igin 80 ul
DNAaz enzimi eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Kolona 350 pl yikama
tamponu 1 eklenerek 12000 g’de 15 saniye cevrildi. Kolon yeni bir tiipe alinarak 500 pl
yikama tamponu 2 eklendi ve 12000°g de dondiiriildii. Alt tiip siv1 ile birlikte atilarak
tekrar kolona 350 pl yikama tamponu 1 eklenerek 12000 g’de 15 saniye ¢evrildi. Kolon
yeni bir tiipe alinarak 500 pl yikama tamponu 2 eklendi ve 12000°g de dondiiriilerek
islemler tekrarlandi. Kolon yeni bir tiipe aktarilarak kurutmak icin oda sicakliginda 12
000 g’de 2 dakika ¢evrildi ve sonrasinda kolon oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

Kolonun merkezindeki membrana yaklasgik 50 pul RNAaz free su konuldu ve oda
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sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Kolon kapakli bir ependorf tiipe alinarak 12000
g’de 2 dakika dondiiriilerek tiipiin dibindeki sivida RNA toplandi ve RNA’ nin
bozulmamasi i¢in beklenmeden -80 °C derin dondurucuya kaldirildi ya da cDNA’ ya
dontstiiriildii. Nanodropta ilk Olgtimler alinip RNA miktarlar1 tayin edildi ve bu

asamada da ornekler buz i¢inde tutuldu.

b. ¢DNA doéniisiim protokolii

4X master revers- transkriptas master mix (20 pl mix igin) protokolii

2X 4 ul Reak. Tamp.

2x 0.8 ul 25X dNTP mik (100mM)
2x 2 ul 10X RT random primer

2x 1 pl Revers Transkriptaz enzimi

2x 4.2 ul Niikleaz free H20

(Not 1: Normalde protokol 1:1 hacim mastermix-RNA i¢in olusturulmus olup olusacak
cDNA miktarini arttirmak icin bu ¢alismada 2X2 seklinde kullamilacaktir. Not 2: Bu
asamada biitliin O0rnek ve soliisyonlar termocycler yiliklemesine kadar buz iginde
tutulmalidir. Toplam hacim 2X reaksiyon miksi i¢in 10 pl, 4x reaksiyon miksi i¢in 20 pl
olmalidir. Ornek sayisi ile bu rakamlar ¢arpilarak ve pipetlemedeki 6rnek kayiplar da
dikkate alinarak ornek sayis1 +3 ‘e gore hesaplanmalidir). Son hacim 20 ul ependorflara
boliinerek iizerine 20 ul RNA eklenir ve asagidaki 1s1 dongiilerine tabi tutulur.

c¢DNA 1s1 dongii protokolii:

25°C 10 dak.
37°C 120 dak.
85°C  5dak.

4°C oo dak.
RNA PCR protokolii

Kobay Glut5 RNA (cDNA) primerleri
Primer Set 3: Amplicon Size = 144



KGlut5-F-5’- CAAAGTGGCTGCCAGCGTAT  forward 35
HPLC

KGIut5-R-5’- AGGAGTACAGGCCGAACACG reverse 159
HPLC

KGlut5-Prob- ATGCTGGCCGCTGTGCCGCC  forward 139

HPLC 5'Fam - 3'Tamra

House keeping gen ACTB-beta aktin RNA (cCDNA)

Name Sequence Strand Position Tm °C Purification method

Primer Set 1: Amplicon Size = 144

KACTB-F-5’- CCTTGGCACCCAGCACAATG  forwardl54  59.22
KACTB-R -5 GGCCCGACTCATCGTACTCC  reverse2/8  59.16
KACTB-Prob-AGGCCAGGATAGAGCCGCCGATCCACA reverse214

HPLC 5'Fam - 3'Tamra
Real-Time PCR protokolii:

TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 25.0 ul

Forward primer
Reverse primer
TagMan probe (2.5-uM)
DNA sample
Water
Total
Baslangic: 94°C’de 5 dakika
94°C’de 20 saniye
57°C’de 20 saniye
72°C°de 22 dakika
Tarama (Scan)
Sonlanma: 72°C’de 10 dakika

5.0 ul
5.0 pl
5.0 pul
5.0 ul
5.0 ul
50.0 pl

" 40 dongii

42

58.38

58.94

68.27

Modification

HPLC
HPLC
68.51

Analiz: Erime ve her dongii sonucu yapilacak tarama sonug analizi ile ekpresyon tayini

yapild1 ve gen ifadesine bakildi.
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3.4. Istatistiksel Analizler

Calismanin istatistiksel analizi SPSS 15 versiyon (IBM,NY) paket programi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel analizler, normal dagilima uygunlugu arastirildiktan
sonra, non-parametrik ol¢iimlerde bagimsiz gruplar i¢in Kruskal Wallis ve Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testleri kullanildi. Bagimli gruplar1 aragtirmada Friedman

testi ve Wilcoxon-t testi uygulandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda deneysel olarak olusturulan metabolik sendrom modeli
elektofizyolojik dlgiimler, histolojik degerlendirmeler, molekiiler analizler olmak iizere

ic agsamada degerlendirildi.

4.1. Elektrofizyolojik Ol¢iimler
Calismamizda odyolojik olarak isitmesi normal sinirlarda oldugu gosterilen 32 kobayda
(=64 kulak) gruplara ait elektrofizyolojik 6l¢liim sonuclarimiz asagidaki sekildedir.
a. Kontrol Grubu: Kontrol grubunda toplam 16 kulakta 0. giin, 3. giin, 10. giin ve
28. giin yapilan ABR 0l¢iim sonuglari Tablo 4-1’da ve DPOAE testi

6l¢timlerinin sonuglari ise Tablo 4-2°de gosterilmektedir.

Tablo 4-1 : Kontrol Grubunun ABR 6l¢iim sonuglari ( dB SPL)

Uyaran\Zaman 0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS)
Klik 1,56+2,39 3,75£2,24  7,1943,64 9,38+4,43
8 kHz 3,09+3,13 6,89+3,10  11,56+3,01 12,81+4,07
16 kHz 13,75+3,42 19,3844,43  24,69+4,27 28,44+5,07
24 kHz 8,13+3,10 12,81+4,46  19,38+4,43 24,38+4,43
32 kHz 8,75+2,89 14,06+3,28  19,38+4,79 24,69+4,99

Tablo 4-2 : Kontrol Grubunun DPOAE S/N-R 6l¢iim sonuglari (dB SPL)

Frekans\Zaman  0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort+£SS) (Ort£SS)
452-545 Hz 51,87+10,56 51,56+£9,35 54,06+6,14 51,06£10,18
638-779 Hz 54,94+5,53 55,1949.,45 54,50+4,83 57,63+5,00
903-1105 Hz 59,13+4,86 57,8846,95 56,19+6,30 55,9445,98
1277-1557 Hz 63,13+3,50 62,94+4,45 62,69+3,20 61,63+£2,83
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1806-2211 Hz 45,63+6,70 44,13+8,37 50,19+6,59 52,38+6,27
2554-3130 Hz 33,94+4,52 34,31+£5,00 40,75+7,11 35,06+7,51
3628-4422 Hz 49,254+5,59 49,19+8,39  50,63+5,57 47,94+5,90
5123-6244 Hz 52,63+4,86 52,13+£5,89 56,31+6,75 50,19+8,12
7240-8844 Hz 51,69+3,44 50,25+4,27 54,13+6,82 51,9445,81
10245-12503 Hz  48,94+7,81 53,00£7,81 51,50+6,82 47,314+4,30
14480-17672 Hz 58,56+4,21 57,31+£5,10 56,44+4,13 47,86+6,09
20490-24990 Hz  19,69+6.,41 18,50+£5,75  19,69+4,76 21,31£3,89
28976-35344 Hz 16,63+5,33 17,88+6,11 21,19+£5,15 18,25+6,62

b. Fruktoz Grubu: Fruktoz grubunda toplam 16 kulakta 0. giin, 3. giin, 10. giin ve

28. giin yapilan ABR 6l¢iim sonuglart Tablo 4-3 ve DPOAE testi 6l¢timlerinin

sonuglari ise Tablo 4-4’te gosterilmektedir.

Tablo 4-3 : Fruktoz Grubunun ABR 6l¢iim sonuglari (dB SPL)

Uyaran\Zaman 0.giin 3.giin 10. giin 28. giin

(OrtzSS) (Ort=SS) (Ort+SS) (Ort£SS)
Klik 2,19+£2,56 4,38+3,59 12,50+6,83 25,63+11,38
8 kHz 2,81+3,64 10,00+6,83 17,19+8,16 30,00+11,11
16 kHz 15,00+4,83 26,25+6,19  34,38+9,81 47,81+8,56
24 kHz 11,56+4,73 22,50+6,32  34,38+11,82  48,75+10,41
32 kHz 11,56+4,73 23,13+4,79  35,00+10,33 51,25+12,31
Tablo 4-4 : Fruktoz Grubunun DPOAE S/N-R 6l¢iim sonuglari (dB SPL)
Frekans\Zaman 0.giin 3.giin 10. giin  28. giin

(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort+SS)  (Ort£SS)
452-545 Hz 50,69+9,45 45,86+16,81 43,69+13,66 42,50+13,68
638-779 Hz 56,75+6,09 43,69+14,79 47,56+19,31 46,13+14,43
903-1105 Hz 60,25+£5,22  54,75+4,19 52,31+7,60 49,88+9,64
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1277-1557 Hz ~ 61,88+4,06 56,44+4,98 57,50+8,05 52,44+8,69
1806-2211 Hz ~ 47,06+7,86 39,13%13,53  3825+12,30  48,75+12,06
2554-3130 Hz ~ 35,06+4,84 28,00+14,77  24,25+9,46 28,44+10,72
3628-4422 Hz ~ 47,88+5,77 46,38+7,56 43,25+7,17 44,44+6,65
5123-6244 Hz  53,56+4,93  46,63+831 48,13+6,42 45,69+7,66
7240-8844 Hz  50,63+4,18 45,50+5,54  44,81+5,57 48,00+7,41
10245-12503 Hz  51,75+7,81 49,31+7,28 45,31+5,70 47,81+5,83
14480-17672 Hz 58,44+5,05 54,88+4,54 51,63£10,49  42,31+7,36
20490-24990 Hz 18,44+5,85 14,81+2,17 13,3144,83 17,63+5,64
28976-35344 Hz 18,88+5,81 9,25+8,98 12,31+8,68 8,69+5,41

c. Metformin Grubu: Metformin grubunda toplam 16 kulakta 0. giin, 3. giin, 10.

giin ve 28. giin yapilan ABR 06l¢iim sonuglar1 Tablo 4-5 ve DPOAE testi

Ol¢timlerinin sonuglar ise Tablo 4-6’da gosterilmektedir.

Tablo 4-5 : Metformin Grubunun ABR 6l¢iim sonuglari (dB SPL)

Uyaran\Zaman 0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort£SS)  (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS)
Klik 2,50£3,16 4,69+3,86 7,50+4,08 10,93+5,23
8 kHz 2,81+3,64 7,19£4,07 11,56+3,52 14,38+4,43
16 kHz 14,06+3,28 20,63+4,43 26,25+5,00 30,94+5,23
24 kHz 9,69+4,27 11,88+5,12 18,44+4,37 24,69+6,70
32 kHz 9,38+3,59 13,44+3,97 19,06+6,38 24,69+7,63
Tablo 4-6 : Metformin Grubunun DPOAE S/N-R 6l¢iim sonuglari (dB SPL)
Frekans\Zaman  0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort=SS) (Ort£SS)
452-545 Hz 52,6949,83 51,13£16,16  52,44+15,11 50,88+12,82
638-779 Hz 54,394£5,06 54,06+18,04  52,13+16,09 56,31+11,44
903-1105 Hz 58,31+6,16 56,06+6,62 55,63+5,54 54,88+6,95




1277-1557 Hz 63,25+£3,45 62,44+4,79 62,63+5,57 61,25+4,42
1806-2211 Hz 45,94+5,35 42,88¢10,20  49,50+9,24 51,38+11,48
2554-3130 Hz 34,75+4,64 33,63+7,91 40,00+8,78 34,06+6,65
3628-4422 Hz 48,44+7,69 48,19+7,33 50,38+6,97 47,56+7,34
5123-6244 Hz 55,31£3,91 50,88+5,62 55,50+6,58 50,13+5,67
7240-8844 Hz 52,06+2,82 48,63+6,06 53,63+8,10 51,56+6,07
10245-12503 Hz  52,50+6,60 51,63+7,48 50,94+7,47 46,06+3,62
14480-17672 Hz  58,81+3,92 57,00+7,67 55,75+7,44 48,7545,48
20490-24990 Hz  17,56+5,12  18,19+5,22 19,56+5,21 21,19+5,21
28976-35344 Hz  17,56+5,35 16,88+9,84 21,06+6,71 17,63£8,99

d. Fruktoz+Metformin Grubu: Metformin+fruktoz grubunda toplam 16 kulakta
0. glin, 3. glin 10. giin ve 28. giin yapilan ABR 6l¢iim sonuglart Tablo 4-7 ve
DPOAE testi 6l¢timlerinin sonuglari ise Tablo 4-8°de gosterilmektedir.

Tablo 4-7 : Fruktoz+Metformin Grubunun ABR 6l¢iim sonuglari (dB SPL)

Uyaran\Zaman 0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort+SS) (Ort=SS) (Ort=SS) (Ort=SS)
Klik 2,18+3,64 4,69+3,40 6,56+3,97 9,38+4,03
8 kHz 3,44+3,52 9,69+3,86 14,06+3,75 20,31+4,27
16 kHz 15,00+3,65 21,88+4,79 28,44+4,73 34,69+4,99
24 kHz 10,00+4,08 15,63+4,43 23,12+4,79 30,93+6,12
32 kHz 9,06+3,28 14,69+6,18 24,06+6,38 32,50+9,13

Tablo 4-8 : Fruktoz+Metformin Grubunun DPOAE S/N-R 6l¢iim sonuglari (dB SPL)

Frekans\Zaman  0.giin 3.giin 10. giin 28. giin
(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort+SS)
452-545 Hz 51,56+9,35 45,13+18,30 49,94+9,57 49,75+10,87
638-779 Hz 55,1949.,45 44,75€18,99 50,94+7,64 52,44+7,17
903-1105 Hz 57,88+6,95 55,1949,58  52,44+10,38 53,38+8,22
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1277-1557 Hz ~ 62,94+4.45 61,56+5,56  57,94+10,90 55,56+7,80
1806-2211 Hz ~ 44,13+8,37 39,25+11,42 46,50+5,13 50,25+6,64
2554-3130 Hz ~ 34,31+5,00 32,8849,42  37,25+5.25 33,3146,00
3628-4422 Hz ~ 49,19+8,39 47314545  48,00+4,99 45,31+8,78
5123-6244 Hz ~ 52,13+5,89 50,8145,99  54,63+9,12 48,1346,03
7240-8844 Hz  50,25+4,27 48,50+8,14  49,94+837 49,75+3,44
10245-12503 Hz  53,00+7,81 50314521  48,69+7,57 50,88+4,13
14480-17672 Hz  57,31%5,10 56,13+6,66  53,56+10,78 48,0046,56
20490-24990 Hz  18,50+5,75 17,50+4,95  17,88+4,30 20,63+3,90
28976-35344 Hz 17,88+6,11 12,69+6,31  19,06+7,36 12,75+4,23

Calismamizda elektrofizyolojik test 6l¢iim sonuglart gruplararasi karsilastirmada

ABR esiklerinde-dB SPL 0. giin 6l¢iimlerinde (Sekil 4-1) klik ve tone-burst (8 kHz, 16

kHz, 24 kHz, 32 kHz) uyaranlarda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi

(p>0,05).

EoLon T

15 .00 —

10,00 7

Mean dB SPL

a.00 T

Klik ABR

BkHZ-ABR

16kHz-ABR

Frekans (Hz)

Sekil 4-1 : 0. giine ait gruplar aras1 ABR esik cevaplan

24kHz-ABR

32kHz-ABR

Fruktozlet £ory
Mesformin
1 Hentrol
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3. ve 10. giin (Sekil 4-2, 4-3) dlgtimlerinde fruktoz grubunda 16 kHz, 24 kHz ve 32 kHz
de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak esik cevaplarda anlamli bir artis gézlenir
iken (p<0,05), klik uyaranda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05). 28. Giin (Sekil 4-4)
Ol¢timlerimizde ise Fruktoz grubumuzda kontrol, metformin ve fruktoz+metformin
gruplarimiza gére hem klik uyaranda hem de tone-burst uyaranda 8 kHz, 16 kHz, 24
kHz ve 32 kHz de istatistiksel olarak anlamli bir saptandi (p<0.001). Grup i¢i
karsilagtirmalarimizda ise Olglim zamanlar1 agisindan karsilagtirdigimizda ise fruktoz
grubunda 0. giline gore, klik uyaranda 10.giinden (p<0,05) ve tone-burst uyaranlarda ise
3. giinden (p<0,05) itibaren istatistiksel olarak anlamli bir fark go6zlemledik.
Fruktoz+metformin grubumuzda ise 10. ve 28. giinlerde hem klik (p<0,05) hem tone-
burst uyaranlarda (p<0.001) 0. giine gore istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptandi.

20,007

T Fruktos

I Frukto st £ory
Mezformin

I Emntrol

20,007

Mean dB SPL

10,00

T T T T T
Kiik ABR  BkHZ-ABR  1BkHz-ABR 24kHz-ABR 32kHz-ABR

Frekans Hz

Sekil 4-2 : 3. giine ait gruplar aras1 ABR esik cevaplan
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50,00
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a0, 00 1 FruktooMerfory
Merformin
gl I KEantrol
B 20,00
g
g
L5
= 20,00
10,00 -
.00 T T T T T
Kiik ABR BKHZ-ABR 16kHz-ABR 24kHz-ABR 32kHz-ABR
Frekans Hz
Sekil 4-3 : 10. giine ait gruplar aras1 ABR esik cevaplari
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Sekil 4-4 : 28. giine ait gruplar arast ABR esik cevaplari

Calismamizda elektrofizyolojik  test oOl¢iim  sonuglari  gruplar  arasi
karsilasirmada DPOAE S/N-R cevaplarinda 0. giin Ol¢imlerinde (Sekil 4-5)

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Fruktoz grubumuzda diger
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gruplarimiza gore 3. giin (p<0,05) dl¢timlerinde, 0.5 kHz, 0.75 kHz, 3 kHz, 6 kHz, 8
kHz’de, 10. giin (p<0,05) dl¢iimlerinde ise 2 kHz, 3 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8§ kHz’de,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (Sekil 4-6; 4-7). Fruktoz grubumuzda 28.
giin 6lgtimlerimizde ise 0,5 kHz, 0.75 kHz, 1 kHz, 1,5 kHz, 6 kHz, 8 kHz, 24 kHz ve 32
kHz’de istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,05; Sekil 4-8).
Fruktoz+metformin grubumuzda ise 3. giinden itibaren 0,5 kHz, 0.75 kHz, 1 kHz ve 2
kHz kontrol ve metformin gruplarimiza gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi
(p<0,05). fruktoz+metformin grubumuzda 10. giin ve 28. giin 6lgiimlerinde gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Kontrol ve metformin
gruplarimizda ise tlim Ol¢iim zamanlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi. (p>0,05). Grup i¢i karsilastirmalarda ise fruktoz ve fruktoz+metformin
grubumuzda 3. giinden (p<0,05) itibaren DPOAE S/N-R cevaplarinda istatistiksel
olarak tiim frekans bantlarinda belirgin bir azalma gozlendi (p<0,05).
Fruktoz+metformin grubumuzda ise 10. giin ve 28. giinde bu azalma istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0,05).
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I Fraktoolatfory

0,00 7

Mezformin
I Emtrol

0,00

Mean SPL

0,007

A52-545 hz
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3628-1422 hz
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10245-12503 hz ]
14480-17672 hz
20490-24990 hz
28076-35344 hz

DPDAE (Hz)

Sekil 4-5 : 0. giine ait gruplar arast DPOAE S/N-R cevaplari
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Sekil 4-6 : 3. giine ait gruplar arast DPOAE S/N-R cevaplari
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Sekil 4-7 : 10. giine ait gruplar arasi DPOAE S/N-R cevaplari
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Sekil 4-8 : 28. giine ait gruplar arasi DPOAE S/N-R cevaplari

4.2. Histolojik Degerlendirmeler

4.2.1. Isik mikroskobisi-histopatolojik degerlendirmeler

Fruktoz wverilen grupta, stria vaskiilaris epitel hiicrelerinde diizensizlik,
sitoplazmik vakuolizasyonlar ve atrofi gozlenmektedir. Ozellikle stria vaskiilarisin
intermediate ve marjinal hiicrelerindeki degisimler dikkati cekmektedir.

Bu bulgular; Fruktoz+Metformin grubunda, metformin uygulamasina ragmen
stria vaskiilaris epitel hiicrelerindeki dejenerasyonun varligi belirgindir. Intermediate ve
marjinal hiicrelerde ortaya ¢ikan bu dejenerasyonun; stria vaskiilaris kapiler bazal
membranlarindaki kalinlasmadan kaynaklandigin1 diisiiniilmekteyiz (Stria vaskiilaris
epitelinin kapiler bazal membranlarindaki 6zel bir boyama yapmadigimiz i¢cin BM
kalinlagmasini yazilmadi).

Metformin grubunda ise koklea histolojisi normale olduk¢a yakin goriiniime

sahiptir (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9 : Kokleanin kontrol (K), fruktoz (F), metformin (M) ve fruktoz+metformin (FM)
verilen gruplardaki Hematoksilen+ Eosin (H+E) boyanmis mikrograflar
izlenmektedir.

Yapilan incelemelerde, kontrol grubunda VEGF ekspresyonu bulunmaktadir.
Fruktoz verilen grupta ise stria vaskiilaris epitel hiicrelerinde =~ VEGF
immunreaktivitesinin  arttigi, ancak  Fruktoz+Metformin  grubunda VEGF
immunreaktivitesinin Fruktoz grubuna kiyasla daha az oldugu belirlenmistir.
Metformin  grubunda ise stria  vaskiilaris  epitel  hiicrelerinde =~ VEGF
immunreaktivitesinin, kontrol grubuyla aymi diizeylerde oldugu dikkati ¢ekmektedir
(Sekil 4-10).
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'%{%ﬂmgﬂﬁf X200  F+M ++

Sekil 4-10 : Kokleanin kontrol (K), fruktoz (F), metformin (M) ve fruktoz+metformin (FM)
verilen gruplardaki VEGF immunreaktivitesini gosteren mikrograflar gézlenmektedir.
VEGF ve hematoksilen artalan boyamasi.

4.3. Elektron mikroskopisi-Ultrastrukturel Degerlendirmeler

Kontrol grubumuzda sekiz kobaym 16 kulaginda yapilan Corti organi yiizey
morfolojisi incelemesinde; 14 kulakta tiim koklear segmentlerde hiicreler normal olarak
degerlendirildi. Yalnizca iki kulakta DTH stereosilyalarinda diizensizlik mevcut idi.
Histolojik skorlama sonucunda; 14 koklea O puan, bir koklea 2 puan ve bir koklea 1
puan (ortalama=0,21) ile degerlendirildi. DTH sterosilya morfolojisi dizilimi

degerlendirildiginde dejenerasyon tespit edilmedi (Sekil 4-11, 4-12).
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SEI 100K 3,000 1pm ~ WD 16.6mm

Sekil 4-11 : Kontrol grubuna ait bir kobayin Corti organi yiizeyinin SEM goriintiisii

Fruktoz grubumuzda sekiz kobayim on alt1 kulaginda yapilan Corti organi yiizey
anatomisi incelemesinde; on iki kobaymn koklealarinda yan yiizey baglantilarinda
diizensizlikler, kollaps, diizensiz ayrilmalar ve 1/3 bazal bolgesinde dejenerasyon
gozlendi. Bir kulakta kokleanin 2/3 bazal ve orta bolgesinde diizensizlik, yapisiklik ve
parsiyal kayiplar, diger bir kokleada ise DTH sterosilyalarinda diizensizlik ve
yapisikliklara rastlandi. 1ki kulakta ise kokleanin 1/3 orta bolgesinde DTH
sterosilyalarinda diizensizlik, parsiyal kayiplar ve yer yer tam kayiplar mevcut idi (Sekil
4-13,4-14,4-15).

Boylece on iki koklea 48, bir koklea 6, bir koklea 4, iki koklea ise 5 puan ile
(ortalama= 4,25) degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05)



SElI 10kV WD18mm

Sekil 4-12 : SEM degerlendirmesinde kontrol grubu dis tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi

WD17mm

Sekil 4-13 : Fruktoz grubuna ait Corti organi yiizeyindeki DTH sterosilyalarmin yer yer
tamamen kayboldugu, parsiyal kayiplar ve stereosilyalarda yapisikliklar
gbzlenmektedir.
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Sekil 4-14 : Fruktoz grubuna ait Corti organ yiizeyindeki DTH ikinci ve {igiincii siralarinda
total stereosilya kayb1 gozlenmektedir.

R4

SElI 10kV WD17mm

Sekil 4-15 : Fruktoz grubuna ait Corti organ1 SEM goriintiisiinde DTH sterosilyalarinda
yapisikliklar, yer yer parsiyal kayiplar (—) gézlenmektedir
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Metformin grubumuzda sekiz kobayin on alt1 kulaginda yapilan Corti organi
yiizey anatomisi incelemesinde; on iki kokleada tiim koklea boyunca hiicreler normal
olarak degerlendirildi. iki koklea DTH stereosilyalarinda diizensizlik ve yapisikliklar
mevcut idi. Histolojik skorlama sonucunda; on iki koklea 0 puan ve dort koklea 2 puan
(ortalama=0,5) ile degerlendirildi. DTH  sterosilya  morfolojisi  dizilimi

degerlendirildiginde dejenerasyon tespit edilmedi (Sekil 4-16,4-17,4-18).

SElI 10kV

Sekil 4-16 : Metformin grubuna ait bir kobayin Corti organi yilizeyinin normal dis tiiylii hiicre
sterosilya gorintiisii
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SEI 10kV WD18mm

Sekil 4-18 : Metformin grubuna ait bir kobayda normal dis tiiylii hiicre sterosilya goriintiisii
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Fruktoz+metformin grubumuzda sekiz kobayin on alti kulaginda yapilan Corti
organi yiizey anatomisi incelemesinde; dort kulakta normal hiicre goriiniimii, sekiz
kokleada yan yiizey baglantilarinda diizenli ayrilma ve stereosilyalarda yapisiklik tespit
edildi. Dort kulakta kokleanin bazal (1/3) bolgesinde, DTH sterosilyalarinda
diizensizlik, yapisiklik ve parsiyal kayiplar gozlendi (Sekil 4-19,4-20,4-21).

Boylece sekiz koklea 3, dort koklea 3, bir koklea ise 5 puan ile (ortalama= 2,56)
degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05).

SElI 10kV

Sekil 4-19 : Fruktoz+Metformin grubundaki bir kobayin Corti organi yiizeyinde DTH
sterosilyalarinda yapisiklik ve kismi kayiplar gozlenmektedir.



e
m

000X  AMOOL

Sekil 4-20 : Fruktoz+Metformin grubundaki bir kobayin Corti organi yiizeyinde DTH
sterosilyalarinda yapisikliklar gozlenmektedir.

WD18mm x10.000

Sekil 4-21 : Fruktoz+Metformin grubundaki bir kobayin Corti orgam yiizeyinde DTH
sterosilyalarinda yapigikliklar gozlenmektedir.
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4.4, Molekiiler Analizler

4.4.1. Biyokimyasal parametreler

Kan glukoz diizeyleri ve viicut agirlik degisimleri 0., 3., 10. ve 28. giinler arasi
degerlendirildi. 0.giinde gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda, kan glukoz diizeyleri
ve vicut agirlik degisimleri degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (p>0,05). 28. giinde kalpten ponksiyonla alinan kan 6rneklerinden elde
edilen serumlarda lipit (total kolesterol, trigliserid, HDL ve LDL), Insiiliin ve Lipid
Hidroperoksid (LHP) Diizeyleri, Protein Karbonil ve Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri,
Ileri Glikasyon Son Uriinleri, Demir Iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ Miktar Tayini

Olciilerek asagida sonuglari verilmistir.

4.4.1.1. Kan glukoz diizeyleri

Gruplar aras1 karsilastirmalar yapildiginda kan glukoz diizeylerinde 48. ve 72.
saat Ol¢iimlerinde Kontrol ve Metformin gruplarinda bir artis gozlenmez iken, Fruktoz
ve Fruktozt+Metformin gruplarinda artis gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli elde edilmedi. Grup i¢i karsilastirmalarda da 48. ve 72. saat Ol¢iimlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05). 10. ve 28. giinde kontrol ve
metformin gruplarinda grup i¢i ve gruplar arasi1 karsilagtirmalarda istatistiksel olarak
fark gozlenmez iken, fruktoz grubunda 10. (p<0,05) ve 28. (p<0,001) giinlerde kan
glukoz diizeylerinde grup i¢i ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede bir
artig gozlendi. Fruktoz+metformin grubunda ise 10. giinde (p<0,05) istatistiksel olarak
anlamli bir artig gézlenmesine ragmen, 28. giinde (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi (Tablo 4-9)

Tablo 4-9: Gruplarda kan glukoz degerleri (mg/dl)

Grup/giin Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ort£SS Ort+SS Ort£SS Ort+SS
0. giin 100,94+4,75 100,27+6,33 98,38+1,82 98,69+3,59
2. giin 102,38+5,18 118,53+15,46 104,19+11,64 112,81+9,15
3. glin 102,75+4,31 132,73+8,46 111,063+9,04 127,94+16,14
10. giin 102,13+4,01 156,4+12,48 111,25+13,45 154,88+10,43
28. glin 95,38+4,59 195,33+14,44 102,25+8,68 125,81+5,44




64

4.4.1.2. Serum lipit diizeyleri

Gruplarda isitsel degerlendirmeler sonlandirildiktan sonra alinan kan orneklerinde,
gruplar aras1 karsilastirmalarda serum lipit diizeylerinde kontrol ve metformin
gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlaml bir fark gozlenmez iken (p>0,05),
Fruktoz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,05).
Fruktoz+Metformin grubunda serum lipit diizeylerinde sadece total kolesterol
diizeylerinde artis gézlenmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05).

Tablo 4-10 : Gruplara ait serum lipit diizeyleri (mg/dl)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Total Kolestrol 19,31+4,08 39,734+5,08 16,94+3,8 24,56+4,19
Trigliserid 95,75+8,31 129,07£16,22  94,13+9,34 92,19+8,75
LDL 10,25+2,7 10,33+6,5 9,63+2,28 12,75+2,84
HDL 22,1944,13 41,67+£5,5 21,31+£3,77 23,25+£2.93

4.4.1.3. Viicut agirhik degisimleri

Gruplar aras1 karsilastirmalar yapildiginda viicut agirlik degisimleri ig¢in Fruktoz
grubunda 10. ve 28. gilinlerde Fruktoz+Metformin grubunda gore istatistiksel olarak
anlamlilik gdzlenir iken (p<0,05), kontrol ve metformin gruplar ile karsilastirildiginda
ise 2. giin olglimlerinden itibaren 3., 10. ve 28. giin 6l¢iimlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlendi (p<0,05). Fruktoz+Metformin grubu, Metformin ve Kontrol
gruplart ile karsilastirildiginda ise 10. giin Olglimlerinde istatistiksel olarak bir fark
gozlenir iken (p<0,05), 28. giin Olgimlerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir
saptanmadi (p>0,05). Grup i¢i karsilastirmalar yapildiginda ise Fruktoz grubunda 2. giin
Olctimlerinden itibaren 3., 10. ve 28. giin Ol¢limlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenir iken Fruktoz+Metformin grubunda 10. ve 28. giin dl¢iimlerinde gozlendi
(p<0,05). Kontrol ve metformin gruplarinda ise viicut agirlik degisimlerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05)



Tablo 4-11 : Kobaylarin viicut agirlik degisimleri (gr)
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Grup/giin Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
ort£SS ort£SS ort£SS ort£SS
0. glin 413,44+£71,24  464,53£95 425,63+40,08  452,5+85,20
2. glin 417,94+63,45  473,73492,53  424,56+3526  453,38+87,19
3. glin 423,56+£63,19  485,67+£88,77  433,19+£32,93  460,94+86,15
10. giin 435,63+61,44  515,93+£88,56  444,94+31,72  486,44+83,82
28. giin 447,63+61,35  554,6+98,05 454,25+31,56  496,94+84,53

4.4.1.4. Serum insiilin diizeyleri

Gruplarda isitsel degerlendirmeler sonlandirildiktan sonra 28. giinde alinan kan

orneklerinde, gruplar arasi karsilastirmalarda serum insulin diizeylerinde kontrol ve

metformin gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli bir fark gézlenmez

(p>0,05) iken,

Fruktoz grubunda serum insiilin diizeylerinde kontrol, metformin ve

kontrol+metformin gruplarina gore belirgin bir artis ve istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlendi (p<0.001). Fruktoz+Metformin grubunda serum insiilin diizeylerinde artis

gozlenmesine ragmen bu artis Fruktoz grubuna goére daha az bulundu ve Fruktoz grubu

(p<0,05), Kontrol ve kontrol+metformin gruplari (p<0.001) ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptandi.

Tablo 4-12 : Gruplarda serum insulin diizeyleri (mU/ml)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Insulin 20.69+1.31° 48.25+3 36" 20.19+3.08° 36.34+4.17°
a-c: p>0,05 b-a; b-c: p<0.001 b-d: p<0,05

4.4.1.5. Serum Lipid Hidroperoksid Diizeyleri

Gruplar arasi1 karsilagtirmalarda serum Lipid Hidroperoksid (LHP) diizeylerinde kontrol

ve metformin gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlaml bir fark gozlenmedi

(p>0,05).

Fruktoz

grubunda

LHP diizeylerinde

kontrol, metformin

ve
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kontrol+metformin gruplarina gore belirgin bir artis ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlendi (p<0.001). Fruktoz+Metformin grubunda serum LHP diizeylerinde artis
gbzlenmesine ragmen bu artis Fruktoz grubuna gore daha az bulundu ve Fruktoz grubu
(p<0,05), Kontrol ve kontrol+metformin gruplari (p<0.001) ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptandi.

Tablo 4-13: Gruplarda serum Lipid Hidroperoksid diizeyleri (nmol/ml)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Lipid 3.68+0.27° 5.98+0.75° 3.83+0.51° 4.66+0.54°

Hidroperoksid

a-c: p>0,05  b-a; b-c: p<0.001  b-d: p<0,05

4.4.1.6. Serum Protein Karbonil Diizeyleri

Gruplar arast karsilagtirmalarda serum Protein Karbonil (PK) diizeylerinde kontrol,
metformin ve fruktoz+metformin gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli bir
fark gozlenmedi (p>0,05). Fruktoz grubunda PK diizeylerinde kontrol, metformin ve
kontrol+metformin gruplarina gore belirgin bir artis ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlendi (p<0.001). Fruktoz+Metformin grubunda serum PK diizeylerinde artis

gozlenmesine ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli bir fark elde edilemedi (p>0,05).

Tablo 4-14: Gruplarda serum Protein Karbonil diizeyleri (ng/ml)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Protein 33.12+1.943 43.98+4.92° 31.63+1.40° 38.67+1.94¢
Karbonil

a-c; a-d; c-d: p>0,05 b-a; b-c; b-d: p<0.001
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4.4.1.7. Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri Diizeyleri

Gruplar aras1 karsilastirmalarda serum Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP)
diizeylerinde kontrol, metformin ve fruktoz+metformin gruplarinda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamli bir fark goézlenmedi (p>0,05). Fruktoz grubunda AOPP
diizeylerinde kontrol, metformin ve kontrol+metformin gruplarina gore belirgin bir artis
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0.001). Fruktoz+Metformin grubunda
serum AOPP diizeylerinde artis gdozlenmesine ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli

bir fark elde edilemedi (p>0,05).

Tablo 4-15 : Gruplarda ileri Oksidasyon Protein Uriinleri Diizeyleri (ng/ml)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
AOPP 10.59+0.60° 12.92+0.94° 9.69+0.77° 11.23+1.07°
a-c; a-d; c-d: p>0,05 b-a; b-c; b-d: p<0.001

4.4.1.8. Serum ileri Glikasyon Son Uriinleri Diizeyleri

Gruplar aras1 karsilastirmalarda serum 1Ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGEs)
diizeylerinde kontrol, metformin ve fruktoz+metformin gruplarinda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamli bir fark goézlenmedi (p>0,05). Fruktoz grubunda AGEs
diizeylerinde kontrol, metformin ve kontrol+metformin gruplarina gore istatistiksel
olarak anlaml bir fark gozlendi (p<0,05). Fruktoz+Metformin grubunda serum AGEs
diizeylerinde azalma gozlenmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bir fark elde

edilemedi (p>0,05)

Tablo 4-16 : Gruplarda ileri Glikasyon Son Uriinleri Diizeyleri (ng/ml)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
AGEs 9.7140.48" 10.91+0.54" 9.51+0.52° 9.95+0.49"

a-c; a-d; c-d: p>0,05 b-a; b-c; b-d: p<0,05
AGEs: Ileri Glikasyon Son Uriinleri
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4.4.1.9. Serum Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giic Miktar Tayini (FRAP)
Gruplar arasi karsilastirmalarda serum Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Giic (FRAP) diizeylerinde kontrol ve metformin gruplarinda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05). Fruktoz grubunda FRAP
diizeylerinde kontrol, metformin ve kontrol+metformin gruplarina gore belirgin bir
azalma ve istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<<0.001). Fruktoz+Metformin
grubunda, kontrol ve metformin gruplarina gére serum FRAP diizeylerinde istatiksel
olarak anlamli bir fark elde edildi (p<0,05). Metformin grubunda FRAP diizeyleri
ozellikle Fruktoz ve Fruktoz+Metformin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli

derecede (p<0.0001) artmis olarak elde edildi.

Tablo 4-17 : Gruplarda Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (uM/L)

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
FRAP 41.73+1.95° 30.37+1.41° 42.68+1.15° 34.47+2.05¢
a-c: p>0,05 b-a; b-c: p<0.001 b-d: p<0,05 d-a; d-c: p<0,05

c-b; c-d: p<0.0001
FRAP: Demir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giig

4.4.2. Glut5 Gen Ekspresyonu

Elektrofizyolojik oOlgiimleri tamamlanan kobaylar, dekapite edilerek cerrahi
girisimle temporal kemikleri disseksiyonu sonrasinda kokleada Glut5 gen
ekspresyonunun incelenmesi i¢in kokleada RNA izolasyonu gerceklestirilerek
ekpresyon tayini yapildi ve gen ifadesine bakildi.
Gruplar arasi karsilastirmalarda koklear metaryelden elde edilen dokularda Glut5 Gen
Ekspresyonu degerlendirildiginde  kontrol, metformin ve fruktoztmetformin
gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli bir fark goézlenmedi (p>0,05).
Fruktoz grubunda Glut5 gen ekspresyonu kontrol, metformin ve fruktoz+metformin

gruplarina gore belirgin bir artig gosterdi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi
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(p<0.0001). Fruktoz+Metformin grubunda gen ekspresyonunda artis gozlenmesine

ragmen istatiksel olarak anlaml bir fark elde edilemedi (p>0,05).

Tablo 4-18 : Gruplarda Glut5 gen ekspresyonu diizeyleri

Grup Kontrol Fruktoz Metformin Fruk+Met
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
GLUTS 0.55+0.23% 5.77+2.01° 0.65:£0.38° 1.24+0.5¢

b-a; b-c; b-d: p<0.0001 a-c; a-d; c-d: p>0,05
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5. TARTISMA

Calismamizda fruktozdan zengin diyete bagli olarak olusan metabolik
degisimlerin isitme sistemi lizerindeki etkilerini elektrofizyolojik dlgiimler, morfolojik
bulgular ve biyokimyasal analizler ile degerlendirdik.

Deneysel olarak olusturdugumuz metabolik sendrom modelimizde amacimiz
dogrultusunda hiicrelerde enerji transferini yonlendiren ve sitosolik AMP/ATP
konsantrasyonuna duyarli olan aktif adenozin monofosfat kinaz (AMPK)’larin,
molekiiler diizeyde bir antidiyabetik ajan olarak kullanilan metformin ile
etkinlestirilmesi sonucu olusan metabolik degisimlerin koklear fonksiyonlar tizerindeki
etkilerini arastirdik.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda AMPK ’larin kokleada ototoksisitede (Chang,
2014) ozellikle akustik travmada (Foller, 2012) kokleadaki tiiylii hiicrelerin
korunmasinda onemli bir protein oldugu gosterilmistir. Foller ve ark. (2012)’nin
yaptiklar1 calismada AMPK gen ekspresyonu olan ve olmayan iki grup olusturulmus,
akustik travma Oncesi ve sonrasi isitsel uyarilmis beyinsapt cevaplar
degerlendirilmistir. AMPK gen ekspresyonu olmayan farelerde akustik travmadan iki
hafta sonra kalic1 isitme kaybi gelismistir. AMPK gen ekspresyonu olan farelerde ise
asir1 akustik travmada AMPK Ca*? ile aktive olan K* kanallar1 ile K* ¢ikigini artirarak
hiicreyi hiperpolarizasyon fazina getirmis, bu durumda dis tiiylii hiicrelerde hiicrenin
asir1 bir sekilde uyarilabilirligini azaltmis ve dejenerasyonu onlemistir.

Metformin, oksidatif strese bagli hiicre 6limlerini mitokondriye bagimli bir
mekanizma ile Onledigi bilinmektedir (Chang, 2014). Metforminin 0&zellikle
antioksidan, antihiperglisemik (Alhaider, 2011) ve antihiperlipidemik (Yuan, 2012)
etkilerinin yani sira, antiinflamatuvar (Kita, 2012) ve antiapoptotik (Yuan, 2012)
ozellikleri ile karaciger ve bdbrek gibi dokularda koruyucu etkilere sahip oldugu
bildirilmistir. Bu agidan 6zellikle diyabetik komplikasyonlarin azaltilmasinda veya
onlenmesinde etkili olmaktadir.

Fruktozdan zengin diyete bagli olarak yapilan deneysel c¢alismalarda
olusabilecek metabolik degisimler ile ilgili olarak tam bir uyum gézlenmemesine

ragmen, deney hayvanin tiirii ve sayisi, fruktoz miktar1 ve verilis sekli, gen¢ veya
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yetiskin olmas1 da farkliliklara yol agmaktadir (de Moura, 2009). Igme suyu ile verilen
fruktoz miktarlart %5-50 arasinda degisiklik gostermektedir (Mamikutty, 2014).

Calismamizda fruktozdan zengin diyeti 4 hafta boyunca orogastrik gavaj
yontemi ile % 30 'luk fruktoz ¢ozeltisi (300gr/1t) uygulayarak, metabolik degisimleri
degerlendirdik. Fruktoz bakimindan zengin diyetler, deneysel ¢alismalarda (de Moura,
2009; Axelsen, 2010) metabolik ve fizyolojik degisimlere neden oldugu icin kullanilmis
ve aclik kan sekeri, trigliserit (TG) diizeylerinde artisla birlikte insiilin direnci
gelistirdigi gosterilmistir (Song, 2012). Song ve ark (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada
fruktozdan zengin diyetin obezite ve metabolik sendrom bulgularin gelismesine bagl
olarak, yapilan yeni ¢alismalarla birlikte alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi i¢in
risk faktorii olacagini géstermislerdir.

Calismamizda 4 haftalik orogastrik gavaj yolu ile fruktozdan zengin diyet
sonucunda kobaylarda kontrol grubuna gore viicut agirlik degisimlerinde, kan glukoz,
serum lipid ve insiilin diizeylerinde, metabolik sendromun olustuguna dair istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlenmistir (Tablo 4-9, 4-10, 4-11, 4-12). 4 hafta boyunca
Olciilen viicut agirlik degisimleri ve kan glukoz diizeylerinde, fruktoz grubunda diger
gruplara gore anlamli bir artis tespit edildi. Fruktoz+metformin grubumuzda ise 28.
giinde kan glukoz diizeylerinde kontrol ve metformin gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml bir fark gozlenmedi. Metformin ile yapilan hayvan calismalarinda (Stepensky,
2005; Li, 2014) metforminin diyabetik ratlarda glukoz diizeyini diisiiriicii etkisinin
oldukca ytiksek oldugunu ve 500 mg metforminin insiilin duyarliligini1 6nemli derecede
degistirdigi, plazma metformin diizeyi ile kan glukoz diizeyindeki azalmanin iliskili
oldugunu gosterilmistir.

Oral bir antidiyabetik ajan olarak metforminin, hiperglisemiyi azalttigi fakat
hipoglisemi yapmadig1 ve hiperlipidemiyi onledigi bilinmektedir (American Diabetes
Association, 2005). Cusi ve ark (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada, metforminin LDL ve
VLDL kolesterol konsantrasyonunu diisiirtirken, HDL konsantrasyonu yiikselttiklerini
tespit etmislerdir. Calismamizda 4. hafta sonunda serum lipid diizeylerine baktigimizda;
fruktoz grubunda diger gruplarina gore total kolestrol, trigliserit, LDL diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gbézlemlenirken, HDL diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi. Fruktoz+metformin grubunda; total kolestrol
diizeylerinde kontrol ve metformin gruplarina gore bir artis gdzlenmesine ragmen

istatistiksel olarak anlamlilik elde edilemedi. Metformin grubunda; LDL, HDL, total
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kolestrol, TG konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore degisiklik gozlenmedi.
Fruktoz+metformin grubunda ise metabolik degisimlerin gézlendigi 10. giinden itibaren
fruktozdan zengin diyete ek olarak metformin uyguladigimizda 28. giinde LDL, total
kolestrol ve TG diizeylerinde istatistiksel olarak belirgin bir diisiis gézlenir iken, HDL
konsantrasyonlarinda anlamli bir fark gézlenmedi. Calismamizda litaretiir bulgular ile
uyumlu olarak metforminin, hiperglisemiyi ve hiperlipidemiyi Onledigi yoniinde
bulgular elde ettik.

Yapilan ¢alismalarda (Dam, 2002; Karaagag, 2011) diyabette prooksidan-
antioksidan dengenin prooksidasyon yoniinde degistigi ve diyabete bagli olarak olusan
komplikasyonlarin engellenmesinde, antioksidan bilesiklerin destekleyici bir tedavi
olarak yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Diyabete bagli protein oksidasyon
iriinlerinin azalmasiyla birlikte serbest radikal olusumundaki inflamatuar etkilerin
ortadan kaldirilmasinda metformin uygulamasinin 6nemli oldugu gosterilmistir (Farah,
2008). Yapilan baska bir ¢aligmada (Xie, 2008) metformin uygulamasiyla diyabette
olusan siiperoksit anyonlarinin DNA oksidasyonunu engelledigi g0sterilmistir.
Calismamizda Lipid Hidroperoksid Diizeyleri, Protein Karbonil, Ileri Oksidasyon
Protein Uriinleri ve ileri Glikasyon Son Uriinlerinde fruktoz grubunda diger gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozledik (p<0,05). Antioksidan aktivite
degerlendirildiginde ise fruktoz grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
bir azalma gozlemledik. Metformin grubunda fruktoz ve fruktoz+metformin grubuna
gore belirgin bir artis tespit ederken, kontrol grubunda daha az bir artis oldugunu
gozledik. Elde ettigimiz bulgular 1s1ginda, metforminin prooksidan-antioksidan
yoniindeki dengeyi antioksidan yoniinde degistirdigini diisiindiik. Calismamizda
ozellikle antiapoptik ve antioksidan ozelliklerinden dolayr antidiyabetik bir ajan olarak
kullanilan metforminin, koklear fonksiyonlar lizerindeki olumlu veya olumsuz etkilerini
gorebilmek amaciyla kullandik.

Diyabet ve isitme kaybi arasindaki iligkiyi ilk kez Jordao 1875 yilinda ortaya
konmustur (Fujita, 2012). Bu ¢alismay1 destekleyen yayinlarlarla birlikte (Cullen, 1993;
Kakarlapudi, 2003), aksi goriiste olan calismalar da bulunmaktadir (Miller, 1983).
Diyabetin isitme kayb1 agisindan, bagimsiz bir risk faktorii oldugu daha sonraki yillarda
ileri siirlilmistiir (Bainbridge, 2008; Ishii, 1992; Jang, 2011). Diyabetik mikroanjiopati,
ensefalopati ve ndropati diyabet ile iliskili isitme kaybina neden olarak tanimlanmistir

(Smith, 1995). Fujita (2012) ve ark yaptiklar1 ¢alismada diyabetik ratlarda ABR
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esiklerinde 4 kHz, 8 kHz, 16 kHz, 32 kHz’de kontrol grubuna gore, 1 aylik, 3 aylik ve 5
aylik takiplerde bir artis gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise streptozin enjeksiyonu ile diyabet
olusturulan ratlarda klik uyaranla yapilan ABR O6l¢iimlerinde, sirasi ile enjeksiyon
Oncesi ve sonrast kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulmuslardir(Liu, 2008).

Lasagni ve ark. (2016) tip 1 diyabetli 33 hastada DPOAE cevaplarinda 6zellikle
orta frekanslarda (2,4 kHz ve 4 kHz) kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
bir azalma saptamislardir. Yapilan bir meta-analiz calismasinda ise (Hao, 2017)
DPOAE olglimlerinde 6zellikle 1 kHz, 2kHz ve 4 kHz’de diyabetik gruplarda kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir diislisiin gozlendigini belirtmislerdir.
Aladag ve ark (2008) tip 2 diyabetli 40 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, DPOAE
amplitiidlerinde 4 kHz de kontrol gruplarina gére anlamli bir diisiis gézlemislerdir.

Calismamizda ABR testinde, 0.giin 6lgiimlerinde gruplar arasi anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p>0,05). 3. ve 10. giin 6lgiimlerinde fruktoz grubunda 16 kHz, 24 kHz
ve 32 kHz de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenirken, klik
uyaranda anlamli bir fark gézlenmedi. 28. giin 6l¢timlerimizde ise fruktoz grubumuzda
diger gruplara gore hem klik uyaranda hem de 8 kHz, 16 kHz, 24 kHz ve 32 kHz’de
istatistiksel olarak anlamli bir fark elde ettik (p<0,05). Grup i¢i karsilastirmalarda 6l¢tim
zamanlar1 agisindan degerlendirdigimizde; fruktoz grubunda klik uyaranda 0.gline gore
10.giinden ve tone-burst uyaranlarda ise 3.giinden itibaren istatistiksel olarak anlaml bir
fark gozlemledik. Fruktoz+metformin grubumuzda ise 10. ve 28. gilinlerde hem klik
hem tone-burst uyaranlarda 0.giine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemledik
(p<0,05).

Calismamizda gruplararast karsilastirmada DPOAE cevaplarinda 0.giin
Olctimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Fruktoz grubumuzda diger
gruplarimiza goére 3.giin 6l¢imlerinde, 0,5 kHz, 0,75 kHz, 3 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de, 10.
giin Ol¢timlerinde ise 2 kHz, 3 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz’de, istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptandi (p<0,05). Fruktoz grubumuzda 28. giin 6l¢iimlerimizde de 0,5 kHz,
0,75 kHz, 1 kHz, 1,5 kHz, 6 kHz, 8 kHz, 24 kHz ve 32 kHz’de istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptandi (p<0,05). Fruktoz+Metformin grubumuzda, 3.giinden itibaren
0,5 kHz, 0,75 kHz, 1 kHz ve 2 kHz’ de kontrol ve metformin gruplarimiza gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,05). Bu grupta 10. giin ve 28. giin
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Olgtimlerde gruplararasi istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).
Fruktoz+Metformin grubunda elde ettigimiz bu sonuglar bize metabolik degisimler
olduktan sonra 10. giinde metformin enjeksiyonuna bagli olarak 6l¢iim sonuglarinda
farklilik olustugunu ve metforminin koruyucu oldugunu gostermektedir. Kontrol ve
metformin gruplarimizda ise tiim 6l¢lim zamanlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi. Grup i¢i karsilastirmalarda ise fruktoz ve fruktoz+metformin
grubumuzda 3. giinden itibaren DPOAE cevaplarinda istatistiksel olarak tiim frekans
bantlarinda belirgin bir azalma gozlenirken, Fruktoz+Metformin grubumuzda ise 10.
giin ve 28. giinde bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. DPOAE ve ABR
cevaplarinda fruktoz grubumuzda, 3. giinden itibaren Ozellikle yiiksek frekanslarda
farkliliklarin  g6zlenmesi bize kokleanin bazal kivriminda hasar olustugunu
belirtmektedir. DPOAE cevaplarinda 28.giinde 1 kHz, 1,5 kHz, 6 kHz, 8 kHz, 24 kHz
ve 32 kHz’de azalma ile birlikte ABR’de (hem klik uyaran hem de 8 kHz, 16 kHz, 24
kHz ve 32 kHz’de) isitme esiklerinde artis gbzlenmesi koklear hasarin bazaldan,
kokleanin orta segmentlerine dogru yayildigini géstermektedir.

Fukushima ve arkadaslarinin yaptiklart histolojik bir ¢alismada, diyabetik
hastalarin stria vaskiilaris kapiler duvarlarinda kalinlagma, stria vaskiilaris atrofisi ve dis
tiylii hiicre kaybina sahip oldugu tespit edilmis (Fukushima, 2006; 2005), baska bir
calisgmada da endolenfatik kese ve baziler membran kapilerlerinde mikroanjiyopati
gorilmistir (Wackym, 1986).

Calismamizda 151k mikroskopisi ile yapilan histopatolojik degerlendirmelerde
fruktoz grubunda, stria vaskiilaris epitel hiicrelerinde diizensizlik, sitoplazmik
vakuolizasyonlar ve atrofi oldugunu tespit ettik. Ozellikle stria vaskiilarisin intermediate
ve marjinal hiicrelerinde degisim oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4-9).
Fruktoz+metformin grubunda, metformin uygulamasina ragmen, stria vaskiilaris epitel
hiicrelerinde dejenerasyon oldugu goézlendi (Sekil 4-9). Fruktoz grubumuzda
intermediate ve marjinal hiicrelerde ortaya cikan bu dejenerasyonun; stria vaskiilaris
kapiler bazal membranlarindaki kalinlasmadan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Kontrol
ve Metformin grubumuzda ise koklea histolojisinin normale olduk¢a yakin goriiniime
sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4-9).

Calisma gruplarimizda yer alan kobaylardan elde ettigimiz elektron mikroskop
bulgularimizda, koklealarin bazalinden orta segmentine dogru elde ettigimiz

ultrastrukturel gortntiiler elektrofizyolojik bulgularimizla uyumlu bulunmustur. Fruktoz
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grubunda, Corti organi dis tiiylii hiicre stereosilya morfolojisinde total ve parsiyal
kayiplar ile birlikte belirgin bir dejenerasyon oldugunu gozlemledik (Sekil 4-13).
Dejenerasyon fruktoz grubumuzda diger gruplara gore daha belirgin iken,
fruktoz+metformin grubumuzda ise daha az oranda dejenerasyon gozlemledik, bu bulgu
ozellikle metforminin koklear yapilar {iizerinde koruyucu bir etkisi oldugunu
disiindiirmiistiir. Fruktoz verilen grupta, i¢ tiiyli hiicre hasarindan ¢ok, dig tliylii
hiicrelerde dejenerasyon oldugunu tespit ettik. Bu bulgularimiz ABR ve DPOAE
Olctimleri ile uyumlu olarak orta derecede isitme kaybini destekler niteliktedir.

Diyabet olusturulmus ratlarda, stria vaskiilariste VEGF ekspresyonunun arttigi
pek ¢ok calismada gosterilmistir. Bu artigin baslica sebeplerinin; hiperglisemi ve buna
bagli ROS artis1 oldugu diisiiniilmektedir (Picotti, 2005; Liu, 2008). Calismamizda
fruktoz grubunda stria vaskiilaris epitel hiicrelerinde VEGF immunreaktivitesinin
arttigl, ancak fruktoz+metformin grubumuzda fruktoz grubuna kiyasla daha az arttig
belirlenmistir. Metformin grubumuzda ise stria vaskiilaris epitel hiicrelerinde VEGF
immunreaktivitesinin, kontrol grubu ile aynmi diizeylerde oldugu dikkat ¢ekmektedir
(Sekil 4-10). Bulgularimiz 1siginda ozellikle fruktoz grubumuzda antioksidan
kapasitenin diger gruplarimiza gore azaldigi, prooksidan/antioksidan dengesinin
prooksidan lehine bozuldugu tespit edildi. Metformin grubumuzda antioksidan
kapasitenin belirgin bir sekilde arttig1, fruktoz grubumuzda ise ROS artigina bagli olarak
VEGF immunreaktivitesinin arttig1 gozlemlendi.

GLUTS bir fruktoz tastyicisi olarak, dis tiiylii hiicre lateral membraninda bol
miktarda bulundugu gosterilmistir (Nakazawa, 1995). GLUTS kokleada isitmenin
saglanmast icin hiicre 1i¢i enerji mekanizmasinda Onemli rol oynamaktadir.
Calismamizda fruktoz grubumuzda 4. hafta sonunda direkt olarak kokleadan elde
ettigimiz metaryelde GLUTS gen ekspresyonunun diger gruplarimiza gore belirgin bir
sekilde arttig1 gozlenmistir. DPOAE cevaplarinda ki azalmaya bagh olarak dis tiiyli
hiicrelerde elektromotil cevaplarin azalmasi ve buna bagli olarak ABR ol¢iimlerinde
esik cevaplarda ylikselmeye neden oldugu, stria vaskularisteki vakuoliizasyon ve
atrofiler, bununla birlikte dis tiiylii hiicre dejenerasyonunun olmasi, kokleanin uzun
stireli yiiksek fruktoz diyetinin GLUT5 gen ekspresyonunun artisina bagli olarak
dejeneratif degislikliklere neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda sonug olarak, fruktoz bakimindan zengin diyete bagli olarak

olusan metabolik degisikliklerin prooksidan denge yonilinde bozuldugu ve bu
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degisikliklerin metformin ile koklear fonksiyonlar iizerinde, hem elektrofizyolojik
hemde ultrastruktiirel olarak koruyucu yonde bir denge olusturdugunu, kokleanin
fizyolojik ve morfolojik yapisinda meydana gelen dejenerasyonu azalttigi tespit

edilmistir.
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