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OZET

Amag: Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II), bas ve boyunun skuamoz hiicreli
karsinomu, over, solid testis, prostat, mesane, serviks tlimorleri ve kiiclik hiicreli
olmayan akciger tiimdrleri dahil olmak iizere bircok malign hastaligin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan etkili bir antineoplastik ajandir. Nefrotoksisite, ototoksisite
ve norotoksisite, Sisplatin i¢in doz sinirlayict yan etkilerdir.

Sisplatin kaynakli ototoksisitenin altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
tam olarak anlagilamamis olmakla beraber; Sisplatin’in oncelikle kokleada, 6zellikle
dis tliy hiicrelerinde hasara neden oldugu; korti, stria vaskiilaris, spiral ligaman ve
spiral ganglionik hiicrelerde asir1 serbest oksijen radikal iiretimine yol actigi 6ne
stiriilmiigtiir. Sitotoksisite, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile iligkilidir; bu nedenle,
zamanla Sisplatin kaynakli ototoksisiteye karst korumayr saglamak ig¢in
antioksidanlarla ilgili bircok c¢alisma yapilmaktadir. Buna ragmen Sisplatin
ototoksisitesine kars1 onayli bir ila¢ yoktur. Diger yandan, memeli kokleasinda i tiiy
hiicreleri ve afferent isitsel noronlar arasindaki ndrotransmisyona glutamat gibi bircok
uyaricl amino asit aracilik eder. Koklear iskemi veya giiriiltiiye bagli travmada, asir
glutamat salinimi norotoksisiteye sebep olmaktadir. Neden oldugu norotoksisite,
kokleanin iskemi veya giiriiltli travmasi gibi bazi patolojik durumlarinda ¢ok dnemli
bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle glutamat antagonistleri, farkli i¢ kulak
hastaliklar1 i¢in yeni bir terapétik strateji olabilir. Caligmamizda glutamat reseptor
antagonisti Memantin’in, Sisplatin ototoksisitesinden koruyucu etkinligini si¢an
modelinde gostermeyi amagladik.

Gerec ve yontem: Agirliklar1 400-500 gr arasinda olan 28 adet Sprague Dawley cinsi
erkek, geng-eriskin sigan ¢alismada kullamild:. ilag uygulama oncesi tiim sicanlarin
DPOAE ve ABR dl¢limleri yapilarak; dort gruba ayrildi. Grup A’ya, ¢aligmanin
3.glinlinde 15 mg/kg Sisplatin intraperitonel tek doz olarak uygulanarak ototoksisite
modeli olusturuldu. Grup B ve C’ye, 10 giin boyunca 10 mg/kg Memantin; Grup D’ye
ise 10 giin boyunca 10 ml Serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi.
Memantin’in koruyucu etkinliginin olusma siiresi, ototoksisite c¢aligmalarinda
arastirilmamis olmakla beraber; calismamizin 3. Giiniinde Grup B’ye 15 mg/kg

Sisplatin intraperitonel olarak tek doz uygulandi. 7.giin tiim siganlarin DPOAE ve

Vii



ABR testleri yapildi. 10. Giin ise servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi. Koklear
yapilarak cikarilarak H&E boyama ile 151k mikroskobisinde ve tarama elekton
mikroskobisinde degerlendirildi.

Bulgular: Grup A ve B arasinda 16 kHz’te ABR esiklerinde istatistiksel anlaml1 fark
bulundu (p<0.05). Her iki grubun, klik ve tone-burst (8 kHz, 16 kHz, 24 kHz, 32 kHz)
uyaranlarda ABR esik ortalamalar1 Grup C ve D ‘den istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksekti (p<0.05). Grup C ve D arasinda ise istatistiksel anlamli fark
bulunmadi (p>0.05). DPOAE ortalamalarinda Grup A ve B arasinda istatistiksel
anlamli fark yoktu (p>0.05). Grup A’da kontrol grubuna gére 0,45 kHz, 0,75 kHz ve
24 kHz’de istatistiksel olarak anlamli fark saptanirken; Grup B’de 3 kHz ve 4 kHz ‘de
anlamli1 fark saptandi (p<0.05). Isik mikroskobi ile incelemelerde dis tiiy hiicreleri ve
spiral ganglion noronlarinda Memantin’in koruyucu oldugu gosterildi. Elektron
mikroskobisinde dig tiiy hiicreler sterosilya kayiplarinda Grup B’de Grup A’ya gore

gerileme mevcuttu.

Sonu¢: Memantin’in, Sisplatin ototoksisitesini engelleme potansiyeli mevcuttur.

Anahtar kelimeler: sisplatin, memantin, sigcan, ototoksisite, ABR, DPOAE, 1s1ik

mikroskobisi, elektron mikroskobisi
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ABSTRACT

Objective: Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) is an effective antineoplastic
agent widely used in the treatment of many malignant diseases, including squamous
cell carcinoma of the head and neck, tumors of the ovary, solid testis, prostate, bladder,
cervix and non-small cell lung tumors. Nephrotoxicity, ototoxicity, and neurotoxicity
are dose-limiting side effects for Cisplatin.

Although the cellular and molecular mechanisms underlying cisplatin-induced
ototoxicity are not fully understood; Cisplatin primarily causes damage to the cochlea,
especially the outer hair cells; It has been suggested that it causes excessive free
oxygen radical production in corti, stria vascularis, spiral ligament and spiral
ganglionic cells. Cytotoxicity is associated with the formation of reactive oxygen
species; Therefore, many studies have been conducted on antioxidants to provide
protection against Cisplatin-induced ototoxicity over time. However, there is no
approved drug against cisplatin ototoxicity. On the other hand, neurotransmission
between inner hair cells and afferent auditory neurons in the mammalian cochlea is
mediated by many excitatory amino acids, such as glutamate. In cochlear ischemia or
noise-induced trauma, excessive glutamate release causes neurotoxicity. The
neurotoxicity it causes is thought to play a very important role in some pathological
conditions such as ischemia of the cochlea or noise trauma. Therefore, glutamate
antagonists may be a new therapeutic strategy for different inner ear diseases. In our
study, we aimed to demonstrate the protective efficacy of the glutamate receptor
antagonist Memantine against Cisplatin ototoxicity in a rat model.

Materials and methods: Twenty-eight Sprague Dawley male, young-adult rats
weighing between 400-500 g were used in the study. Before drug administration,
DPOAE and ABR measurements of all rats were made; divided into four groups. An
ototoxicity model was created by administering 15 mg/kg cisplatin intraperitoneally
as a single dose to Group A on the 3rd day of the study. Groups B and C, 10 mg/kg
Memantine for 10 days; In Group D, 10 ml of physiological saline was administered
intraperitoneally for 10 days. Although the protective effect of memantine has not been
investigated in ototoxicity studies; On the 3rd day of our study, a single intraperitoneal
dose of 15 mg/kg Cisplatin was administered to Group B. DPOAE and ABR tests were
performed on all rats on the 7th day. On the 10th day, euthanasia was performed by



cervical dislocation. The cochlear was removed and evaluated by H&E staining, light
microscopy and scanning electron microscopy.

Results: A statistically significant difference was found between Group A and B in
ABR thresholds at 16 kHz (p<0.05). The mean ABR thresholds for click and tone-
burst (8 kHz, 16 kHz, 24 kHz, 32 kHz) stimuli of both groups were statistically
significantly higher than Groups C and D (p<0.05). There was no statistically
significant difference between Groups C and D (p>0.05). There was no statistically
significant difference between Groups A and B in the mean DPOAE (p>0.05). While
a statistically significant difference was found in Group A compared to the control
group at 0.45 kHz, 0.75 kHz and 24 kHz; There was a significant difference between
3 kHz and 4 kHz in Group B (p<0.05). Memantine was shown to be protective in outer
hair cells and spiral ganglion neurons in light microscopy examinations. In electron
microscopy, there was a decrease in the loss of outer hair cells stereocilia in Group B
compared to Group A.

Conclusion: Memantine has the potential role in preventing Cisplatin ototoxicity.

Keywords: cisplatin, memantine, rat, ototoxicity, ABR, DPOAE, light microscopy,

electron microscopy



GIRIS VE AMAC

Sisplatin ototoksisitesi, klinik olarak tinnitusun eslik ettigi, orta derecede,
yiiksek frekansli bilateral sensorindral igitme kaybi olarak goriilmektedir. Tek tarafli
isitme kayb1 ve gecici isitme kayiplar1 nadirdir ancak karsilagilabilir (1).

Sisplatin  kaynakli ototoksisitenin, artan miktarlarda toksik serbest
radikallerden veya hiicre i¢i kalsiyum igeriginin azalmasina yol acan hiicre zari
degisikliklerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Hayvan deneyleri, Sisplatin (SP)
ototoksisitesinin oncelikle dis tity hiicrelerini; 6zellikle kokleadaki bazal ve orta kisim
kivrimlarindaki dis tiiy hiicrelerini (DTH) hedefledigini ortaya koymustur (1,2).

Memantin, N-metil-D-aspartat reseptor (NMDAR) blokorii olup Alzheimer
gibi birgok norodejeneratif hastalik tedavisinde kullanilmaktadir. NMDAR asir
aktivasyonu bir¢cok norodejeneratif hastalikla iligskilendirilmis olsa da NMDAR
antagonistlerini terapotik ajanlar olarak kullanma girisimleri, zayiflatict yan etkiler
nedeniyle siklikla basarisiz olmustur. Bu yan etkiler, NMDAR 'larin sinaptik iletisim
ve hafiza olusumu dahil olmak {izere beyin islevlerinde oynadigi kritik roller nedeniyle
ortaya cikmaktadir. Oysaki, Memantin, NMDAR inhibisyon mekanizmasinin bir
sonucu olarak patolojik asir1 aktivasyonu inhibe ederken, NMDAR'larin fizyolojik
aktivasyonuna izin verdigi varsayilmaktadir(3) NMDAR yoluyla, sicanlarda
Memantin’in hafizayi ve bilissel islevi iyilestirdigi gosterilmistir (3)

Sisplatin ototoksisitesini engellemek i¢in antioksidan madde ¢alismalar1 son
yillarda giderek artmistir. Buna ragmen hala Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi (FDA, Food and Drug Administration) onayli bir tedavi yoktur. Biz
caligmamizda sistemik Memantin kullaniminin, Sisplatin ototoksisitesine kars1 etkisini

sicanlarda degerlendirdik.



GENEL BIiLGILER

KULAK ANATOMISINE GENEL BAKIS

Kulak kendi igerisinde dis, orta ve i¢ kulak yapilarindan olusur. Dis kulak,
kulak kepgesi(aurikula) ve dis isitsel kanaldan (meatus) olusur. Kulak kepgesinin
kikirdak kismi, perikondrium ve deri ile kaplanarak sarmal ve antiheliks olusturur.
Meatusun, dis 1/3 lik kismi kikirdaktan ve i¢ 2/3 liikk kismi1 kemikten olusur. Dis
kulak yolunun iizerini 6rten deride tiiy hiicreleri ve serumen iireten modifiye yag
bezleri bulunur. Serumenle karigan pul pul dokiilmiis cilt dokiintiileri, dig kulak
yolundan disa dogru hareket eder ve dis kulagi kendi kendini temizleyen bir sistem
haline getirir. Opak veya yar1 saydam Timpanik Membran (TM) orta ve dis kulak
yolunu ayirir. TM’nin alt kism1 olan pars tensa, dis deri tabakasi, orta fibréz doku
tabakas1 ve i¢ orta kulak mukoza tabakasindan olusur. Ostaki borusu disfonksiyonuna
bagli uzun stireli negatif orta kulak basinci varsa, zarin iist kismi olan pars flaksida
geri cekilebilir. Malleus, inkus ve stapes, sesi orta kulak boyunca zardan kokleaya
ileten {i¢ kiigiik baglant1 kemigidir. Malleusun sapi, pars tensanin lifli tabakasi i¢inde
yer alir. Orta kulakta, malleus basi, orta kulak boslugunun {ist kismi olan tavan
arasmndaki inkus ile eklem yapar. Inkusun uzun kolu stapes ile eklemlenir. Bu
artikiilasyon (inkudostapedial eklem), travma veya kronik enfeksiyon nedeniyle
bozulmaya yatkindir. Stapes taban plakasi oval pencerede bulunur ve sesi sivi dolu i¢

kulaga iletir ve yiikseltir (4).

Ototoksik ajanlarin i¢ kulak yapilarin1 hedef almasindan dolayi, i¢ kulak

yapilar1 ayrintili olarak ele alinacaktir.

i¢ Kulak (Auris interna)

Temporal kemigin petrdz kismi i¢indeki i¢ kulak hem ses hem de denge
duyusu ile ilgili spesifik hiicreler igermesi nedeniyle énemli ve hassas bir organdur. I¢
kulagin tiimiine labyrinthus denilmektedir(5).

Kemik labirent 3 boliimden olusur; koklea, vestibiil ve semisirkiiler kanallar

1-Vestibulum:
Distan ice basik ovoid sekildedir. Sagittal olarak, vertikal ¢apt Smm ve

transvers ¢apt 3mm kadardir. Orta kulak boslugunun i¢ duvarini yapar. Stapes, inkus



aracilif1 ile kendine gelen titresimleri fenestra vestibuli (oval pencere) araciligtyla ic
kulaktaki perilenfe ulastirir. On duvar kokleaya komsudur. Ust ve arka duvarda
semisirkiiler kanallarla birlesir. i¢ yan duvarda ise 6n altta sakkulusun yerlestigi
sferikal resess, arka {istte ise utrikulusun yerlestigi eliptikal resess bulunur(5).
2-Kemik Semisirkiiler Kanallar (Canales Semicirculares Ossei):

Superior, posterior ve lateral (horizontal) olmak {izere ii¢ adet semisirkiiler
kanal, uzayin {i¢ ayr1 diizlemine yerlesmistir. Her biri yaklagsik olarak bir dairenin 2/3’i
kadar olan bu kanallar vestibuluma agilir.
3-Koklea (Cochlea):

Vestibulumun 6n-i¢ tarafinda bulunur. Bir koniye benzeyen kokleanin tabani
9 mm ¢apinda, yiiksekligi ise 5 mm kadardir. Koklea tabanda genis ¢apa sahip, 2,75
defa dontiis ile apekste daralan bir yapidir. Tepeden tabana yapilan kesitinde ortada
goriilen delikli koni seklindeki yapiya modiolus denilir. Modiolus etrafinda 2,75 defa
kivrilmis boru seklinde yapiya canalis spiralis cochleae denir (5) .

Insan kokleas:; skala vestibuli, skala media ve skala timpani ad1 verilen iic
boliimden olusur ve yaklasik 35 mm uzunlugundadir. Modiolustan uzanan lamina
spiralis ossea (kemik spiral lamina), kokleanin merkezi etrafinda kivrilan, iist ve alt
koklear odalarin sirasiyla; skala vestibuli ve skala timpani olarak kismi bdliinmesini
saglar (Sekil 1). Kokleanin tepesinde, skala vestibuli ve skala timpaninin iletisim
halinde oldugu helikotrema bulunur. Spiral lamina ayn1 zamanda skala medianin alt
sinir1 olan baziler membranin tutunma noktasidir (6).

Orta kulak ve i¢ kulak arasindaki ses enerjisi iletisimi i¢in ilk nokta stapes
tabanina bitigik oval pencere (fenestra vestibuli) dir. Skala vestibuli oval pencereden
kokleanin apeksine dogru devam eder ve helikotrema ad1 verilen kiigiik bir agiklik
yoluyla skala timpaniye baglanir. Skala timpani de bazale dogru devam ederek oval

pencerede sonlanir (6).
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Sekil 1.Normal frekans konumlarina sahip insan kokleasindan alinmis yar1 kesitli
materyalin, Alan Emisyon Taramal1 Elektron Mikroskobu (Field Emission Scanning
Electron Microscopy-FE-SEM) ile goriintiilemesi (7)

(Numune altin-paladyum ile kaplanmistir. 2nm ¢o6ziliniirliik. 0,5-1 kHz'de isitme organi sag iist kosede
gosterilir. Daha kiigiik eklerde, diisiik frekanstaki dis tiiy hiicreler (OHC), saftlarinda (oklar) efferent
sinir terminallerini gosterir. Bu noronlar voltaj kapili sodyum kanali NaV1.6'y1 (kirmizi boyama) ifade
eder. Na-EDTA'da dekalsifikasyon yapilmistir. OHC'ler: dis sa¢ hiicreleri. OPC: Tektoryal

membranin apikal ucu.)

Skala vestibuli ve skala timpani, 4 mEq/l potasyum ile 139 mEq/l sodyum
konsantrasyonlu, ekstraseliiler siviya benzeyen perilenf sivisini icermektedir. Skala
media, Reissner membrani, baziler membran, kemik spiral lamina ve lateral duvar ile
cepecevre siirlanmistir (Sekil 2). Skala media ise 144 mEq/l potasyum ve 13 mEq/1
sodyum konsantrasyonlu intraseliiler siviya benzeyen endolenf igermektedir. Skala
media, tabandan apekse dogru yavasca diisen yaklasik 80 mV’lik pozitif direk akim
dinlenme potansiyeline sahiptir. Bu potansiyel, koklea lateral duvarini kaplayan stria

vaskiilaristeki Na *-K* ATPaz pompalari ile saglanmaktadir (8).
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Sekil 2.Sican kokleasindan alinan kesitte, koklear kanalin goriintisii (Isik
mikroskobisi, Hematoksilen & Eozin boyama)

Reissner membrani (RM), Stria Vaskularis (SV), Korti Organi (KO), Baziler membran (BM)
3.1.Skala Media (Ductus Cochlearis):

Kesiti iiggen seklinde olan bu yapinin tabani, spiral koklear kanalin (canalis
spiralis cochlea) dis duvarma otururur ve tepesi de lamina spiralis osseanin serbest
ucuna yapisir. Ust duvarina membrana vestibularis ‘Reissner membrani’, alt duvarina
membrana spiralis (lamina basilaris), dis duvarina paries externus ductus cochlearis
denilir. Kokleanin uzunlugu boyunca, spiral lamina ve baziler membranin genislikleri

ters orantilidir. Spesifik olarak, asagidaki gibi goriiniirler:
» Kemikli spiral lamina: Tabanda daha genis ve tepeye dogru daha dar
* Baziler membran:
Tabanda daha dar (0,21 mm) ve tepede daha genis (0,36 mm)

Tabanda daha kalin ve tepede daha ince



Bu anatomi, baziler membrana frekans 6zgiilliigii veren anahtar bir faktordiir.
Yani koklea, tabanda yiiksek frekanslara ve apekste diisiik frekanslara duyarlidir (5,6).

Baziler membran tizerinde ses duyusunu alan Korti organi (organum spirale) bulunur.

3.1.1.Korti Organt (Organum Spirale):

Korti organinin 6nemli yapilart; disg ve ig tily hiicreleri (Sekil 3), destekleyici
hiicreler (Deiters, Hensen, Claudius), tektoryal membran ve retikiiler laminadir.
Destek hiicreleri Korti organt i¢in yapisal ve metabolik destek saglamaktadir. Deiters

hiicrelerinin falangeal siirecleri, retikiiler laminanin siki hiicre kavsaklarini

olusturmaktadir (9).

Sekil 3.Isik mikroskobisi altinda dis tiiy hiicreleri (DTH) ve ig tiiy tiicrelerinin (ITH)
goriintiisii (Hematoksilen&Eozin boyama, 40x)

I¢ Tiiy Hiicreleri (ITH): Basik ve biilloz yapida, genelde tek sira halinde yerlesim
gosterirler. Tiiyciikleri yaklasik olarak diiz bir hat veya genis bir “’U’’ seklinde dizilim
gosterirler. Bdylece de Korti organinin i¢ kismi1 boyunca bir duvar olustururlar. I¢ tiiylii

hiicrelerinin tiiyciikleri tektoryal membran ile temas etmemektedir. Her hiicrenin



tiyleri apeksleri modiolustan uzakta yerlesmis, iki sirali ve c¢ift V seklinde

diizenlenmis 120 sterosilya igerir (10).

Di1s Tiiy Hiicreleri (DTH): Silindirik yapida olup niikleuslar1 bazal olarak yerlesim
gostermektedir. Ug-dort sirali olarak bulunur. Bu hiicrelerin tiiyciikleri karakteristik
olarak W’ seklinde izlenir ve tektoryal membran ile temas etmektedir. Tiiyciikleri
iic sirali 46- 148 adet sterosilyadan olusur. Dis tiiylii hiicrelerin uzunluklarinda
kokleanin bazalinden apeksine dogru gidildik¢e artis olur. DTH’nin sterosilyalarinda

da benzer artig gozlenir(10).

Tiiy Hiicrelerinin Innervasyonu:

Insanlarda tiiy hiicrelerinin isitsel ndronlar tarafindan afferent innervasyonu,
kokleadan merkezi isitme merkezine bilgi saglamaktan sorumludur. iki tip noéron
vardir. Tim noéronlarin %95’ini olusturan Tip 1 noéronlar miyelinlidir ve i¢ tlyli
hiicrelere dagilirlar. %S5 kadar olan Tip 2 néronlar miyelinsizdir ve dis tiiylii hiicrelere
dagilirlar. Yaklasik 30.000 isitsel ndron vardir. Hiicre gdvdeleri spiral ganglion

olusturur ve modiolusta Rosenthal kanalindadir (6).

ISITME FiZYOLOJISi

Ses enerjisi, kati-s1vi-gaz ortamlarda yayilan mekanik bir titresim dalgasidir.
Ses dalgasi, partikiillerin elastik bir ortamda yer degistirmelerinden olusur. Diyapozon
gibi titresim yapan bir ses kaynagi karsisinda hava partikiilleri birbirlerine siirtiinerek
algiladigimiz sesi meydana getirirler. Diyapozonun titresimi durdugunda partikiiller
eski pozisyonlarmi alarak dinlenme durumuna geger. Diyapozonun titresimi ses
partikiillerini iter, sonra atmosfer basincit karsi koyar ve eski durumuna gelir.
Diyapozon titrestik¢ce bu durum bir siklus halinde tekrarlanir. Bu siklus halinde ¢ikan
ses ‘saf sesler’ olarak adlandirilir. Ses dalgasinin en basit sekli olan ‘siniis dalgasi’nin
sabit bir yiikseklik (amplitiid) ve tek bir frekansi vardir. Ses frekansi ise 1 saniyede
olusan sikluslarin sayisidir, Hertz (Hz) olarak tanimlanir. insan kulag1 20- 20000 Hz.
arasindaki frekans sesleri isitir. Sesin siddet birimi desibeldir (dB) ve insan kulag:
tarafindan duyulan en kiigiik ses siddeti 0 dB olarak tanimlanir. Hava yoluyla gelen

ses dalgalar1 siv1 ortama gegerken ugradigi enerji kaybi logaritmik olarak yapilan



hesaplara gore 30 desibel degerindedir. Orta kulak meydana gelen bu kayb1 sesle
siddetini artirarak yeniden kazandirir. Bunu saglamada;
1. Malleus ve inkus arasindaki kaldirag seklindeki eklem ile malleus kolundaki isitsel

enerjinin inkus koluna 1,3 kat fazla olarak aktarilmasi (2.5 dB artis)

2. Kulak zarinin titresen boliimlerinin genisligi (55 mm?2) ile stapes tabani (3,2

mm?2) arasindaki oran (26 dB artis)

3.0val ve yuvarlak pencerere arasindaki faz farki (2.5 dB artis) rol oynar (11).

Koklea Fizyolojisi

Orta kulaga gelen ses dalgalar1 stapesin tabani ile skala vestibuli i¢indeki
perilenfi hareket ettirerek kokleaya iletilir. i¢ kulagin iletim mekanizmasi oval
pencereye kadar gelen titresimlerin perilenfayl bir pencereden digerine hareket
ettirmesi ile, s1vi stitunlarin hareketi seklindedir.

Kokleadaki ses dalgalarinin yayilimi i¢in ¢esitli teoriler vardir:

Bekesy teorisine gore; Isitsel titresimler baziler membranda yer degisimlere
yol agmaktadir. ‘travelling wave’ ilerleyen dalga teorisi olarak tanimlanan bu teoride
baziler membranin bazal ucundan baslayarak apekse dogru isitsel titresimin
olusturdugu dalga ilerler. Bu yayilma hem boyuna hem de enine dogrudur. Bu iletim
dalgasinin en biiyiik 6zelligi amplitiidiiniin giderek artmas1 ve maksimuma ulasarak
titresimlerin daha sonra soniimlenmesidir. Bir bagka 6nemli 6zellik ise bu dalgalarin
baziler membran {izerinde en biiyiik titresim yaptig1 yerin her frekans i¢in belirli
bélgeler olmasidir. Isitilen her frekans icin baziler membran iizerinde degismeyen en
biiytik titresim noktasi vardir.

Helmbhotz yer teorisine gore; gelen ses dalgalar frekanslarina uygun bolgeleri
titrestirerek uyarir ve ses algilanir.

Rutherford ’un frekans veya telefon teorisine gore; frekansin algilanmasi isitme
sinirlerinde impuls sularin meydana gelis sikligina gore olmaktadir.

Wever’in Volley(yayilim) teorisine gore; 5000 Hz kadar olan seslerin
algilanmasi yayilim atesi seklindeki hizli sinir impulslar1 dogmasi ile 5000 Hz’i gegen
frekanslar ise algilama yer teorisiyle izah edilmektir (10).

Kokleada 4 tip elektriksel potansiyel mevcuttur:



1-Istirahat potansiyeli: Bir tipi tily hiicrelerinin i¢ kisimdan &lgiilen 60 mV
degerindedir. Ikinci tipi ise endokoklear potansiyel olup; skala medyadaki endolenfin
perilenfaya gére 80 mV bir farka sahip olmasindan kaynaklanir. Bu iki tip potansiyel
ile bir tily hiicresi zarinin dis1 ile i¢i arasinda 150 mV potansiyel fark vardir.

2- Koklear Mikrofonik: Kaynag1 dis tiiyli hiicreleridir. Kulaga bir saf ses verilirse
yuvarlak pencereye yerlestirilen elektrot ile bu sese uygun siniizoidal dalga elde
edilebilir. Bu elektriksel tepkiyi Wever-Bray fenomeni denir.

3- Aksiyon potansiyelleri: Isitsel uyarinin i¢ kulaktaki iletim dalgasindan sonra
elektriksel gerilimlere doniismesi ve isitme sinir liflerininin bir grubunda aksiyon
potansiyeli olusturmasidir.
4-Birikim potansiyelleri: Kaynaginin i¢ tily hiicreleri oldugu digiiniilmektedir. Orta
derece veya siddetli isitsel uyaranlarin endolenfatik gerilimler arasinda pozitif veya
negatif direkt akimlar olusturmasi ile olusur (12).

Baziler membranin hareketi ile tiiy hiicreleri iizerindeki, tektoryal
membraninin jel tabakasi ile temasl olan sterosilyalar hareket eder. Bu hareket

sonucunda tily hiicreleri ile temasta olan bipolar ndronlar uyarilir (Sekil4).
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Sekil 4.A. Tektoryal membranin jel kaplamasina dogru uzanan tiiylerin ileri geri
hareketiyle tiiy hiicrelerinin uyarilmasi. B. Mekanik enerjinin tily hiicreleri tarafindan
noral sinyallere doniistiiriilmesi(12)



(Stereosilya daha uzun olanlar yoniinde biikiildiigtinde, K* kanallar1 agilir ve depolarizasyona neden
olur, bu da voltaj kapitlh Ca?" kanallari1 acar. Ca*" akis1 depolarizasyonu arttirir ve duyu sinirini
depolarize eden uyarict iletici glutamatin salinmasini saglar)

Tiiy hiicreleri ile temastaki bipolar ndronlarin govdesi koklea i¢indeki spiral
gangliondadir. Her spiral ganglion hiicresi korti organina kisa reseptor lifler, beyin
sapindaki koklear niikleuslara ise uzun sinir lifleri gonderirler. Bipolar néronlarin
santral uzantilar1 bir araya gelerek isitme sinirini meydana getirirler. Bu sinir denge
siniri ile beraber sulkus pontobulbarisin dis kismindan ponsa girer. Isitme siniri ponsa
girdikten sonra isitme yollarinin 2. néronlarinin bulundugu ventral ve dorsal koklear
niikleuslara dallar gonderirler. Koklear niikleusu terk eden biitiin 2. ndronlar orta
hattan kars1 tarafa gecip o taraftaki superior olivar komplekste sonlanirlar veya lateral
lemniskus ve bunun niikleusunu olustururlar. Lemniskal yoldaki liflerin en fazla
miktart inferior kollikulusta son bulur. Cok az bir kism1 inferior kollikulusu gecerek
medial genikulat cisme ulagir. Pek az bir kism1 da kars1 taraftaki inferior kollikulusa
ulasir. Inferior kollikulus algisal analizlerden ziyade isitsel refleks aktivitelerinde rol
oynamaktadir. Medial genikulat cisme, temel niikleustan ¢ikan 3. ndron lifleri belirli
bir diizende temporal kortekse gelirler. Primer isitme alanina (Gyri Temporales
Transversi veya Heschel) gelen liflerin hemen hemen hepsi niikleusun anterior

kismindan gelir (10).

iSITMENIN DEGERLENDIRiLMESI

Isitmenin degerlendirilmesinde saf ses odyometri, konusma odyometresi ve
akustik impedans Olclimleri (timpanometri ve akustik refleks Ol¢iimii)
kullanilmaktadir. Bu testlerden saf ses odyometrisi; temel odyolojik degerlendirme
sonuglarinin 6zetlenmesini saglamaktadir. Giinliik odyolojik test bataryasi yukarida
tanimlanan odyolojik testlerin yani sira elektrokokleografi, otoakustik emisyon
Olgtimleri (OAE), isitsel beyin sapt cevabi (Auditory Brainstem Response) gibi
elektrofizyolojik test yontemlerini de igermektedir (9). Odyometri, her bir frekansta
verilen seslerin duyulabildigi en diisiik ses siddeti(dB) diizeyinin 6l¢iildigli  bir
yontemdir. Test edilen frekanslar insan kulaginin isitebildigi 20-20000 Hz
yelpazesinin tamamini degil ancak 250-8000 Hz arasindaki konusmanin anlasilmasi

icin onemli frekanslar1 kapsar (10) .
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Elektrofizyolojik testler

Otoakustik Emisyonlar (OAE):

1978 yilinda Kemp, kulagin sesi aldig1 kadar, ses liretme yetenegine de sahip
oldugunu belirtmistir. Koklea tarafindan iiretilen bu sesler ‘uyarilmis otoakustik
emisyonlar (Evoked Otoacoustic Emissions (EOAE)’ olarak adlandirilir. Kulakta 40-
50 dB’ den daha fazla isitme kaybi1 olmasi durumunda otoakustik emisyon elde
edilemediginden; otoakustik ilag, giirtiltii, hipoksi gibi ajanlarin i¢ kulaga verdigi
zarar1 6lgmede kullanilmaktadir (10). Objektif, hizli, giivenilir, ucuz ve noninvaziv bir
yontem olan OAE ol¢iimiinde; dis kulak yoluna bir prob yerlestirilir. Bu prob
aracilifiyla i¢ kulaga spesifik bir uyaran (klik, iki frekans 6zelligi tasiyan uyaran)
gonderilir. Gelen ses uyarani i¢ kulaga dogru iletilirken, dis tiiylii hiicrelerde mekanik
bir enerji olusur. Olusan enerji oval pencereden ses uyaraninin geldigi yone dogru
iletilir. Timpanik membranin hareketine bagli olarak olusan otoakustik emisyon
mikrofon yardimiyla kaydedilir. Kokleanin ses uyaranina verdigi yanitin 6l¢iildiigii bu
test ile dis tiiylii hiicre fonksiyonu hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (10,13).
OAE’lerin siniflandirilmasinda;

Spontan otoakustik emisyonlar (SOAE): Hicbir uyaran verilmeden kokleadan gelen
seslerin mikrofon araciligi ile kaydedilmesidir.

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

sekilde mikrofon ile kaydedilir.

I- Uyaran frekans1 otoakustik emisyonlar (SFOAE): I¢ kulaga verilen saf ses
uyarani ile olusan cevaplar dl¢iiliir.

2- Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyonlar (DPOAE): Iki farkli sesin es
zamanl olarak verilmesi ile kokleada meydana gelen seslerin kaydedilmesi
prensibine dayanir.

3- Gegici uyarilmig otoakustik emisyonlar (TEOAE): Kisa siireli uyaranlar
verilerek 6l¢iilen cevaplardir. Klik uyaran veya tone bip uyaranlar1 kullanilir.

Uyaran siddeti genellikle 80 dB SPL’dir (13,14).
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Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar1 (Auditory Brainstem Response-ABR)

Ik kez 1875 yilinda Caton tarafindan hayvan deneyi ile beyinde elektriksel
olaylarmn varlig1 ortaya konulmustur. ABR ise ilk kez 1971 yilinde Jewett ve Williston
tarafindan tanimlanmistir. Response(cevap), primer olarak isitsel sistemdeki baslangi¢
noronlarinin senkronize aktivitelerinin yansitilmasi ile 6l¢iiliir (10).

ABR uyaranin verilmesinden yaklagik 10 msn sonra olusan pozitiften
negatife dogru giden yedi seri dalgay1 igermektedir. Klinikte ilk bes dalga (Jewett
dalgalar1) degerlendirilmektedir.

I.dalga; koklear sinirin distalinden, II. dalga; koklear sinirin proksimalinden,
III.dalga; koklear niikleustan (ventral), IV. dalga; superior olivar kompleksten (alt
pons), V. dalga; pozitif kismi lateral lemniskustan, negatif kismi inferior kollikulustan
kaynaklanir (10,15). IIL., IV., V. Dalgalar beyin sapindaki major isitsel merkezlerdeki
postsinaptik aktiviteyi yansitirken, I. Ve II. Dalgalar aksiyon potansiyellerinin bir
sonucu olmaktadir.

ABR’ de en ¢ok kullanilan uyaran klik uyarandir. Klik uyaranla kokleanin 2-4
kHz’lik bolgesi uyarilir. Klik uyaranlar frekansa spesifik olmadigi i¢in frekansa
spesifik kayit yapmak gerektigi zaman tone burst uyaranlar kullanilmaktadir.

Uyarana karsi isitsel beyin sap cevabini yorumlanmasinda dalgalarin latanslari,
interpeak latans degerleri (I-V, I-III ve III-V interpeak latans degerleri), dalga
amplitiidleri, V/I dalga amplitiid orani, kulaklar arasi latans farki, kulaklar arasi1 siddet
farki, latans siddet egrisi ve dalga morfolojisi biiylik 6nem tagimaktadir (Sekil 5).

Dalga formu analiz edilirken dikkat edilecek onemli bir nokta, kaydedilen
dalgalarinin giivenilir olup olmadiginin kontroliidiir. Bu amagcla ayni1 siddette en az iki
dalga formu kaydedilir. Yanitlarda dalga latanslar1 birbirini dogrulamiyorsa test
tekrarlanir ve teknik problemler diisiiniilerek sistematik olarak gézden gegcirilir. Elde
edilen yanitlarin tekrarlanabilirliginin dogrulanmasi sonucunda, her dalga i¢cin mutlak
latanslar ve dalgalar arasi araliklar, milisaniye biriminde hesaplanir. Bu latans, her
kulak icin simetri agisindan degerlendirilir. Bu amacla, iki kulak aras1 V. dalga
latanslar farkinin 0.4 ms' nin istline ¢ikip ¢ikmadigi arastirilir. Ayrica test edilen
hastadan elde edilen latans degerleri, spesifik hastanin yas grubuna uygun normal

isitenlerde elde edilen degerlerle karsilastirilir.
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Maksimum uyaran verildiginde net olarak ortaya ¢ikan I. Dalganin latans
degerinde gecikmenin belirlenmesi iletim veya mikst tip isitme kayiplarina 6zgiidiir.
Eger . Dalga kiiciik ve zayif, ancak dalgalar arasi latans degerleri normal sinirlardaysa
(I-V. Dalga latans1 <4.60 ms) tiz frekansl sensoryal (koklear) isitme kaybi beklenir.
Uzamis dalgalar arasi latans degerleri retrokoklear islev bozuklugunu yansitir. Erken
dalga komponentleri arasi aralikta (I-IlI dalgalar arasi aralik) uzamigsa (6rnegin bu
aralik> 2.40 ms ise), posterior fossa bdlgesinde koklear siniri veya alt beyin sapini
etkileyen patolojileri gosterir. I1I-V. dalgalar arasi araligin uzamasi (6rnegin bu aralik>
2.45 ms) ise intraaksiyal beyin sapu isitsel islev bozuklugunu gosterir. Ayrica OAE ile
normal koklear fonksiyonun gosterildigi vakalarda anormal ABR elde edilmemesi de
isitsel ndropati tanimi1 ve ayirt edilmesi agisindan biiyiik 6nem tasir (9,10,15) .

ABR ol¢iimii anestezi ya da sedasyon gibi hastaya bagli faktorlerden
etkilenmez. Koopere olamayan hastalarda, yenidogan ve ¢ocuklarda ol¢iim yapma

olanag saglar.
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Sekil 5.ABR c¢aligma prensibi(9)
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SICAN (GENUS RATTUS) KULAK ANATOMISI VE FiZYOLOJISI
Sicanlar, aminoglikozid grubu antibiyotiklere, platin grubu antineoplastik
ilaglara, anti-malaryal ilaglara, herbisitlere, antiinflamatuar ilaglara, diiiretik ilaglara,
akustik travmaya bagli gelisen 1i¢ kulak patolojilerinin aragtirilmasinda
kullanilmaktadir (16).

Oliveira'nin 1989 yilindaki calismasinda, isitme ve vestibiiler sistemlerinin
insana ¢ok benzemesinden dolay1r kobay labirent sistemini seg¢tigini belirtmistir.
Bundan farkli olarak, Santos ve arkadaglarimin 2005 yilinda yaymladiklar
caligmalarinda, rat kulak anatomisinin de insan kulagina anatomik ve patolojik olarak
cok benzedigi; ¢alismalarda kullaniminin pratik ve ekonomik oldugu belirtilmistir
(17).

Sican temporal kemigi, diger memelilere benzer olarak; squamdz, petrdz,
timpanik ve mastoid kemik parcalarindan olusmaktadir. Temporal kemik, kafatasinin
yan tarafindadir ve lateral kafa tabaninin orta ve arka kraniyal fossalariin olusumuna
katkida bulunur. Ustte parietal kemigi, medial ve inferiorda sfenoid kemigi, 6nde
elmacik kemigi ve arkada oksipital kemigi simrlar. Ote yandan insan temporal
kemiginin aksine, sican temporal kemiginde kemik bar yapiyla ayrilmis bir internal
akustik meatus fundusu yoktur. Bunun yerine, subarkuat fossanin inferior ve
anteriorunda iki agiklik vardir. Bu agikliktan biri digerinin antero-superiorunda
bulunur. Digeriise oblik bir kemik yapi ile 6n tarafi fasyal siniri, arka tarafi ise lateral
ve superior semisirkiiler kanallarin utrikul makulasint ve ampullasini besleyen

superior vestibiiler sinir demetini ikiye ayirir (16).

Timpanik membran, sican orta kulak boslugu yan duvarinin orta kismini
olusturur ve boslugu kulak kanalindan ayirir. Membran pars tensa ve pars flaccidaya
boliinebilir. Pars tensa, timpanik sulkusta fibroz kikirdak yoluyla anulusa baglanir.
Sicanlarda, farelere benzer; ancak insanlardan ve bazi kemirgenler de dahil olmak
tizere bir dizi diger memeliden farkli olarak, 6n ve arka kruslar ve ayak plakasi arasinda
asag1 dogru hareket eden bir stapedial arter vardir (16,18).

Rat kokleasinda insandaki gibi membrandz labirent yapisi vardir. Salyangoz
seklindeki koklea, vestibiiliin Oniinde yer alir ve modiolus adi verilen bir eksen
etrafinda spiral seklinde bir kemik tiipiin 2,5 doniisiinden olusur. Normal bir viicut

pozisyonunda, kokleanin apeksi inferior ve anterior tarafi isaret eder. Diger memelilere
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benzer sekilde Modiolustan gelen kemikli spiral lamina, tabandan tepeye dogru spiral

seklinde doniis yapar. Membrandz labirent yapist insan kokleasina benzer sekildedir

(16).

Sekil 6.Mid-modiolar eksende sican kokleasinin goriintiisii (Isik mikroskobisi,
Hematoksilen & Eozin boyama).

Koklear Sinir (KS), Skala Vestibuli (SV), Skala Media (SM), Skala Timpani (ST), Spiral Ganglion
(SG), Lamina Spiralis (LS)

SICANLARDA iSITMENIN DEGERLENDIRILMESI

Gelisimsel olarak, sigan igitme sistemi ancak dogumdan sonra olgunlasirken;
insan isitme sistemi dogum Oncesi gelisimini tamamlar. Dolayisiyla insan dogumdan
itibaren duyabilir. Bundan dolay1 arastirmacilar insan koklea gelisimini inceleme
olanagi bulamazken; sican yavrularinda dogumdan 12-14 giin sonra, sican kokleas1
tamamen olgunlasmadan isitsel beyin sap1 yaniti alabilir. Bunun yaninda ABR,
siganlarda isitme kaybinin degerlendirilmesi i¢in hizli bir 6l¢iimdiir ve ABR dalgalar
boyunca not edilen farkli 6zelliklere dayali olarak isitsel yol boyunca lezyon bolgesini

ay1rt etmeye yardimcei olabilir (19).
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Isitsel beyin cevabi yamtlar1 kullanilarak siganlarda isitme esiklerini tahmin
etmek i¢in yaygin olarak tone burst uyaranlar1 veya klik uyaranlar1 kullanilir. Tone
burst, frekansa 6zgii bilgi saglama avantajina sahiptir, oysa klik uyaranlar, baziler
membranin daha genis bir bolgesini eszamanli olarak etkinlestirdigi ve isitme
yeteneginin hizli bir genel tahminini sagladig: diisliniiliir. Bununla birlikte, bir tiklama
uyaranina verilen gergek koklear yanit, ideal bir genis bant yaniti degildir. Bu
simirlamanin istesinden gelmek icin, yaygmn olarak "chirp" olarak adlandirilan
yiikselen frekans uyaranlar1 kullanilir ki; bu sayede baziler membran frekans yanitinin
zamansal dagilimin telafi ederek baziler membranin daha senkron aktivasyonunu
saglanir (20).

Spankovich ve arkadaslar1 2008 yilinda, fare modelinde klik uyaranlarina
alternatif olarak chirp ABR'lerin kullanimin1 uyarlamis ve géstermistir. Calisma, chirp
(6zellikle A-civiltisinin), siganda hizli ABR esikleri ve genlik dl¢iimleri elde etmek
icin en uygun genis bant uyaran oldugu sonucuna varmistir.

Sicanlarin isittigi frekans aralii yaklasik olarak 250 Hz ila 80 kHz'dir ve en
yiiksek hassasiyet 8 ile 38 kHz arasinda meydana gelir, bu aralik, insan kulaginin
algiladig1 frekans aralifindan ¢ok daha yiiksektir (21).

ABR isitsel sinirin distal ucundan inferior kollikulusa ve 6tesine kadar ses odakl
aktivite hakkinda bilgi saglayan uzak alan yanitlarii temsil eder. Bu uyarilmisg
potansiyellerden elde edilen veriler, kokleadan gelen ikincil yardimct bilgilerle
desteklenebilir. Koklear sagliginin en yaygin olarak kullanilan dolayli dl¢timlerinden
biri DPOAE’dir. Saglikli kulaga verilen birincil ton ¢iftlerinde distorsiyon iiriinlerinin
varligi, DTH motilitesi ile baglantili aktif dogrusal olmayanlar1 yansitir. DPOAE'ler,
iletim tipi isitme kayiplar1 ve DTH kayiplarin1 gosterdiginden, hayvanlarin koklear
patoloji incelemelerini taramak i¢in kullanilmaktadir.  Siganlarda, DTH'lerin
giiriiltiiniin neden oldugu mekanik ve metabolik streslere karsi savunmasizligi
nedeniyle, DPOAE'lerin sensorindral isitme kaybinin (SNIK) erken evrelerinin hassas
bir Slglisii oldugu gosterilmistir. Giiriiltiiye maruz kaldiginda, ABR 6l¢timlerinde
SNIK kamitlarinin gdzlenebilmesinden énce daha zayif DPOAE'ler meydana gelir.
ABR ve DPOAE'ler, dzellikle erken evrelerde SNIK'i saptamak ve uzun dénemli
degerlendirmeleri yapmak i¢in birlikte kullanilabilir (19).
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OTOTOKSISITE

Ototoksik ilaglar koklea, vestibiiler sistem veya her ikisi lizerinde etkili olabilir.
Ototoksisiteye neden olma potansiyeline sahip 600'den fazla ilag kategorisi vardir.
Aminoglikozid grubu antibiyotikler, platin bazli kemoterapétik ajanlar, loop
diiiretikler, makrolid antibiyotikler ve anti-malaryal ilaglar, ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde ¢esitli enfeksiyonlara ve malignitelere kars1 iyi belgelenmis etkinligi olan
yaygin olarak kullanilan ototoksik ilaglardir. Ilaglara bagl isitme sisteminde hasar;
tinnitus, isitme kaybi, hiperakuzi, kulakta dolgunluk ve basg donmesi gibi semptomlar

ile ortaya ¢ikabilir (22).

Ototoksisite tipik olarak 8.000 Hz'nin tlizerindeki frekanslarda baslar ve daha
diisiik konugma frekanslarina dogru ilerler. Bu nedenle, American Speech-Language-
Hearing Association (ASHA) ve American Academy of Audiology (AAA), temel
degerlendirmenin 250 Hz'den 8.000 Hz'e kadar piir ton odyometri (PTO) ve 9.000
Hz'den 20.000 Hz'e kadar yiiksek frekansli odyometri (YFO) gibi davranigsal
Olciimleri icermesi gerektigini dnermektedir. Bu Ol¢timleri art1 olarak OAE (DPOAE
ozellikle ve timpanometri gibi objektif dl¢iimler ile kisisel degerlendirme anketleri
eklenmelidir (23-25). Herhangi bir ajanin ototoksik sayilabilmesi i¢in, uygulama
sonrasinda PTO’da bilateral 250-8000 frekanslar1 arasinda en az 10 dB kayip olmasi
gerekmektedir (25).

SISPLATIN’E BAGLI OTOTOKSISITE

Sisplatin (cis-diamindiklorplatin), 1978 yilindan itibaren Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA, Food and Drug Administration) tarafindan
onayli olarak birgok solid kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Yetigkinlerde bas ve
boyun kanserleri, testis, over ve akciger kanserinde kullanilmaktadir. Ayrica pediatrik
yas grubunda noroblastom, osteosarkom, hepatoblastom, germ hiicreli tiimdrler ve

medullablastom gibi bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinda kilit rol oynamaktadir (2).
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Sisplatin, nefrotoksik, ototoksik ve ndrotoksiktir. Sisplatine bagli ototoksisite
mekanizmasi tam olarak agiklanabilmis olmamakla beraber; progresif olarak dis tiiy
hiicrelerini  hasara ugrattig1, antioksidan madde(glutatyon) ve enzimlerin
(superoksidaz vb) sentezini azaltarak serbest oksijen radikallerini artirdig1; oksidatif
stresin artisinin  koklea, stria vaskularis, spiral ligament ve spiral ganglion hiicrelerde
hasar ile ototoksisiteye sebep oldugu gozlenmistir. Ek olarak SP, siiperoksit artisina
sebep olarak antioksidan enzimlerin azalmasi ve notralizasyonuna sebep olmaktadir
(2,26) .

Sisplatin kaynakli ototoksisiteye, reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerindeki
artislara ek olarak inflamatuar molekiiller de eslik eder; tiimor nekroz faktor alfa
(TNFa), interlokin 15 (IL1p), ve interlokin 6 (IL6); ve niikleer faktor kappa B (NFxB)
. SP, kullanimu ile kokleada 6zellikle stria vaskiilaris ve spiral ligamentte, NFxB ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu arttirir. NFxB aktivasyonu,
TNFo, IL1B, IL6 gibi proinflamatuar sitokin seviyelerini artirir (27) .

Sisplatin  kaynakli ototoksisitenin, artan miktarlarda toksik serbest
radikallerden veya hiicre i¢i kalsiyum igeriginin azalmasina yol agan hiicre zari

degisikliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (1).

MEMANTIN’IN CALISMA MEKANIZMASI

Memantin (3,5- dimethyl-1-adamantanamine) ligand kapili, kalsiyum
gecirgen, voltaj bagimli NMDA tip Glutamat ve Nikotinik Asit Reseptor blokoriidiir.
1989'da Memantin’in, NMDAR ’lar1 yaklasik 1 uM'lik bir IC50 [11-19] ile inhibe ettigi
bulundu, bu da terapétik konsantrasyon araligina iyi bir sekilde tekabiil etmektedir.
Alzheimer hastaliginin tedavisinde Memantin tipik olarak 20 mg/giin dozunda
uygulanir(28).

Memantin, NMDAR kanalin1 bloke ederek g¢alisir. Memantin, sadece kanal
acildiktan sonra kanala girebildigi ve akim akigini engelleyebildigi i¢in "agik kanal
engelleyici" olarak smniflandirilir.  Yiiksek konsantrasyonlarda (10-500 uM),
Memantin, serotonin ve dopamin alimi, Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri
(nAChR'ler), serotonin reseptorleri, sigma-1 reseptorleri ve voltajla aktive olan Na*
kanallar1 dahil olmak iizere birgok Santral Sinir Sistemi (SSS) hedefini etkiler(3).

NMDAR’lar dort adet alt {inite olmak tizere, heteromerik ligand bagli iyon
kanallarindan olusur. U¢ adet NMDAR alt iinite ailesi vardir; NR1 NR 2, NR3.
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Fonksiyonel olarak glutamat bagimli NMDAR'lar, NR1 ve NR2 alt birimlerini
icermelidir; NR3 alt birimi ise zorunlu degildir. NR3 alt birimi, NMDAR o6zelliklerini
modiile eder. NMDAR ’larda, kanal aktivasyonu i¢in iki tip agonist gereklidir; NR2 alt
birimlerinde bir glutamat bolgesi agonisti ve NR1 alt birimlerinde bir glisin bolgesi
agonisti bulunur.
NMDAR'larin kanallar iki farkli 6zellik sergiler:

1-Endojen Mg?" tarafindan voltaja bagli kanal blokaji ile; tipik noronal
dinlenme potansiyellerinde NMDAR aracili akimin %90'indan fazlasini inhibe eder.
Bununla birlikte, postsinaptik depolarizasyon, kanal boyunca voltaj alanini

2+1

degistirerek Mg <™ disar1 ¢ikmaya zorlar ve NMDAR aracili akimlar arttirir. Bu
nedenle, akimin NMDAR'lar araciligiyla etkili bir sekilde iletilmesi i¢in iki ¢akisan
sinyal, glutamatin presinaptik salinimi ve postsinaptik depolarizasyon, NMDAR 'larin
"tesadiif dedektorleri" olarak hareket etmesine izin verir.

2-Yiiksek Ca?" gegirgenligi; NMDAR aktivitesine derin fizyolojik ve patolojik
onem kazandirir. Es zamanli sinaptik Oncesi ve sonrasi aktivite ile NMDAR’lar
yoluyla Ca?" akigini uyarilir. Sonug olarak bir dizi hiicre i¢i sinyal yolu aktive edilir.
Bu aktivasyon sonucunda; sinaptik baglantilarin stabilizasyonu, uzun siireli
potansiyelin (Long-term potansiyel-LTP) depresyonu veya giiclenmesi ve nekrotik-
apoptotik noron Oliimii goriiliir. Bu nedenle, NMDAR aktivitesinin inhibisyonu,
zararli veya faydali olabilen ¢ok farkli sonuglara sahip olabilir(3) .

Hipoksik iskemik beyin hasarlari, travma, epilepsi ve Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, HIV ile iliskili demans, multipl skleroz, amiyotropik lateral
skleroz, Huntington Koresi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin temelinde farkl
mekanizmalar olsa da sonucta NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi ile néron
dejenerasyonu goriilmektedir (29). Bu patogenez diisiiniildiiglinde, tedavide Ketamin
gibi NMDAR antagonistleri kullanilabilir; fakat Ketamin hafiza bozukluklarina neden
olur, sizofreni semptomlarini etkileyici bir dogrulukla yeniden iiretir, yaygin olarak
suiistimal edilir ve orta konsantrasyonlarda ndronlarda vakuolleri ve daha ytiksek
konsantrasyonlarda hiicre 6liimiinti indiikler. Oysaki Memantin iyi tolere edilir ve
psikotik yan etki insidansi1 diigiiktiir. Memantin’in yararli etkileri ve Ketamin’in
norotoksik etkileri, kismen NMDAR'larin beyindeki uyarim ve inhibisyon iizerindeki

giiclii etkilerinin dengesindeki kaymalardan kaynaklanabilir. Bu nedenle, bir ilacin
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reseptor lizerinde etki mekanizmasindaki goriiniiste kiiciik farkliliklar, klinik
etkilerinde biiyiik farkliliklara doniisebilir (3).

Memantin’in normal sinaptik aktiviteyi ve hipokampal LTP ‘yi olumsuz yonde
etkilememesi, reseptore baglanma ve ayrilma kinetiginin hizli olmasi klinik olarak
kullanilabilme potansiyelini artirmaktadir.

DTH’ler, memeli isitme organinin milkemmel duyarliligt ve frekans
coziimleme kapasitesi i¢cin ¢ok Onemli olan aktif mekanik amplifikasyon
mekanizmasinin merkezi 6gesidir. Bu amplifikasyonu DTH’ler, en az 70 kHz’e kadar
olan frekanslarda, membran potansiyellerinin degismesi ile hiicre uzunluklarim
degistirerek yaparlar. Koklear amplifikasyon ise, DTH’lerle sinaps yapan kolinerjik
medial olivokoklear sistem, kolinerjik uyari ile kalsiyum ile aktive olan SK2 tipi K*
kanallar1 kullanir. Sonugta inhibitor hiperpolarizasyonu saglanir.

Olivokoklear sistem, iki zaman Ol¢eginde akustik stimiilasyona tepkisini
azaltarak koklea lizerinde etki eder. nAChR'ler tarafindan Ca ' ile aktive olan K*
kanallarinin hizli agilmasinin neden oldugu bir “hizli etki”yi, ikinci haberci sistemleri
icerdigi diisiiniilen daha yavas bir etki takip eder. Memantin’in en belirgin etkisi hizl
inhibitor postsinaptik kanal blokaj1 oldugu i¢in, SK2 kanal agilmasina dayali olarak
hizli efferent etkiyi bloke etmesi beklenebilir. Ayrica, bu inhibisyona DTH, nAChR
yoluyla Ca ?* akiginin ortadan kaldirilmasi neden oldugu igin, ayn1 sinaptik olaylarda
Ca " akig1 tarafindan tetiklendigi diistiniilen ikinci, daha yavas efferent etki Memantin

tarafindan bloke edilmesi de beklenir(30).
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Sekil 7.Memantin ve NMDAR'lar (3)

(a) Memantin’in yapisi. (b) NMDAR'larin (iist panel) dort alt birimli kuaterner yapisini ve iki NMDAR
alt biriminin transmembran yapisini (alt panel) gosteren diyagram (mavi renkle gosterilmistir, 6n ve
arka alt birimler netlik i¢in ¢ikarilmistir; asil diizenlemenin NR1 alt birimine bagl glisin (yesil), NR2
alt birimine bagh glutamat (ayrica yesil) ve kanali bloke eden Memantin (kirmizi) ile. N-bolgeleri, Mg**
ve birgok organik bloker tarafindan kanal blokajina kritik olarak dahil olan asparagin kalintilari,
yildizlarla tanimlanir.

Metabolik glutamat reseptdrleri (mGluR) sizofreni, depresyon, ilag bagimliligi,
anksiyete, Alzheimer ve Parkinson hastalii ve iskemik beyin hasarinda rol
oynamaktadir. mGIluR2 ve mGluR3, siklik adenosin monofosfat (AMP) olusumuna
negatif olarak baglanir ve glutamat iletimini diizenleyen presinaptik otoreseptorler
olarak islev goriir. Sinaptik yarik c¢evresinde lokalizasyonlari, norotransmitterin
sinaptik aktif bolgeden kagmasina yol agcan herhangi bir asir1 glutamat salinimina bir
yanit saglar; mGluR2/3"lin aktivasyonu bu salimimi bastirir. mGlu2/3 reseptor

aktivasyonu tarafindan indiiklenen inhibitér etkilere, hiicre i¢i siklik AMP

seviyelerindeki bir azalma veya voltaj kapili Ca®" kanallarinin azalmis aktivitesi
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aracilik eder. mGIluR3 ayrica glial hiicreler {iizerinde lokalizedir ve mGIuR3
aktivasyonunun noroprotektif doniistiiriicli, tiimor biiylime faktoriiniin B (TGF-B)
sallmmmin1  uyardigr  gosterilmistir  (29). Eylemleri nedeniyle, mGIluR2/3
eksitotoksisiteyi ve noronal hasari azaltmak i¢cin umut verici hedefler olarak
goriinmektedir. Preklinik ¢alismalar, mGluR2 ve/veya mGluR3'lin segici agonistler
tarafindan aktivasyonunun, yetiskinlerde ve yetigskinlerde deneysel iskemi

modellerinde nérokoruma ile sonuglandigini géstermistir (3).

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Saglik Bilimleri Universitesi Gaziosmanpasa Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Kulak Burun Bogaz Klinigi’nde gerceklestirilmistir. Bezmialem
Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan yapilan
degerlendirmeler sonucunda 2022/05 karart ile etik kurul onayindan ge¢mis (Bkz Ek
2) ve maddi destek olarak Istanbul Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi (BAP) (Proje No: 22/056) tarafindan desteklenmistir.

Caligmanin tasarimi, ‘Reporting Data on Auditory Brainstem Responses
(ABR) in Rats: Recommendations Based on Review of Experimental Protocols and
Literature-2021” klavuzuna uygun olarak yapilmistir (31).

Calismada, agirliklar1 400-500 gr arasinda olan 28 adet Sprague Dawley cinsi

geng-eriskin erkek sican (genus rattus) kullanildi. Siganlar, %35-45 nem, 22-24°C
ortam sicakligi, 12/12 saat gece/giindliz periyodunda, ad libitum pelet yem
kosullarinda ve her kafeste maximum 4 hayvan olacak sekilde barindirildi. Deney
hayvan temini, barindirma ve yapilan islemler Bezmialem Vakif Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’nda (BEDEHAL) yapildi.

Calisma sirasinda “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglarda Kullanilan
Omurgali Hayvanlarm Korunmasma Iliskin Avrupa Sézlesmesi” ne (European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other
Scientific Purposes-ETS 123) uyulmustur (Strazburg,1986).

Sicanlar iizerinde yapilan otomikroskopik muayene, DPOAE ve ABR
Olgtimleri genel anestezi altinda; 50 mg/kg Ketamin hidrokloriir (Ketalar ampul,

Pfizer, Istanbul) + 10 mg/kg Ksilazin hidrokloriir (Rompun flakon, Bayer, Istanbul)

22



intraperitoneal uygulanarak verildi. Tekrarlayan doz gerektiginde ise ilk dozun 1/3’i
kadar Ketamin hidrokloriir intraperitonal olarak uygulandi. Anestezi derinligi ‘Cilt ya
da parmak kistirma yanitlar1’ ve ‘fizyolojik yanitin izlenmesi’ ile takip edildi.
Sicanlar c¢alismaya, DKY’nin degerlendirilmesi i¢in otomikroskop (Zeiss,
Almanya) altinda muayene (Sekil 8), orta kulak islevlerinin degerlendirilmesi i¢in
timpanometrik inceleme, normal dis tiiylii hiicre fonksiyonlari i¢in otoakustik emisyon
kayitlari, merkezi isitme yollar1 ve normal isitme varliginin incelenmesi i¢in isitsel

beyin sap1 cevaplarinin kaydedilmesi ile dahil edildi.

Sekil 8.Calismada kulak muayenesi i¢in kullanilan otomikroskop ve malzemeler

Testler sonucunda isitme degerleri normal olan 28 si¢anin ‘Distortion-Product’
Otoakustik Emisyon (DPOAE) ve Isitsel Beyin Sap1 Cevaplar1 (ABR) testleri yapild.

Calismada ototoksisite modeli, tek doz 15 mg/kg Sisplatin (Cisplatin 50 mg
/100 ml flakon, Kocak Farma), intraperitonel uygulama ile olusturuldu.

Memantin ile yapilan sigan deneylerinde 10 mg /kg Memantin (Melanda,5
mg/0,5 ml ¢dzelti, Aris) uygulamasinin noroprotektif oldugu gosterilmistir (32).

(Calismamizda ayni dozu intraperitonel olarak uyguladik.

ARASTIRMA PROTOKOLU

Calisma baglangicinda 28 siganin (56 kulak) DPOAE ve ABR 6lgiimleri alindi.
Her bir siganin 14 giin takip edilmesi planlandi. Calisma siirecinde 4 hayvan kaybi
yasandigindan 24 sican (48 kulak) calisma sonucunda degerlendirmeye alindi.

Calismanin 9. giintinden itibaren; Grup A (Sisplatin) ve Grup B (SisplatintMemantin)
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gruplarinda ishal, dehidratasyon bulgular; cilt tonusunda azalma, tiiylerde diklesme
ve 0z bakimda azalma gibi genel durumda kotiilesme goriildiigiinden, etik kurallara
(ETS 123) uyularak ¢alisma 10. giliniinde sonlandirildi.

Grup A: Sisplatin deney grubu (6 sigcan=12 kulak). Calismanin 3.giinlinde tek doz
SISPLATIN (15 mg/kg) intraperitoneal (ip) uygulanarak, ototoksisite modeli
olusturuldu.

Grup B: Siplatin +Memantin ¢alisma grubu (6 sican=12 kulak). 10 giin boyunca her
giin MEMANTIN (10 mg/kg) ip. Uygulandi. Calismanmn 3. Giiniinde tek doz
SISPLATIN (15 mg/kg) ip uygulandu.

Grup C: Memantin ¢alisma grubu (6 sigan=12 kulak). 10 giin boyunca her giin sadece
MEMANTIN (10 mg/kg) intraperitoneal (ip) uygulandi.

Grup D: Kontrol grubu (6 sican=12 kulak). 10 giin boyunca her giin 10 ml %0,9
NACL (Serum fizyolojik) intraperitoneal (ip) uygulandu.

Calismamizda, Sisplatin ototoksisitesine karsi sistemik Memantin kullanimi
elektrofizyolojik testler ve histolojik degerlendirmeler olarak iki asamada

degerlendirildi.

Elektrofizyolojik Ol¢iimler
Caligmaya dahil edilen deney hayvanlarinin elektrofizyolojik 6l¢timleri 0.giin

ve 7. Glin olarak yapildi.

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Ol¢iimii (DPOAE):

Distorsiyon {irlinii otoakustik emisyonlar (2f1-f2 kiibik distorsiyon {irlinii
bilesenleri) IHS SmartDPOAE (Miami, FL) cihazi kullanildi. THS-3738 yiiksek
frekans transdiiserler kullanild1 (Sekil 9a). F2 frekans 4 kHz ile 32 kHz arasinda
degismekte idi. Siganlarin dis kulak yoluna ER10B+ prob mikrofon (Sekil 9b) ve
ucunda uygun prob ucu takilarak ilk olarak al¢ak frekans DPOAE cevaplari elde edildi.
Daha sonra yiiksek frekans transdiiserlere prob mikrofon takilarak yiiksek frekans
DPOAE emisyon cevaplari elde edildi (Sekil 10). Ses basing seviyesi (SPL); ER10B+
prob mikrofon (Etymotic Research, Inc., Elk Grove Village, IL) ve yazilim-donanim
Smart DPOAE System version 4.53 (IHS) ile ol¢tildii. 2 ve f1 frekanslar1 arasindaki
oran (f2/f1) 1,22 idi. Uyaran siddeti f1 frekans1 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)
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olarak ayarlandi. D1s kulak kanalina verilen iki adet uyaran (fl ve 2) icin iki farklh
hoparlér 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. Testler ortam giiriiltiisiiniin 50 dBA’yi ge¢cmedigi bir ortamda gerceklestirildi.

DPOAE sonuclarinin degerlendirilmesinde; elde edilen 2f1-f2 kiibik
distorsiyon iirtinleri f1 ve f2’nin geometrik ortalamasinda (500, 750, 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 6000, 8000, 12000,14000, 16000, 24000, 32000 Hz frekanslarinda) S/N-
R orani dikkate alindi (12).

-
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Miami, FL 33143 U.SA.
High Frequency Transducer
‘“_‘] 2015

Not intended for Human use
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S|

N: 345 -3.0A
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RESEARCH

IHS6215

w

Sekil 10. Yiiksek frekans transdiiser ile DPOAE o6l¢timii
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Isitsel Beyin Sap1 Cevab1 (ABR):

Isitsel Beyin Sapi cevaplarmin &lgiimleri sirasinda, IHS yiiksek frekans
yazilimi (v. 2.33) ve IHS yliksek frekans trandiiserler (HFT9911-20-0035) ile ¢alisan
IHS SmartEP System (Intelligent Hearing Systems, Miami, FL) kullanildi. Siganin dig
kulak kanallarina uygun prob, E-A-R Tone 3A ile al¢ak frekans 6l¢liimii i¢in ve yiiksek
frekans transdiiserler ile de yiiksek frekans ABR Olgiimleri i¢in insert kulaklik
tiiplerine baglandi. Negatif igne elektrotlar test edilen kulagin mastoidine, pozitif
elektrot alina, toprak elektrot ise kontralateral ayak tarafina yerlestirildi (Sekil 11).
Elektrotlarin impedanslar1 kontrol edildi. Elektrot impedanslar1 5 kOhm un altinda
olmasina dikkat 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 SP’den baslanip descending-ascendig metodu ile

isitme esigi belirlendi. 20 dB SPL normal isitme i¢in sinir kabul edildi (Sekil 12).

Sekil 11.a) E-A-R Tone 3A ile algak frekans ABR Ol¢iimii b) Yiiksek frekans
transdiiser ile ABR 6l¢timii
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Histolojik Degerlendirmeler

Calismanin 10.gilintinde sigcanlara yiiksek doz Tiopental sodyum (Pental
Sodyum, I. E. Ulagay, Istanbul) enjeksiyonu yapildi. Sonrasinda servikal dislokasyon
islemi yapilarak temporal kemikleri ¢ikarildi.

Temporal kemik diseksiyonlarinda koklear yapilara ulagmak icin, oksipital
bolgeden horizontal insizyon yapilarak temporal kemik squamoz pargasinin lizerinden
eleve edildi ve dis kulak yolu, diseksiyon ile timpanik halkadan ayrildi. Subperiosteal
planda, temporal kemigin mastoid ve bullas1 ortaya konuldu. Mastoid kisim oksipital
kemikten; squamdz kisim parietal, frontal, palatin ve etmoid kemiklerden; bulla kismi1
ise oksipital ve sfenoid kemiklerden; petroz kismi sfenoid kemikten diseke edildi.
Ortaya konan VII. ve VIII. kraniyal sinirlerin ekstratemporal kisimlar1 ¢ikarildiktan
sonra temporal kemik, kas dokularindan da disseke edilerek kraniyum kemiklerinden

ayrild.
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Isik mikroskobisi:

Histopatolojik degerlendirilmede, siganlarin sol temporal kemik disseksiyon
materyalleri Ostesoft® (Merck Millipore, Almanya) hizli dekalsifikasyon soliisyonu
icine konularak yaklasik 16 saat oda 1sisinda bekletildi. Ardindan soliisyon
artiklarindan temizlemek igin, diseksiyon materyali tamponlanmis fosfat soliisyonu
(PBS-phosphate buffered saline, Sigma Aldrich, Almanya) ile yikandi. Koklear yap1
mikroskop altinda mikrodiseksiyon ile kemik korteksten diseke edildi (Sekil 13).
Eppendorf tiiplerine alinan koklealar %10’luk formalin soliisyonuna (Merck
Millipore, Almanya) alindi. Oda 1sisinda 1 hafta bekleyen dokularin dehidratasyon
islemleri artan derecelerdeki alkol serilerinde (Ethanol, Isolab, Almanya) tamamlandi.
Dokularin seffaflagtirma islemleri ise ksilen ile yapildi. Daha sonra dokular parafine

gomiildii ve rutin takip protokolil tamamlandi (Tablo 1).

Sekil 13. Koklear yapilarin mikrodiseksiyon ile ¢ikarilmasi

Tablo 1.Isik Mikroskobisi I¢in Rutin Takip Prosediirii

ISLEM KULLANILAN SURE
MADDE
Dekalsifikasyon Hizli dekalsifikasyon |16 saat
sollisyonu
Yikama Tamponlanmig fosfat |1 saat (+4 derece)
sollisyonu
Tespit Formalin %10
soliisyon 1 hafta oda 1sisinda
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Suda Bekletme %70 Alkol 12 saat
Dehidratasyon %90 Alkol 15 dakika

%90 Alkol 30 dakika

%96 Alkol 15 dakika

%96 Alkol 30 dakika

%100 Etanol 30 dakika

%100 Etanol 1 saat
Seffaflastirma Ksilen 5 dakika
Parafinizasyon Parafin 1 saat (56 derece)

Parafin 2 saat (56 derece)
Gomme Parafin Oda 1s1sinda

Hematoksilen&Eozin (H&E) Boyama Prosediirii:

Parafin bloklardan aldigimiz 5 pm kalinligindaki kesitleri, deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemlerine tabi tutuldu. Ardindan, Ghill Hematoksilen (Merck
Millipore, Darmstadt, Almanya) ve Alkollii Eozin (DDK Italia, Vigevano, Italya) ile
boyanan kesitler, Entellan (Merck Millipore, Almanya) ile daimi preparat haline
getirilmislerdir (Tablo 2). Hazirlanan preperatlar Olympus DP72 kamera sistemli -
Olympus BX51 151k mikroskobu ile degerlendirildi. Isik mikroskobik degerlendirmede
korti organ1 morfolojik olarak incelenerek stria vaskularis, spiral ganglionlar ve dig
tiylii hiicredeki dejenaratif degisiklikler degerlendirildi ve semikantitatif olarak

skorlandi.

Tablo 2.Hematoksilen&Eozin Boyama Prosediirii

ISLEM KULLANILAN SURE
MADDE

Deparafinizasyon ve |Etiivde (56 derece) 2 saat

rehidratasyon Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
%100 Etanol 2 dakika
%96 Alkol 2 dakika
%90 Alkol 2 dakika
%70 Alkol 2 dakika

Distile Suda Yikama |2 dakika

Niikleer Boyama Ghill Hematoksilen |5 dakika
Cesme Suda yikama |3 dakika

%70 Alkol 1 dakika
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Sitoplazmik Boyama | Alkollii Eozin 3 dakika

Dehidratasyon %70 Etanol 1 dakika
%90 Etanol 1 dakika
%96 Etanol 1 dakika
%100 Etanol 1 dakika

Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat

Isik mikroskobisinde histolojik degerlendirme Freitas ve ark. tarafindan
tanimlanan skorlama sistemi kullanildi. Stria vaskiilaris degerlendirmesinde ise
subjektif olan marjinal hiicre kabarciklanmasi, sitoplazmik vakuolizasyon ve
intermedint hiicrelerin atrofisi kullanildi. Normal kalinlikta stria vaskiilaris ve marjinal
hiicrede kabarciklanma, sitoplazmik vakuolizasyon veya hiicresel biiziigmenin
olmamast: 0 puan, belli belirsiz olmasi:1, hafif:2, orta:3, ve siddetli: 4 puan

Spiral ganglion hiicrelerinde vakuolizasyon ve niikleer dejenerasyon subjektif
olarak ayrica degerlendirildi ve degisikligin siddetine goére kategorize edildi
(degisiklik yok:0, hafif:1, orta:2 ve siddetli degisiklik: 3 puan)(33,34). Mid-modiolar
eksenden gegen kesitlerde saglam nukleuslu DTH’ler sayilarak puan verildi. (Tablo3)
Tablo 3.Isik Mikroskobisi ile Degerlendirme

YOK |BELLi- |HAFIF|ORTA |[SIDDETLI
BELIRSIZ
STRIA Mflrjinal ‘ 0 1 2 3 4
VASKULARIS Hiicrede sisme
Sitoplazmik |0 1 2 3 4
Vakuolizasyon
Intermedint 0 1 2 3 4
Hiicre Atrofisi
SPIRAL Sitoplazmik |0 1 2 3 4
GANGLION | Vakuolizasyon
Niikleer 0 1 2 3 4
Dejenerasyon
Intakt 3 tane 2 tane 1 tane YOK
nukleuslu DTH
Skor 0 1 2 3

30



Elektron Mikroskobisi:

Sicanlar1 sol temporal kemik disseksiyon materyalleri Osteosoft® hizl
dekalsifikasyon sollisyonu i¢ine konularak yaklasik 16 saat oda 1sisinda bekletildi
Ardindan soliisyon artiklarindan temizlemek i¢in, diseksiyon materyali tamponlanmis
fosfat soliisyonu ile inkiibe edildi. Dekalsifikasyon sonrasi, koklear materyal otik
kapsiilden mikroskop altinda mikrodiseksiyon ile diseke edildi. Eppendorf tiiplerine
alinan koklealar %2,5’lik ve pH s1 7,4 olarak ayarlanan Glutaraldehit soliisyonunda
(Merck Millipore, Almanya) 4 saat (+4 derecede) bekletildi. Ardindan +4 derecede
fosfat tamponunda bekletilerek rutin SEM (Scanning electron microscopy) takibine

(Tablo 4) alind1(35,36).

Tablo 4. Rutin SEM Takibi

ISLEM KULLANILAN SURE
MADDE
Dekalsifikasyon Hizl dekalsifikasyon |16 saat
soliisyonu
Yikama Tamponlanmis Fosfat |1 saat (+4 derece)
Soliisyonu (PBS)
Tespit %2,5 Glutaraldehit 4 saat (+4 derece)
fosfat
Yikama Tamponlanmis fosfat |12 saat (+4 derece)
soliisyonu (PBS)
Tespit %1 Osmium 1 saat
Tetraoksit
Yikama 1.YIKAMA -PBS 15 DAKIKA
2.YIKAMA-PBS 15 DAKIKA
Dehidratasyon %50 Etanol 5 dakika
%70 Etanol 10 dakika
%90 Etanol 10 dakika
%96 Etanol 10 dakika
%100 Etanol 15 dakika
%100 Etanol 15 dakika
Inkliizyon 2/1 Etanol-Amilasetat | 15 dakika
materyaline gomme | 1/1 Etanol-Amilasetat | 15 dakika
1/2 Etanol-Amilasetat | 15 dakika
Saf Amilasetat 24 saat
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Kurutma Kurutma Kagidi 8-10 giin
Uzerinde Manuel
Kurutma

Tutucuya yapistirma

Altin Kaplama

Rutin takip, dokularin hazirlanmasi ve SEM (JSM-5200 SEM) goriintiilenmesi
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda

yapild.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama+Std. sapma olarak gosterildi. Sisplatin,
SisplatintMemantin, Memantin ve Kontrol gruplar1 arasinda ABR, DPOAE
degerlerinin ilag uygulamasi Oncesi (0.giin) ve sonrast (7.giin) Olgiimlerinin
karsilagtirilmasinda Wilcoxon sign rank test kullanildi. Gruplar arasi ilag uygulamasi
oncesi ve sonrast ABR, DPOAE degerlerinin karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi
kullanildi, fark saptandiginda bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemede
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanild1. Histopatolojik incelemelerin

sonuclarinin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi kullanildi.

Istatistiksel analizde IBM SPSS Statistics 28.0.1 kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel anlamlilik sinir degeri olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Caligmamizda deneysel olarak olusturulan Sisplatin’e bagli ototoksisite
modelini elektofizyolojik dl¢limler ve histolojik degerlendirmeler olmak {tizere iki

kategoride degerlendirdik.

ELEKTROFIiZYOLOJIiK OLCUMLER
Calismamizda odyolojik olarak isitmesi normal sinirlarda oldugu gosterilen 24
sicanin her iki kulagindan 6l¢iim yapildi (=48 kulak). Gruplara ait elektrofizyolojik

Ol¢iim sonuglarimiz asagidaki sekildedir.

Grup A (Sisplatin Grubu)
Grup A grubunda toplam 12 kulakta 0. Giin ve 7. Giin yapilan ABR 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 5’te ve DPOAE testi 6l¢iim sonuglar1 Tablo 6’da gosterilmektedir.

Tablo 5.Grup A (Sisplatin) Grubunun ABR Olgiim Sonuglari (dB SPL)

Uyaran/Zaman 0.giin 7.giin
(Ort£SS) (Ort£SS)

Klik 10,00 54,1738

8 kHz 10,83+2,88 59,58+40,47

16 kHz 15,83+9 59,17+33,96

24 kHz 20,42+11,76 57,50+29,88

32 kHz 20,83+15,64 75,83+32,03

Tablo 6.Grup A (Sisplatin) Grubunun DPOAE S/N-R Ol¢iim Sonuglar1 (dP SPL)

Frekans/Zaman 0.giin 7.giin
Ort+Ss) Ort:SS)
452-545 Hz 520542307 44,83+23,54
BRI L 47,58+19.42 39,75+25.89
903-1105 Hz 58,75+9.38 57,92+8,80
1277-1557 Hz 49,25+18.78 44,75+19,86
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1806-2211 Hz 472548.19 44,33+9,96
2554-3130 Hz 25.7545.02 23,75+10,11
3628-4422 Hz 40,92+4.31 36,67+£9,26
5123-6244 Hz 17,67+5,58 15,92+10,62
7240-8844 Hz 26,42+9,69 18,42+10,10
10245-12503 Hz 20,67+6,09 17,254,35
14480-17672 Hz 22.67+10.57 18,58+11,45
20490-24990 Hz 27334571 27,67+4,22
28976-35344 Hz 12.83410.38 7,33+9,51

Grup B (Sisplatin+Memantin Grubu)

Grup B grubunda toplam 12 kulakta 0. Giin ve 7. Giin yapilan ABR 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 7°de ve DPOAE testi 6l¢iim sonuglart Tablo 8’de gosterilmektedir.

Tablo 7.Grup B (Sisplatin+Memantin) Grubunun ABR Olgiim Sonuglar1 (dB SPL)

Uyaran/Zaman 0.giin 7.giin
(Ort£SS) (Ort£SS)

Klik 10,00 27,5+34,41
8 kHz 10,83+2,88 32,5+32,78
16 kHz 12,08+4,98 34,17+27,78
i 13,33+4,92 40,83+29,98
32 kHz 17,92+11,17 52,5+36.46
Tablo 8.Grup B (Sisplatin+Memantin) Grubunun DPOAE S/N-R Olg¢iim Sonuglart
(dP SPL)
Frekans/Zaman 0.giin 7.giin

Ort+SS) Ort£SS)
452-545 Hz 46,08422.31 55,17+13,1
638-779 Hz 40,25+25,72 46,75+18,58
903-1105 Hz 57.3345.03 59,0845,63
1277-1557 Hz 43 8342245 53,33+9,59
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1806-2211 Hz 47.17+6,04 47,4243,7
2554-3130 Hz 25,33+5.59 26,50+£5,12
3628-4422 Hz 39.67+4.99 40,3343 .2
5123-6244 Hz 16,92+6,08 10,08+5,83
7240-8844 Hz 22.75+16,51 14,50+9,76
10245-12503 Hz 21.58+8.8 15,75+6,32
14480-17672 Hz 14,08+10.86 11,67+11,59
20490-24990 Hz 28.3342.1 28,67+5,71
28976-35344 Hz 10,00+9,58 7,00+6,19

Grup C (Memantin Grubu)

Grup C grubunda toplam 12 kulakta 0. Giin ve 7. Giin yapilan ABR 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 9 ve DPOAE testi 6l¢iim sonuglari Tablo 10°da gosterilmektedir.

Tablo 9.Grup C (Memantin) Grubunun ABR Olgiim Sonuglar1 (dB SPL)

Uyaran/Zaman 0.giin 7.giin

(Ort£SS) (Ort£SS)
Klik 10,00 10,00
8 Ltz 11,6743,89 10,83+2,88
16 kHz 17,92411,57 15,00414,46
24 kHz 12,504621 18,33£10,29
32 kHz 27,50+20,05 21,67421,6

Tablo 10.Grup C (Memantin) Grubunun DPOAE S/N-R Ol¢iim Sonuglar1 (dP SPL)

Frekans/Zaman 0.giin 7.giin

Ort+SS) Ort£SS)
452-545 Hz 52.67+17.51 61,75+8.79
638-779 Hz 47.0824.37 55,92+16,71
903-1105 Hz 58.83+5,3 59,33+5,54
1277-1557 Hz 54,50+15,07 55,67+5,78
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1806-2211 Hz 46,17+4,36 46,67+8,03
2554-3130 Hz 28.25+6.45 29,58+4,60
3628-4422 Hz 41,1743 24 41,00+4,86
5123-6244 Hz 17.8348.25 19,58+6,76
7240-8844 Hz 17,83+11,1 20,50+8,68
10245-12503 Hz 18.8345.7 18,00+5,42
14480-17672 Hz 17.17+14.03 16,92+12,95
20490-24990 Hz 30.2545,19 31,33+3,44
28976-35344 Hz 7.33+11,69 15,17+11,37

Grup D (Kontrol-SF Grubu)

Grup D grubunda toplam 12 kulakta 0. Giin ve 7. Giin yapilan ABR 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 11 ve DPOAE testi 6l¢tim sonuglar1 Tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 11.Grup D (Kontrol) Grubunun ABR Olgiim Sonuglari (dB SPL)

Uyaran/Zaman 0.giin 7.giin

(Ort£SS) (Ort£SS)
Klik 10,00 10,00
8 kHz 10,75+2,59 10,8342,88
16 kHz 16,67+9,84 12,5044,52
24 kHz 17,50+8,66 14,17+5,14
32 kHz 26,67+23,48 15,8349

Tablo 12.Grup D (Kontrol) Grubunun DPOAE S/N-R Olgiim Sonuglari (dP SPL)

Frekans/Zaman 0.giin 7.giin

OrtSS) Ort+SS)
452-545 Hz 53,67+16,01 44,25+17,28
638-779 Hz 46,92+15,58 38,67+16,01
903-1105 Hz 57,58+3,89 59,8345,87
1277-1557 Hz 52,67+15,66 48,58+13,94
1806-2211 Hz 48,25+3.1 48,33+8,79
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2554-3130 Hz 23.58+6.33 21,0089
3628-4422 Hz 37.2545.77 35,42+7,63
5123-6244 Hz 17,5043, 14,75+8,5
7240-8844 Hz 21,0047,64 16,33+8,22
10245-12503 Hz 16.33+5.97 16,08+5,36
14480-17672 Hz 21,08414.48 17,67+13,24
20490-24990 Hz 31,8345.71 28,75+3,36
28976-35344 Hz 13.8349.94 9,17+7,19

Caligmamizda  elektrofizyolojik  test Olglim  sonuglar1  gruplararasi
karsilagtirmada ABR esiklerinde-dB SPL 0. giin dl¢limlerinde klik ve tone-burst (8
kHz, 16 kHz, 24 kHz, 32 kHz) uyaranlarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlemlenmedi (p>0,05).

7. Giin Olclilen ABR esik degerleri gruplar arasinda her frekans igin
karsilastirildi. Grup A’da klik, 8 kHz ,16 kHz, 24 kHz ve 32 kHz uyaranlarda, Grup C
ve D’ye gore istatistiksel olarak anlamli fark gdzlendi(p<0.01). Grup B’de 8 kHz
(p=0.01), 16 kHz (p<0.05), 24 kHz(p<0.01) ve 32 kHz (p=0,001) uyaranlarda Grup
D’ye gore istatistiksel olarak anlamli fark gozlenir iken, klik uyaranda istatistiksel
olarak anlamli fark gozlenmedi (p>0.05). Ayn1 sekilde Grup B’de, 8 kHz (p=0.01), 16
kHz (p<0.05), 24 kHz(p<0.05) ve 32 kHz (p<0.01) uyaranlarda Grup C’ye gore
istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenir iken, klik uyaranda istatistiksel olarak
anlamli fark gézlenmedi (p>0.05). Grup B’de 16 kHz’de(p<0.05) Grup A’ya gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken diger frekanslarda istatistiksel anlamli fark

bulunmadi. Grup C ve D arasinda ise istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

0.giin ve 7. Giin &lgiilen ABR esik degerleri gruplar iginde karsilastirildi. ki
Ol¢lim arasinda degerlendirmede; Grup A’da 8 kHz, 24 kHz ve 32 kHz uyaranlarda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenirken, Grup B’de klik ve tone-burst (8 kHz, 16
kHz, 24 kHz, 32 kHz) uyaranlarda istatistiksel olarak anlaml fark gézlendi (p<0,05).

Grup C ve Grup D’de ise hicbir frekansta istatistiksel anlamli fark gozlenmedi
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(p>0,05). Sekil 14’te ilag uygulama Oncesi ve sonrasi Olgiillen ABR esiklerinin

ortalamasi frekans ve grup bazinda gosterilmistir.

Calismamizda elektrofizyolojik test Olglim sonuglar1 gruplar arasi
karsilagtirmada DPOAE S/N-R cevaplarinda 0. giin 6l¢timlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

7. Giin 6lgiilen DPOAE S/N-R cevaplari gruplar arasinda karsilastirildi. Grup
A, Cve D gruplari ile kiyaslandiginda ise 0,45 kHz, 0,75 kHz ve 24 kHz’de istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p<0.05). Grup A ve B arasinda anlamli fark
saptanmadi(p>0.05). Grup B ve C arasinda 6 kHz (p<0.01), 24 kHz (p=0.01) ve 32
kHz’de (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark saptanirken; Grup B ve D arasinda 3
kHz ve 4 kHz ‘de anlamli fark saptandi (p<0.05). Grup C ve D arasinda 0,5 kHz, 0,75
kHz ve 3 kHz ‘de istatiksel anlamli fark saptandi (p<0.01).
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Sekil 14.1la¢ uygulama dncesi ve sonrast ABR esik ortalamalari

0.ve ve 7. Giin dlgiilen DPOAE yanitlarinin grup i¢inde karsilastirildi. Grup
A’da 4 kHz ve 8 kHz ‘de istatistiksel olarak anlamli iken; Grup B’de 6 kHz uyaranda
istatistiksel olarak anlaml fark goriildi (p<0,05). Grup C de iki 6lgiim arasinda 32
kHz’de istatistiksel anlamli fark gozlenirken(p=0.05), Grup D’de DPOAE S/N-R
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cevaplart arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Sekil 15°te ilag
uygulama oOncesi ve sonrasi Olglilen DPOAE yanitlarinin grup ortalamalari

gosterilmistir.

Sekil 16 ‘da Sisplatin grubundan 6rnek sican ABR kaydinda, dalga morfolojisi
ciddi olarak bozulmus goriilmekle beraber; Sekil 17 de Sisplatint Memantin alan
gruptan Ornek sican ABR kaydinda dalga morfolojisinde bozulmada azalma

gorlilmektedir.
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Sekil 15. Ilag uygulama 6ncesi ve sonrast DPOAE yanit ortalamalari
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HISTOLOJIK INCELEMELER

Isik Mikroskobisi ile Degerlendirme

Her gruptaki siganlarin sag kulaklar1 degerlendirmeye alindi. Modiolar
eksenden gecen kesitlerde genel koklea goriintiileri, her grup i¢in Sekil 18’de
gosterilmistir.  Grup D’nin 151k mikroskobisi ile Hemotoksilen&Eosin boyamada
kokleada normal yapida stria vaskiilaris (SV), spiral gangliyon (SG) ve dis tiy
hiicreleri (DTH) izlenmektedir.

Grup A 151k mikroskobisi ile degerlendirildiginde stria vaskiilariste 6zellikle
marjinal hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyon ve marjinal hiicrelere ek olarak
intermedint hiicrelerde de atrofi mevcuttu. Spiral gangliyon hiicrelerinde ileri derecede
niikleer dejenerasyon ve vakuolizasyon saptandi. Ayrica korti organinda DTH’lerde
kayip ve kalan hiicrelerde dejenerasyon yaygin sekilde mevcuttu. Grup A ve D
arasinda SV(p<0.01), SG(p<0.01) ve DTH(p<0.05) skorlarinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu. Grup B’nin SV skorlar1 Grup A’dan istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Grup B’nin SV ve SG skorlari Grup D’ye gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksek iken(p<0.05); DTH skorlarinda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi(p>0.05). Grup B ile C kiyaslandiginda ise SV skorlar1 diginda istatistiksel
anlamli fark bulunmadi(p<0.05). Grup C ile D nin SV ve SG skorlarinda anlaml1 fark
bulunurken(p<0.05); DTH skorlarinda anlamli fark bulunmadi(p<0.05). Sekil 19°da
gruplarin histolojik degerlendirme skor ortalamalar1 gosterilmistir.

Grup B’nin Korti organinda DTH’ lerde kayip orani, kalan hiicrelerde
dejenerasyon siddeti de belirgin sekilde A grubuna oranla azdi. Sekil 20’ de korti
organi goriintiileri gruplar arasi kiyaslandiginda, A grubundaki tiiy ve destek hiicre
kayb1 siddetli olarak gbzlenirken; B grubundaki kayipta azalma goriilmektedir.

Grup B’nin 151k  mikroskobik degerlendirmesinde, spiral ganglion
hiicrelerindeki niikleer degisiklikler ve vakuolizasyonda A grubuna gore gerileme
mevcutken; Grup B ve Grup C benzer goriintimde idi (Sekil 21).

Grup A ve B’ de stria vaskiilariste sitoplazmik vakuolizasyon ve atrofi benzer
siddetle goriilmekteydi. Grup C’ deki stria vaskiilaris hiicre atrofisi Grup D’ye gore
artmig olarak goriilmekle beraber, Sisplatin alan gruplar kadar siddetli

goriilmemektedir (Sekil 22).
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Sekil 18. Mid-modiolar eksenden gecen kesitte genel koklea goriintlisi(H&E,10x)

a, b,c,d gruplari temsil etmektedir

STRIA VASKULARIS SPIRAL GANGLION DIS TUY HUCRE

Sekil 19. Gruplarin histolojik skor ortalamalari
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Sekil 21.Is1k mikroskobisi altinda gruplarin spiral ganglion goriintiileri (H&E,40x)
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Sekil 22.Is1k mikroskobisi altinda gruplarin stria vaskularis goriintiileri (H&E,40x)

Elektron Mikroskobisi ile Degerlendirme
Gruplardaki sicanlarin sol kulaklar1 tarama elektron mikroskop (SEM) ile
degerlendirildi. Kontrol grubunda normal DTH yapis1 gozlendi (Sekil 23). Sisplatin
alan grupta DTH sterosilyalarinda yer yer tamamen kayiplar ve yapisiklar gozlendi
(Sekil 24). SisplatintMemantin alan B grubunda ise DTH sterosilyalarinda kayiplar
ve yapisikliklar gozlenmekle beraber; Grup A’ya gore daha az olarak gozlendi (Sekil
25). Memantin alan grupta ise DTH morfolojisi dogal olarak gozlendi (Sekil 26).
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Sekil 23. SEM degerlendirmesinde kontrol grubuna ait normal dis tiiy hiicre
morfolojisi

Sekil 24. Sisplatin grubuna ait korti organi ylizeyindeki DTH sterosilyalarinin yer yer
tamamen ya da parsiyel kayboldugu ve stereosilyalarda yapisikliklar gozlenmektedir
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Sekil 25. SisplatintMemantin grubuna ait korti orgami yiizeyindeki DTH
sterosilyalarinda kismi parsiyel kayiplar ve stereosilyalarda yapisikliklar
gozlenmektedir (x1500)

Sekil 26. Memantin alan grup SEM goriintiilemede normal DTH morfolojisi
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TARTISMA

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II), bas ve boyunun skuamoz hiicreli
karsinomu, over, solid testis, prostat, mesane, serviks tlimorleri ve kiiclik hiicreli
olmayan akciger tiimorleri dahil olmak iizere ¢esitli malign hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan etkili bir antineoplastik ajandir. Diger yandan SP’nin
ototoksisite, nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite, miyelinotoksite ve periferik
ndropati gibi ciddi yan etkileri bu ajanin klinik kullanimini sinirlar. Nefrotoksisite ve
ototoksisite, baslica doz sinirlayici yan etkiler olarak belirtilmektedir (37).

Sisplatin insanlarda agirlikli olarak 6 kHz ve iizerinde, yiiksek frekanslarda bir
isitme kaybi1 yaratir. Sisplatin tedavisi devam ettik¢e veya doz arttik¢a, koklear lezyon
apikal olarak yayilir ve orta-yiiksek frekanslarda (insanlarda 2—6 kHz) ek isitme
kaybina neden olur(38) . SP kullanan hastalarin %75-100"nde isitme esiklerinin
yiikselebildigi bildirilmistir. Cocuklarda bu yan etkinin orani daha da yiiksektir (39).

Pollera ve arkadaslar1 caligmalarinda, 5 giin boyunca 200 mg/m2 Sisplatin
kullanimini takiben kalic1 isitme kaybi goriildiigiinii belirtmistir. Calismacilar, iki doz
Sisplatin tedavisi alan hastalarin %75'inde 4-8 kHz arasinda 15 dB veya daha fazla
isitme kaybi1 buldular. Calisma sonucunda, hastalarin yarisinda, ilk dozdan 48 saat
sonra 15 dB veya daha fazla igitme kayb1 tespit edildigi belirtilmistir (40). Sisplatin
ototoksisitesi hiicresel diizeyde 3. glinde baslar ve 7-10 giinde maksimum diizeyine
ulagir. Sisplatin bagli ototoksisitede isitme kaybi genellikle ilk SP dozunu takiben 3-4
giin sonra, yiiksek frekanslarda goriilmektedir (1). Calismamizda ilag sonrasi
Ol¢iimleri 6zellikle SP uygulamasindan sonraki 4. Giinde ger¢eklestirdik.

Literatiirde, Sisplatin’in siganlarda 5-10 mg/kg dozlarinda nefrotoksisiteye
neden oldugu gosterilmistir. Oysaki akut ototoksik doz 12-16 mg/kg arasindadir ve
nefrotoksik dozun yaklasik 2 ila 3 kat1 arasindadir. Sisplatin’in diger yan etkileri olan
kilo kayb1 ve ishal 12-14 mg/kg dozunda goriilmektedir. Bu istenmeyen yan etkiler
tekrarlayan ve kiimiilatif dozlarda daha c¢ok artmaktadir. Bu durum Sisplatin
ototoksisitesi sigan modellerinde kisitlilik teskil etmektedir(41). Nitekim biz de
calismamizi ishal, kilo kayb1 ve hizli gelisen genel durum bozulmasi gibi yan etkiler

nedeniyle 10.giinde sonlandirdik.
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Ryan T. Ve arkadaslarinin Fischer 344/NHsd cinsi sicanlarda yapmis olduklari
caligmada, art arda 4 gilin 3 mg/kg Sisplatin’in Fischer 344/NHsd si¢aninda gegerli bir
ototoksisite modeli olmadig1; ancak tek doz 12 mg/kg Sisplatin ya da 1 hafta arayla iki
kere 6 mg /kg Sisplatin verilmesinin koklear hasar1 indiikleyerek, model olugturmaya
yeterli oldugu gosterilmistir. Diger yandan ¢alismada tekrarlayan dozlarin Sisplatin’e
bagli sistemik yan etkileri artirdig1 gézlenmistir(38). Bu bilgiler 15181nda tek doz 15
mg/kg Sisplatin kullanarak, ¢calismamizin ototoksisite modelini olusturduk.

Sisplatin ototoksisite ¢aligmalarinda, Sisplatin kullaniminin, Wistar tiirii
siganlarda %33-%50 arasinda mortal seyrettigi belirtilmistir. Fischer 344 ve Sprague
Dawley cinsi sicanlarin c¢alismalarda kullanilmasi Onerilmistir (38). Biz de
calisgmamizda ekonomik olarak daha uygun olmasi ve daha kolay bulunabilmesi
sebebiyle Sprague Dawley cinsi sigan kullandik.

Insanlarda geng yas, bolus ve yiiksek doz Sisplatin enjeksiyonlar1 Sisplatin
ototoksisitesi i¢in risk faktorleri olarak kabul edilmektedir. Ancak bu istenmeyen etki
icin cinsiyetin bir risk faktorii olup olmadigi konusunda bir fikir birligi yoktur. Baz1
caligmalar erkek cinsiyetinin bu yan etki i¢in daha fazla tehdit altinda oldugu sonucuna
varmasina ragmen, digerleri cinsiyetle ilgili hi¢cbir iligski bulamamistir(42).

Disi ve erkek sicanlarda olusturulan SP ototoksisitesi modelinde, SP’nin disi
sicanlarda igitmeye daha ciddi zarar verdigi gosterilmis olup; disilerde daha ¢ok olmak
iizere, her iki cinsiyette de 6 ve 8 kHz’de otoakustik emisyonlarda kotiilesme ve ABR
seviyelerinde ylikselme goriilmistiir(42). Bir diger ¢alismada Sisplatin’e bagh
nefrotoksisiteden disi siganlarin daha ¢ok etkilendigi gozlenmistir. Bu durum ostrojene
baglanmistir. Her ne kadar Gstrojenin  kardiyoprotektif ve bobrek koruyucu 6zellikte
oldugu bilinse de yiiksek doz Gstrojen diizeyleri nitroz oksit (NO) iiretimi ile artan
oksidatif strese neden olabilmektedir(43). Biz c¢alismamizin donemlik Gstrojen
seviyelerindeki degisiklikten etkilenmemesi i¢in erkek sicanlar tercih ettik.

Sisplatin kullanimindan kaynaklanan ototoksisite geri doniisiimsiiz, ¢ift tarafli
ve doza baghdir. Sisplatin’in neden oldugu ototoksisitenin mekanizmasi hentiz tam
olarak anlasilamamis olmakla beraber; oksidatif stresin patogenezin temeli oldugu
diisiiniilmektedir. Sisplatin’in, kokleadaki ii¢ alan1 hedef aldig1 gosterilmistir: Korti
organinin bazal doniigiindeki tiiy hiicreleri, spiral ganglion hiicreleri ve lateral duvar

dokular1 (spiral ligament ve stria vaskiilaris) (2).
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In vitro birgok ¢alisma, House Ear Institute-Organ of Corti 1 (HEI-OC1)
hiicrelerinde, uzun siireli Immortomouse™ koklea kiiltiirlerinden tiiretilen bir hiicre
dizisi, Sisplatin ile indiiklenen kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunun goriildiigiinii
bildirmistir (44,45).

Sisplatin, koklear dokularda birikir ve DNA'ya entegre olur, bu da islevsiz
protein ve enzimlerin sentezi ile sonuglanir. Bu, azalmis antioksidan enzim sistemi ile
baglantili olarak asir1 serbest oksijen radikali olusumuna yol agacaktir. Serbest oksijen
radikallerinin in vivo biyolojik etkilerinin kontroliinde yer alan genis bir enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizma yelpazesi mevcuttur. Serbest oksijen radikallerinin
iretimindeki asir1 artiglar veya antioksidan sistemdeki azalma, potansiyel olarak
sitotoksik oksidatif stres ile sonuglanir (46).

Koklea yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir, bu da onu hipoksik olaylara ve
iskemik reperflizyon hasarina duyarl hale getirir. Kokleada oksidatif stres ylikselmesi
membran lipid peroksidasyonunu arttirir, ¢esitli hiicresel enzimleri tetikler ve ayrica
iyon kanali fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Artan Reaktif Oksijen
Tiirleri’nin (ROT) tiretimi, kokleada bir dizi histopatolojik degisiklik ve fonksiyonel
bozulma yoluyla apoptoz ve nekroz ile sonuglanir (47).

Oksidatif stres sonrasi iiretilen reaktif oksijen {riinleri, koklear dokulara kars1
koruyucu antioksidan molekiillerin lipid peroksidasyonuna izin vererek alfahidrat,
malandialdehit, toksik lipid peroksidaz diizeylerini artirir. Bundan en ¢ok etkilenen
hedef bolgeler: spiral ganglion, yan duvar ve kortikal organdaki tiiylii hiicrelerdir (48).
Sisplatin, dis tiiy hiicrelerinde depolarizasyon asamasi sirasinda kalsiyum salinimini
bloke eder. Sonug olarak hiicre i¢i kalsiyum artig1 mitokondriyal disfonksiyona neden
olabilir. Hiicre govdesi i¢indeki hiicre i¢ci mekanizmalarin iyonik dengesizligi ve
bozulmasi daha sonra hiicre 6liimiiyle sonuglanir (1).

Sisplatin kaynakli ototoksisitenin temel mekanizmasimin apoptoz oldugu
diistintilse de Mi-Jin Choi ve ark. Yapmis olduklar1 ¢alismada, Sisplatin kaynakli
ototoksisitenin H & E boyamasinda; sitoplazmik organellerin sismesi, plazma zarinin
yirtilmasi ve hiicre igeriginin disar1 salinmasi seklinde goriilen nekroptotik hiicre
Olimiinden (nekroptoz) kaynaklandigini gostermislerdir (49). Biz de ¢aligmamizda

Sisplatin alan grubun 151k mikroskobik incelemerinde spiral ganglion hiicrelerinde
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sitoplazmik vakuolizasyon, niikleer dejenarasyon; stria vaskularisteki marjinal
hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyon ve intermedint hiicrelerde atrofi gozlemledik.

Reaktif oksijen tiirevleri, lipid peroksidasyonuna neden olur ve bu da sitozolde
Bax'in (BCI2 ile iliskili X proteini) uyarilmasina yol acar. Bax daha sonra hasarli
DTH’ler icindeki kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek apoptoza yol agarak hiicre
Oliimiine sebep olur (2). Kokleanin bazal doniisiinde yer alan dig tiiylii hiicrelerin en
cok etkilendigi; buna bagli olarak yiiksek frekanslar1 igeren isitme kaybi ve tinnitus
goriilmektedir. Sensorinoral igsitme kaybi baslangigta yiiksek frekanslarda gozlenir;
ancak, yiiksek kiimiilatif Sisplatin dozlarinda tiim frekanslar igerecek sekilde
ilerleyebilir (2). Caligmamizda SP’nin ototoksik etkisini, klik ve tone burst (8 kHz, 16
kHz, 24 kHz, 32 kHz) uyaranlarda ABR esik degerlerinde artis olarak gozlemledik.
Kaspaz mekanizmasinin engellenerek ototoksisiteden korunmak i¢in ¢esitli molekiiller
arastirtlmistir; sodyum tiyosiilfat, glutatyon (GSH), GSH ester, C vitamini ve sodyum
salisilat bunlara 6rnek verilebilir (49).

Ravi ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, sistemik SP kullaniminin
sicanlarda koklear GSH peroksidaz aktivitesinin kontrol grubuna goére %70'
azaldigin1 gostermislerdir. GSH peroksidaz aktivitesinin inhibisyonuna ise; SP’nin
GSH peroksidazin esansiyel veya esansiyel olmayan siilfhidril gruplarina dogrudan
baglanmasi, artan organik peroksitler, platinlenmis enzimin artan bozunmasi
nedeniyle enzim diizeylerinin azalmasi ve/veya GSH’nin tiikkenmesinin sebep
olabilecegi belirtmislerdir. In vitro enzim analizleri, SP’nin dogrudan GSH
peroksidaza baglanabilecegini ve onu inaktive ettigini diisiindiirmektedir. In vivo
inaktivasyonun kesin dogasi belirsizdir. Ayrica calismalarinda, kesin nedeni
bilinmekle beraber; SP uygulamasii takiben koklear GSH rediiktaz aktivitesinde
azalma saptanmistir. Sonug olarak Sisplatin kaynakli koklear hasara, antioksidanlarin
(GSH ve GSH peroksidaz) tiikenmesi ve koklear GSH rediiktaz aktivitesinin azalmasi
aracilik edebilecegi belirtilmistir (48).

Hiicre canliliginin, katalaz veya SOD aktivitesinin inhibisyonundan ziyade
GSH ile ilgili enzim, GSH peroksidaz inhibe edildiginde 0zellikle azaldig
gosterilmistir(50). Sisplatin’in hiicresel etkileri ¢ok yonlii olmakla beraber; 6zellikle
glutatyon yolaklarinda olusturdugu patolojiler ototoksisite mekanizmasinin temeli

olabilir.
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Glutamat, alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionat (AMPA) ve
N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptorlerini aktive ederek; hiicre i¢i Ca*? birikimi ile
karakterize eksitotoksisiteye, nitrik oksit sentaz aktivasyonuna, mitokondriyal
fonksiyonun bozulmasina ve serbest radikallerin iiretimine sebep olur. Oksidatif
stresin uyarilmas: da sonug olarak proteinlere, lipidlere ve DNA'ya zarar vererek
programlanmig hiicre O6limiiniin baslamasina neden olabilir. Glutamat aracili
toksisitenin memeli kokleasinda giiriiltii travmas1 ve iskemi gibi patolojik kosullar
altinda meydana geldigi gosterilmistir. Bu nedenle farkli koklear bozukluklarda ¢ok
onemli bir rol oynayabilir(51).

Dis tliy hiicreler ile efferent ndron arasindaki inhibitor sinapsta, postsinaptik
hiicrelerin hiperpolarizasyonu; a9 alt birimini igeren, yiiksek oranda Ca'? gegirgen
nAChR yoluyla, SK-tipi Ca*? ile aktive K* kanallarinin agilmasindan kaynaklanir.
Memantin koklear dis tily hiicrelerinde, nAChR blokaj: ile IPSP (Inhibitdr postsinaptik
potansiyel) ’yi engelleyerek etki gostermektedir. Memantin, asir1 uyarilmig NMDA-
tipi glutamat reseptorleri yoluyla esas olarak yogun Ca* akisi tarafindan tetiklenen
eksitotoksik ndronal hiicre 6liimiinii 6nlemek icin terapdtik olarak kullanilabilir. Diger
yandan, DTH’da nAchR blokaji ile postsinaptik inhibitdor hiperpolarizasyonu
engelleyerek koklear patolojilerin tedavisinde kullanilabilir (30).

Memeli kokleasinda i¢ tiiy hiicreleri ve afferent isitsel noronlar arasindaki
ndrotransmisyona glutamat gibi birgok uyarict amino asit aracilik eder(51).

Kobaylarda yapilan bir ¢alismada, Memantin’in memeli kokleasinda i¢ tiiy
hiicreleri iizerinde selektif NMDA antagonizmi yaptig1 gosterilmistir(52). Bu nedenle
Memantin, Karoverin gibi glutamat antagonistleri, ani isitme kayb1, giiriiltii travmasi,
presbiakuzi ve kulak ¢inlamasi gibi i¢ kulak hastaliklar i¢in yeni bir farmakolojik ilag
sinifin1 temsil edebilir (51).

Literatiirde Memantin ile yapilan ototoksisite c¢aligmalar1 kisith olmakla
beraber; sicanlarda beyinde oksidatif strese(53) ve travmatik beyin hasarina(54) karsi
koruyucu etkinligi calisilmisgtir.

Sicanlarda kontrollii kortikal beyin hasari olusturularak yapilan Memantin
caligmasinda; tek doz 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg Memantin karsilagtirilmistir.
Kortikal doku kaybi1 ve néron dejenerasyonunu sadece 10 mg/kg Memantin’in azalttig1

gozlenmistir (54). Biz de ¢calismamizda 10 mg /kg Memantin kullandik.
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Ototoksisitede modellerinde Memantin tedavisinin etkinligi hakkinda kisith
caligmalar bulunmaktadir. Yeni Zelanda tavsanlarinda olusturulan Aminoglikozid
ototoksisitesi ¢alismasinda Memantin kullanilmistir. Calisma sadece DPOAE testi ile
degerlendirilmis ve Memantin’in ototoksisiteyi engellemede kullanilabilecegi
belirtilmistir (55).

Topdag ve arkadaslarimin siganlar tizerinde yaptigi SP ototoksisitesi
calismasinda intratimpanik olarak Memantin, Deksametazon ve Pirasetam
kombinasyonlar1 denenmistir. Calisma sadece 151k mikroskobisi altinda histolojik
olarak degerlendirilmistir. Topdag ve arkadaslarinin da ¢aligmalarinda belirttikleri
gibi ABR testi ve elektron mikroskobik degerlendirilmelerin eklenmesi gerekmektedir
(56).

Sisplatin  ototoksisitesi  caligmalarinda, daha ¢ok DPOAE testi
kullanilmaktadir. DPOAE'lerin 6l¢limii, saf ton odyometrisi ile dlgiilen isitsel esigin
yiikselmesinden dnce saptanabilir. Dis tiiy hiicrelerindeki degisiklikleri tespit etmede
DPOAE duyarli bir test olsa da i¢ tiiy hiicrelerinin degerlendirilmesinde yetersizdir
ABR degerlendirilmeleri c¢aligmalara eklenmelidir (57). Calismamizda ~ ABR,
DPOAE, 151k ve elektron mikroskobik degerlendirmeleri kullandik.

Son yillarda artan antioksidan ¢aligmalar1 SP ototoksisitesine korunmak i¢in de
denenmistir. Uziim kabugu, yerfistigi, bogiirtlen, dut ve budak otu gibi bitkilerde
bulunan Resveratrol ile yapilan ¢alismada; DPOAE odlglimleri SP+Resveratrol alan
grupta, 1. Ve 5. Giinler arasinda sadece 3.996 Hz'de istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmus (58).

Biz ¢alismamizda SP alan grupta 0. ve 7. gilin arasinda DPOAE 6l¢iimlerinde
4 ve 8 kHz anlaml1 diigiis goriirken, SP+Memantin alan grupta 6 kHz’de istatistiksel
olarak anlamli fark bulduk. Cakil ve ark. in yapmis oldugu G biloba ekstrat1 ile yapilan
hayvan deneyinde SP ototoksisitesini tedavi grubunda 3, 4, 6 ve 8 kHz frekanslarinda
10 ve 17. giinlerde, sinyal-giiriiltii oran1 degerleri, her iki kulak icin 1, 1.5 ve 2 kHz
frekanslari i¢in iki grup arasinda hicbir fark gosterilmemis. Ancak her iki kulak icin
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus (1).

Kalcioglu ve ark. sicanlara tek doz Sisplatin (16 mg/kg) kullanimina karsi
Erdostin kullanarak yapmis oldugu calismada; Sisplatin grubunda 5. giinde DPOAE
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diizeylerinde 3-8 kHz arasinda anlamli bir diislis gozlenirken, Sisplatint+ Erdostin
grubunda anlamli bir azalma goriilmemistir (59).

N-asetilsistein (NAC) ile yapilan ¢aligmada, Sisplatin enjeksiyonundan 4 saat
sonra verilen NAC’1n, negatif histopatolojik bulgular1 ve Sisplatin’in neden oldugu
OAE ve ABR esiklerinin zayiflamasini 6nledigi goriilmiistiir (60).

Sisplatin’in hiicre i¢inde TNF a diizeyini artirdig1 bilinmektedir (27). Gelisen
ototoksisiteyi engellemek icin TNF o blokorii Etanersep calisilmistir. Calismacilar
DPOAE ol¢iimleri sonucunda, kokleadaki inflamasyonun Sisplastin’in ototoksisite
mekanizmalarindan biri oldugu ve Etanersep’in bu mekanizmay1 inhibe ederek
ototoksisiteyi Onledigi sonucuna varmislardir (61). Diger ¢alismalar ise soyledir;
antiapoptik proteinleri artirarak etki gdsteren bir ndroprotektif ajan olan Sertralin (62);
kaspaz 1 ve 3'lin inhibisyonu yoluyla IL-1 diizeylerini azaltarak koruyucu etki
saglayan Minosiklin(57); bir antioksidan molekiil olan NADH'nin olusumunu artiran
Laktat(57), Resveratrol (26).

Literatiirdeki bircok c¢aligma, antioksidan sistemi arttirarak Sisplatin
ototoksisitesinden korunma yontemlerini arastirmigtir. Bu c¢alismalarda N-
asetilsistein, D-metionin, L-metiyonin, ebselen ve allopurinol, tiopronin, vitamin E ve
steroidlerin koruyucu etkileri gosterilmistir (37). Sisplatine bagli DTH kaybim
onlemek icin sicanlarda, antioksidan ve antiinflamatuar olan Dekspantenol sistemik
olarak denenmistir. DPOAE ve biyokimyasal tetkikler ile degerlendirilen ¢alismada,
Dekspantenol tedavisi Sisplatin ototoksisitesini engellemede anlamli bulunmustur
(63). Deksametazon ile yapilan sican calismasinda; Deksametazon’un ROT ve
NADPDH oksidaz 3 (NOX-3) diizeylerini azaltarak Sisplatin ototoksisitesini
engelledigi gosterilmistir (64).

Sisplatin kaynakl1 ototoksisite ¢caligmalar1 siklikla yapilmakla beraber hala tily
hiicrelerinin kaybini veya isitsel sinirlerin islev bozuklugunu tamamen 6nleyebilecek

FDA onayl bir iiriin bulunmamaktadir (65).
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SONUC

Mevcut sonuglar, Memantin’in, kokleada Sisplatin  kaynakli ABR esik
kaymalarin1 ve inflamatuar ve apoptotik degisiklikleri azaltma potansiyelini ortaya
koymaktadir. Sisplatin gibi ototoksik ajanlarin, oksidatif stresin, inflamasyonun,
apoptozun, giiriiltiiniin ve yaglanmanin neden oldugu ototoksisitenin altinda yatan
ortak mekanizmalar oldugundan, Memantin, ototoksik yaralanmalarin ¢esitli nedenleri
icin uygulanabilir. Bununla birlikte, bu caligma, ototoksisite ile ilgili hiicresel
degisiklikleri molekiiler diizeyde analiz etmemistir. Memantin’in etkinligi ile ilgili

detayli molekiiler analiz ¢aligmalar1 yapilmalidir.
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