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1. OZET

Deneysel Vestibiiler ve Koklear Toksisite Modelinde Gapraz Bagh Hyaluronik

Asitin Etkilerinin Incelenmesi

Dr. Erdal Erkoc
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali
inciralti, iZMIR

1.1. Amagc ve Hipotez

Calsmamizda gentamisin ile sicanlarda deneysel olarak olugturulan
vestibulotoksisite ve ototoksisite modelinde capraz bagh hyaluronik asit

molekdliniin i¢ kulak Uzerine olan etkilerinin incelenmesi amaglandi.
1.2. Gereg ve Yontem

Her biri yedi adet sicandan olusan, kontrol grubu ile birlikte toplam 4 grubun
enjeksiyonlar, multidoz olarak 7 gun sureyle yapildi. Dig kulak yoluna uygun boyda
spekulum vyerlestirildikten sonra, enjektére alnan ilag 20 gauge igne ile
otomikroskopik gorus altinda, intratimpanik olarak, kavite doldurulacak sekilde
(yaklasik 0.06 ml) enjekte edildi. A grubundaki sicanlara 13.33 mg/ml
konsantrasyonundaki 0.06 ml gentamisin, B grubundaki siganlara 0.06 ml hacminde
¢apraz bagh hyaluronik asit otojel, C grubundaki sigcanlara ise 26.66 mg/ml
konsantrasyonundaki 0.03 ml gentamisin + 0.03 ml hyaluronik asit otojel karigimi,
D grubundaki siganlara 0.06 ml serum fizyolojik intratimpanik olarak 7 gin sireyle

uygulandi.

TUm sigcanlar enjeksiyon o&ncesi ve sonrasi, 1, 7 ve 10. gunlerde
oydovestibiler incelemeye tabi tutuldu. Sakrifikasyonun ardindan siganlarin
temporal kemikleri cikarilarak koklea, vestibil, koklear sinir ve spiral ganglion
hicreleri 15k mikroskobunda hematoksilen-eozin, TUNEL ve kaspaz-3 boyama

yontemiyle degerlendirildi.



1.3. Bulgular

JUBP testi sonuclarina gdre gentamisin (A) ve kombinasyon (C) gruplarinda
diger gruplara gore tim frekanslar esiklerinde daha yiksek isitme esikleri elde edildi.
Bu iki grupta da 4, 8, 12, 20 ve 32 kHz frekans degisimlerinde, ilk 24 saatten itibaren
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli yukselme oldugu saptandi (p<0,05).
Histopatolojik incelemelerde en ¢ok etkilenen grubun hyaluronik asit ve gentamisin
kombinasyon gruplar oldugu olarak dikkati ¢ekti. Gentamisin ile kombinasyon
grubplar arasinda, odyolojik, vestibller ve histolojik etkilenme skorlari agisindan

anlamh farkllik saptanmadi (p>0,05).

Histopatolojik incelemelerde gentamisin (A) ve kombinasyon (C) gruplarinda
dig ve i¢ tlylu hucre hasarinin yani sira, stria vaskilaris, spiral ganglion, koklear
sinir ve vestibil hasari olustugu gosterildi. izole hyaluronik asit enejksiyonu yapilan
grupta (B), gecici eflizyon etkisi ve isitme kaybi diginda kontrol serum fizyolojik
uygulanan kontrol grubunda (D) elde edilenlere benzer sekilde i¢c kulakta
histopatolojik hasar olusturmadiyi goruldu. Gentamisin  ve hyaluronik  asit
kombinasyonunun (Grup C) odyolojik testler, vestibller davranis testleri ve
histopatolojik incelemeler ile izole gentamisin enjeksiyonu uygulanan (Grup A)
gruba benzer sekilde etki yaptigi, aralarindaki farklligin istatistiksel olarak anlaml

olmadigi saptandi (p>0,05).

1.4. Sonug

Elde edilen bulgularla hyaluronik asit molekdllerinin i¢ kulaga toksik etki
yapmadigi dusunulmug, izole gentamisinle karsilastrrildiginda ABR esiklerine,
vestibuler denge skorlarina ve histopatolojik bulgulara anlamli katkisinin olmadigi
saptanmigtir. Kontrolli ilag salinim mekanizmalarini aydinlatmak igin; hyaluronik
asit molekulinin, farkli doz ve yontemlerle uygulanan ilaglarla kobinasyonlarinin
denendidi, ila¢ kinetiginin ve hucresel degisikliklerin gok zamanli testlerle incelendigi

ileri calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Ototoksisite, hyaluronik asit, gentamisin, kontrolli ila¢ salinimi



2. ABSTRACT

Effect of cross-linked hyaluronic acid in arat model of vestibular and cochlear

toxicity

Dr. Erdal Erkoc
Dokuz EylUl University, Medical Faculty, Otorhinolaryngology Department
inciralti, iZMIR

2.1. Objective and Hypothesis

The aim of this study was to investigate the effects of cross-linked hyaluronan
molecule in a rat model of vestibulotoxicity and ototoxicity experimentally induced

with gentamicin.

2.2. Materials and Methods

There were gropus with 7 rats in each. In group A, intratympanic enjection of
13.33 mg / ml of 0.06 ml gentamicin concentration, in grpup B, enjection of 0.06 ml
hyaluronic acid autogel, in group C, enjection of 26.66 mg / ml gentamicin + 0.03 mi
hyaluronic acid autogel mixture, in group D, enjection of 0.06 ml of saline were

administered for consecutive 7 days.

All rats were subjected to audiological and vastibular examinations, before the
enjections, ondays 1, 7 and 10. The rats were sacrificed by applying intracardiac
combination of ketamine hydrochloride (50 mg / kg) and xylazine hydrochloride (5
mg / kg) on the 10th day. After sacrification, temporal bones of rats were removed
and their cochlea, vestibule, cochlear nerve and spiral ganglion cells were evaluated
by light microscope with hematoxylin-eosin, TUNEL and caspase-3 staining

methods.
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2.3. Results

According to the results of the ABR test, gentamicin (A) and combination (C)
groups had higher hearing thresholds at all frequencies compared with the other
groups. In both groups, statistically significant toxicity was observed at 4, 8, 12, 20
and 32 kHz frequencies beginning from the first 24 hours (p <0.05). Vestibular
analysis also showed, the significant adverse effects of gentamicin and combination
groups after 24 hours (p <0.05). There were no significant differences between the
audiological, vestibular and histological results of the gentamicin and the
combination groups (p> 0.05). Histopathological examinations revealed inner and
outer hairy cell damage as well as striae vascularis, spiral ganglion, cochlear nerve
and vestibular injury in group A (gentamicin) and group C (gentamicin + hyaluronic
acid combination). Isolated hyaluronic acid enjection group (B) showed similar
results with control saline enjection group (D) except for the temporary effusion
effect and hearing loss. Hyaluronic acid did not cause histopathological damage in
inner ear. The combination of gentamicin and hyaluronic acid enjection group (C)
had a similar effects like isolated gentamicin enjection group (A) in audiological
tests, vestibular tests and histopathological examinations. When combination group
compared with the gentamicin (A) enjections ototoxicity is not significantly different
(p> 0.05).

2.4. Conclusion

It was thought that hyaluronic acid molecules did not cause toxic effects on inner
ear. When compared with isolated gentamicin, it did not make any significant
contribution to ABR thresholds, vestibular balance scores and histopathological
findings. Further studies are needed to investigate hyaluronic acid combinations by

different methods in order to understand the mechanisms of controlled drug release.

Key words: ototoxicity, gentamycin, cross-linked hyaluronic acid, controlled drug

release
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3. GIRIS VE AMAG

3.1. Problemin Tanmi ve Onemi

Ototoksisite akut veya kronik hastalklar nedeniyle ginimuizde sikga
kullanilan ilaclarin yaptidi doku hasari cesitlerinden biridir. Terap6tik ajanlarin i
kulak dokularinda neden oldugu hucresel dejenerasyon ve fonksiyon bozuklugu
olarak tanimlanmaktadir. Genel populasyonun 6nemli bdliminde kullanlan anti
inflamatuarlar, anti hipertansifler, ditretikler, kemoterapoétikler, antibiyotikler, anti-
malaryaller ve daha birgok ilag bu konuda suglanmaktadir!. Bu ajanlarin etkisiyle
isitme kaybi ve/veya denge fonksiyonlarinda bozulma ortaya gikar 2. Gegici veya
kalici olabilen bu duruma klinik kullanimda en sik neden olan ilag gruplarindan biri
de aminoglikozidlerdir. ik olarak tiiberkiloz tedavisi icin gelistirimis olan,
toksisitelerini azaltmak icin ilerleyen doénemlerde pek c¢ok alt grubu Uretilen
aminoglikozidler; genis spektrumlu ve gram negatiflere etkili olmalar yani sira
dusuk bakteri rezistansi ve dusuk maliyet nedeniyle halen sklkla
kullanimaktadirlar 34. Otolojik deneysel hayvan arastrmalarinda da sikga incelenen
gentamisin, toksisite modellerinde siklikla kullanimaktadir. Bu ilaglar hem
kokleotoksik hem de vestibulotoksik 6zellikleri bulundugundan secilmis hastalarda

dikkatle kullanimak zorundadirlar.

Sklkla Meniere hastaliginin tedavisinde kullanilan intratimpanik gentamisin
(ITG) uygulamast; i¢ kulakta endolenf dretimini saglayan koyu hiicreleri hedef
almaktadr®.  Bu ilaglar mitokondri ve hiicre membraninda fosfotidilinositole
baglanarak membran gegirgenligini artirmakta, bunun sonucunda oksidatif
fosforilasyonun kofaktorlerinden magnezyumun kaybi gerceklesmekte ve hiicreyi
Olime goturmektedir. Bu etkiye aminoglikozidlerin kalsiyum duyarli potasyum
kanallarini bloke etmesi de katki saglar. Ayni zamanda hayvan deneylerinde bu
uygulamanin sensdrindral néro-epitelyumu da tahrip ettigi ortaya konmustur. Bunun
sonucunda koklea bazal kivrim hasarina sekonder olarak ylksek frekanslari

etkileyen kalici isitme kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Ayni zamanda utrikuler ve sakkuler
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makula hasarina bagh olarak vestibiler toksisite belirtileri ortaya ¢ikmaktadir 6.
Ancak toksisitenin yeri ve duzeyi ilag uygulama sekline, dozuna, suresine ve kisiye
bagl olarak degisebilmektedir. Bu yizden aminoglikozidlerin vestibuler ve koklear
toksisitesinin incelenmesi ve farkli kullanim protokolleri gelistirebilmek amaciyla
bircok ajanla gesitli kombinasyonlar denenmistir. in vivo ve in vitro yontemler,
deneysel hayvan incelemeleri ve yeni ilag formlari gelisen teknolojiyle paralel olarak
toksik yan etkileri minimuma indirmeyi hedeflemistir. Kullanilan ilacin sistemik veya
lokal olarak uygulanmasi, enjeksiyonun orta kuladi katettikten sonra yuvarlak
pencere, oval pencere veya stapes tabani Online uygulanmasi, orta kulaktaki
kalicilk ve inflzyon suresi ve kullanim alternatiflerine gére ajanlarin karsilastiklari
anatomik bariyerler tim bu caligmalara konu olmustur —°. Ayrica gerek iletim
dinamiklerini  gerekse toksisite  dizeyini  degistirmek amaciyla  farkh
kombinasyonlarla kullanlan ajanlarin birbirine UstlnlUkleri odyovestibller testler ve

histolojik incelemelerle arastirimistiri0-16,

Aminoglikozidlerin kullanimi ile olusan ototoksik etkilerden korunmak icin
deksametazon, taurodeoksikolik asit, asetil sistein, fenofibrat, tiroksin, fosfomisin,
salisilik asit, Fe selatorleri, buyiime faktorleri, hiperbarik oksijen, ferulik asit, kirmizi
cinseng gibi bircok potansiyel koruyucu ile galismalar yapimigtir 5718 Ayrica bu
ajanlarin olasi etkileri immunohistokimyalar c¢alismalar, 1slk mikroskopik baki,
elektron mikroskopisi, PCR veya in vitro kdlturler ile tlylti hicre ve ndroepitelyum

diizeyinde incelenmistir 57:26.:27,17,19-25

Transtimpanik ajan uygulamasinin diger yontemlere gére Ustinligu kabul
edilmis olsa da kombinasyonda kullanlacak maddeler ve formlar konusunda fikir
birligi yoktur. Son yilarda o6zellikle plastik rekonstruktif cerrahi, genel cerrahi ve
kadin dogum alanlarinda yara iyilesmesinde ve rejenerasyonunda sik¢a kullanilan,
kulak burun bogaz uygulamalarinda da kullanimi artan hyaluronik asit derivelerinin;
uzamig ilag salnmi ve ajan stabilizasyonu fonksiyonlarinin yani sirra anti
inflamatuar ve rejeneratif etki sagladigina dair bulgular vardirt28-33, Bizim
calismamizda, c¢apraz bagh hyaluronik asit derivesinin gentamisin ile kombine
olarak intratimpanik enjeksiyon yontemi seklinde kullanminin, ilacin vestibulotoksik
ve ototoksik etkilerine yol acan histopatolojik hasarina olan katkisinin

odyovestibller ve histokimyasal testler ile incelenmesi amaglandi. Histopatolojik
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hasar incelemesinde hematoksilen-eozin, TUNEL (dUTP Nick End Labelling),

Kaspaz-3 boyamalari kullanildi.

3.2.  Arastrmanin Amaci ve Hipotez

Calsmamizda c¢apraz bagl hyaluronik asit jel formunun gentamisin ile
sicanlarda olusturulan deneysel vestibulotoksisite ve ototoksisite modelinde i¢ kulak

Uzerine olan etkilerinin incelenmesi planlanmistir.

Arastirmanin hipotezi:

HO: Capraz bagl hyaluronik asitin gentamisinle olusturulan kokleovestibuler
toksisite Uzerine etkisi yoktur.

H1: Capraz bagl hyaluronik asitin gentamisinle olusturulan kokleovestibiler

toksisite Uizerine etkisi vardrr.
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4. GENEL BILGILER

4.1. KULAK ANATOMISI VE ISITME FIiZYOLOJISI

4.1.1. Insan Kulagi Anatomi ve Fizyolojisi

Birinci ve ikinci brankiyal yariktan gelisen kulak; sesin dig, orta ve i¢ kulak
vasitasiyla donustirtlerek elektriksel uyari seklinde sekizinci sinire, ordan da
sirasiyla koklear nukleus, superior olivar kompleks, inferior kollikulus, medial
genikulat ve primer igitsel kortekse (Heschl girusu) iletiminden sorumludur. Ayni
zamanda i¢ kulaktaki vestibiler organlar olan utrikul, sakkul ve semisirkiler kanallar
vasitasiyla vicudun periferik denge organini olusturmaktadir. Dis ve orta kulak
arasi gecisteki bariyer fonksiyonu timpanik membran tarafindan olusturulurken, orta
ve i¢ kulak arasi bariyer koklear kemik duvar, yuvarlak pencere ve stapes tabani ile

anuler ligaman tarafindan korunmus oval pencere tarafindan olusturulur.

41.1.1. Dis Kulak

Aurikula, Uzeri deri ve perikondriumla sarimis fibroelastik bir kikirdaktan
olusmaktadir. Aurikulanin devamliig: yaklagik 25 mm uzunlugundaki dis kulak yolu

ile saglanr.

Lateralde heliks adi verilen dig kivrim asagi uzanarak kikirdak icermeyen
lobllde sonlanir. Buna paralel uzanan, antiheliks isminde ikinci bir kivrim vardir ve
onundeki konkav ve diz alan kavum konka, bunun siperiorundaki daha kuguk alan
simba konka olarak adlandirilir. Kavum konkanin kikirdagi dig kulak yolu (DKY)'nun

kikirdak kismina dogru uzanr ki, bu kikirdagin superiorda bUtinligu kesilir ve
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buraya aurikiler centik veya insisura terminalis denir. Insisura terminalisin
inferiorunda cikinti olarak tragus, onun da altnda antitragus bulunur. Aurikila
anterior, superior ve posterior ligamentler ve intrensek kaslar ile stabilizedir.
Aurikilanin ayrica anterior, superior ve posterior olmak Uzere 3 tane ekstrensek

kasi vardrr.

DKY 2.5 cmlik kivrimli ‘S’ seklinde bir silindirdir ve lateral Ggte biri kikirdak,
serumen bezleri ve kil folikullerini i¢erir. Daha medialde kalan Ugte ikilik kismi ise
kemikle cevrili ve timpanik membran ile komsu olan boéliumdir. Kikirdagin on

duvarinda Santorini fisstrleri denen iki yarkk bulunur34,

Aurikila ve DKYnun kanlanmasi temel olarak eksternal karotid arter
sisteminden gelmektedir ve besleyen arterler posterior aurikiler arter, oksipital arter
ve superior temporal arterdir. Venleri ise arterlere eslik ederek juguler vene drene
olurlar. AurikUlanin lenfatik drenaji parotis, retroaurikiler ve yuzeyel servikal lenf
nodlarina olmaktadir. Aurikila ve DKYnun duyusal inervasyonu V., VI. ve X.
kraniyal sinirler ve 3. servikal sinir tarafindan saglanr.

41.1.2. Orta Kulak

Orta kulak birinci brankial yarigin uzamasiyla olusan tubotimpanik resesten
geligir. Lateralde timpanik membran, medialde promontoryum, siperiorda tegmen
timpani ve orta fossa durasi, inferiorda juguler bulbus arasinda yer alr.
Epitimpanum, mezotimpanum ve hipotimpanum olarak 3’e ayrilir. Malleus, inkus,
stapes kemikgciklerini iceren, sesin iletimini saglayan, ayni zamanda i¢ kulak

basincinin dizenlenmesine katl saglayan bir ara bélmedir.

Lateraldeki timpanik membran yaklasik 9x9 mm boyutunda, 0.1 mm eninde
seffaf, ¢cok kath bir fibroz yapidir. Cevresinde fibroz anulus olarak bilinen Gerlach
halkasina ve en medialde ise umboya tutunur. Umbo zarin en medialdeki kismidir
ve bu eksende orta kulak transvers uzunlugu 2 mm’ye iner. Orta kulak transvers
¢ap! epitipanumda yaklask 6 mm, hipotimpanumda ise 4 mm uzunlugundadir.

Timpanik membranin Ust gevsek bolimu pars flaksida (Shrapnell membran), alt
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bolimu ise pars tensa olarak adlandirilir. Pars flaksidanin ¢evresinde tutunabilecegi

bir fibréz anulus hatti bulunmamaktadir. Bu kisim Rivinus ¢entigi olarak adlandirilir.

Orta kulak timpanik membranin titresimini azaltan tensor timpani kasi ile

sesin iletim siddetini azaltma goérevi bulunan stapes kasini daicerir.

Timpanik membran ile vestibUlimin lateral duvarindaki oval pencere
arasinda sirasiyla malleus, inkus ve stapes kemikgikleri bulunmaktadir. Stapes
tabani ve anuler ligamani araciligi ile oval pencereye temas eder. Kemikgikler,
kendilerini saran ligamanlar ile orta kulak yapilarnin stabilizasyonundan, sesin i¢

kulaga iletiminden ve siddetin artirimasindan sorumludurs®.

4.1.1.3. ¢ Kulak

ic kulak santral yollar ile baglantli olan kisimdr ve tamamen yiizey
ektoderminden gelisip, 3. haftada otik plakoddan evrimlesmistir. Koklea, vestibtl ve
semisirkuler kanallardan olusan kemik labirent ile Corti organi, utrikul, sakkul,

endolenfatik ve perilenfatik sistemi iceren membrandz labirentten olusur.

Ses enerjisi koklea dizeyinde aksiyon potansiyelleri haline doénusturtlerek
iletilir. insan kulagi 20 - 20000 Hz arasini duymaktadir ve her tonun esigi o tonun
frekansina gore degisir.Normal konugsma siddeti 65 dB, fisilti siddetiise 20-25 dB’dir
Konusma sesi frekanslari 500 - 4000 Hz arasindadr.

lc kulagin isitsel verileri elektriksel iletilere gevirdigi alan Corti organdir.
Sarmal yapmis bir silindir seklinde ve yaklasik 35 mm uzunlugunda, 2.5 tur yapmis
birorgandir. Sarmal yapmis silindirin iginde tepe noktasinda birlesen skala vestibdli,
skala media ve skala timpani isminde 3 adet tinel bulunur. Yuksek oranda Na+
iceren skala timpani ve skala vestibuli helicotremada birlesirler. Yliksek oranda K+
iceren skala media ise bu ikisinin arasinda uzanip, skala timpani ve skala

vestibuliden sirasiyla baziler membran ve Reissner membrani ile ayrimaktadir.

Skala media endolenf sivisini igerirken, skala timpani ve skala vestibili beyin

omurilik sivisina benzeyen perilenfi icermektedir.
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Sesin iletiminden sorumlu olan Corti organi perilenf 6zeliginde cortilenf
sivisini ihtiva etmektedir. Corti organi 3 sira disg tlyli hucre, tek sira i¢ tuylu hicre
ve ek olarak destek htcrelerini icermektedir. Yaklagik 12500 adet dig, 3500 adet i¢
tiyli hicre mekanik ses enerjisinin aksiyon potansiyeline cevrilmesinde gorev
almaktadir. Dis tlylu hacreler ‘w’ seklinde 3 sira halinde, i¢ tlyli hlcreler ise 2 sira
halinde ‘V’ seklinde kalin sterosilyalar icermektedir. Koklear apekse yakinlastik¢a
sterosilya dizilimi daha seyrek, uzun ve bask hale gelmektedir. Duysal sinir

uyarilarinin sonlandigi yer %95 oraninda ig tiylli hiicrelerdir 3637,

ic ve dis tiylii hicreler arasindaki bosluga Corti tineli, dis tiyli hicreler
etrafindaki bosluga ise Nuel boslugu denmektedir. Boettcher ve Cladius hicreleri
baziler membranin en dis kisminda bulunmaktadir. Pillar, Deiters ve Hensen
hicreleri destek hucreler olarak adlandirlan grubu olusturur. Deiters hucreleri dig
tiyli hlcrelerin  etrafinda apekste, Hensen hicreleri ise dig tlyli hicrelerin

tabaninda bulunurlar 37, (Sekil 1119).

Sekil 1:Corti orgam vedestek hiicreleri

ic kulagin diger komponentinde ise periferik denge merkezi vardir ve utrikul,
sakkul, semisirkiler kanallari icerir. Periferik denge merkezi dogrusal ve acisal
ivmelenmeyi algilayan alt sistemleri icermektedir. Ayrica bu merkez vestibulookuler
ve vestibllospinal reflekslerin kavsak noktasidir ve biligsel tepkilerin, endokrin
merkezlerin uyarimasini da saglamaktadir. Periferik vestibuler sistemin tahribati ile
denge sorunlari ortaya ¢ikmaktadir. Bu fonksiyonlari monitdrize etmek ve olasi

hasari erken donemde saptamak icin spontan ve uyarimig nistagmus
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degerlendirmeleri, vestibulookuler refleks olgimu, vestibuler uyarimis miyojenik

potansiyeller gibi gesitli yontemler gelistirilmigtir 3839,

Tum bu kompleks vyapi isitmenin ve dengenin dinamiklerini iginde
barindirmasi nedeniyle arastrmalara sikga konu olmustur. isitme ve denge
altyapisini etkileyen ototoksik ilaglar Ozellikle koklea, utrikul ve sakkulu hedef
almaktadr. Ic kulaga veriimesi hedeflenen ilaclarin iletimini kolaylastrmak
amaciyla, bu ilaglar bazi diger ajanlarla kombine edilerek kullanimis ve i¢ kulagin
bariyerleri asimaya calisimistir. Bu kombinasyonlar sistemik olarak, orta kulakta
yuvarlak ve oval pencere dnune depo formda, yuvarlak pencere perforasyonu ile, i¢
kulak kateterizasyonu ile veya direkt kokleostomi yoluyla koklear segmentin farkli

kesitlerinde spesifik alanlara uygulanmiglardir4®-46,

4.1.1.3.1. Ses lletimi

isitmenin olugsmasi igin ilk asama sesin iletimidir ve kaynagindan ¢ikan uyari
iletici organlardan gecgerek reseptér odak alanina gelmelidir. Sesin iletici ortamda
ilerleme hizna ses hizi denmektedir. Ses hizinin  birimi metre/saniye cinsinden
belirtilir ve ses dalgasinin havada yaylma hizi 340 m/sn’dir. Kokleada sesin iletimi

Bekesy'nin ilerleyen dalga teorisi ile agiklanmaya cgaligimigtir®’.

Dis ve orta kulak iletimi sonrasi olusan perilenf hareketi endolenfi ve
dolayisiyla baziler membrani harekete gecirmektedir. Basiller membrandaki Corti
organi ve tuyli hdcrelerin hareketi sayesinde uyari elektriksel akima
donusturilmektedir. Bu enerji ise modiolus araciligiyla spiral ganglion dentritlerine
aktarir. Spiral gangliyon htcrelerinin %95’ini olusturan bipolar tip 1 hiicreler i¢ taylt
hiucrelerle, %?5’lik dilimi olusturan tip 2 hlcreler ise dig tlyli hlcreler ile temas

halindedir 47.
Baziler memranda tonotopik organizasyon mevcuttur, yani her frekansa 6zgu
bir alan bulunmaktadir ve membranin genigligi apekse dogru artar. Bu nedenle

lezyon yerine spesifik, frekansa 6zgu isitsel fonksiyon kayiplari gorUldr.
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4.1.1.4. Santral isitme Yollari

Kokleadan afferent tip 1 néronlarla ig tlyli hticrelerden, tip 2 néronlarla dis tlylu
hicrelerden alinan uyarilar, koklear sinir yoluyla sirasiyla dorsal ve ventral koklear
nukleus, superior olivar kompleks, lateral lemniskus, inferior kollikulus, medial
genikulat cisim ve isitme korteksine iletilir. Kortekse gelen demetin buyuk kismi
Broadmanin 41 ve 42. bolgesi, yani A1 alani olarak da bilinen Heschl girusunda
sonlanir (Sekil 2119),

=

Dis Orta Koklear
Kulak Kulak Kanal

e

Isitsel
Beyin

Sinir ‘ Sapi

Isitsel
Korteks

Afferent m
Efferent <=3

Sekil 2:Periferik ve santral isitme yollart

4.1.2. Sigan (Rat) Kulak Anatomi ve Fizyolojiisi

Sican gibi memelilerin kulaklarindaki icerikler insan kulagina benzer
sekildedir. Kulaga ait yapilar; aurikula, dig kulak yolu, medialinde kulak zari, orta ve
ic kulak yapilari seklinde sralanr. insandakinden farkli olarak aurikula ince bir
kikirdak ve bunu saran deriden olugur ve daha fazla esnektir. Anatomik olarak

insana ¢ok bezemeseler de, benzer gegis yolaklari ve anatomik dehissanslari
nedeniyle deneysel g¢alismalarda siklkla kullanimiglardir.

Sican kulak sayvani destek kas grubundan yoksun oldugundan oldukca

degisken forma sokulabilir ve lobuli yagd doku icermez. Aurikulanin deri tabakasi
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insandan farkli olarak kil foliktllerinden olduk¢a zengindir. Aurikula medialindeki dis
kulak kanali ortalama 7-10 mm uzunlugunda, 3-5 mm capindadir ve en dar alani
timpanik membrani olusturdugu boélimddr. Timpanik membranin ¢api yaklask 3
mm’dir ve etrafinda insan kulaginda oldugu gibi timpanik anulus bulunmaktadir.
Orta kulakta yine 3 adet kemikgik bulunmakla birlikte, farkli olarak orta ve i¢ kulak
yapilari i¢ ice gecmis halde bulunur ve timpanik bulla denilen yapinin igindedirler.
Orta kulakta stapes krurularinin arasindan internal karotis arter gecger ve antero-
rostral seyirli yuzeyel bir fasial sinir trakti bulunmaktadir. Sicanlardaki timpanik
zarda orta kulak ile dis kulak baglantisini surekli acik tutacak sekilde bulunan mikro

ackkliklar vardir ve bu da sican orta kulaginin enfeksiyona daha fazla yatkin olusunu
aciklamaktadir 4849,

Diger memelilerde oldugu gibi sican orta kulagi da sinirlari belirgin olmasa
da epitimpanum, mezotimpanum ve hipotimpanum olarak t¢ bolime ayrimigtir.

Orta kulak kemikgikleri epitimpanum seviyesinde bulunmaktadir.

Sican kokleasi uzunlugu ortalama 11 mm ve 2.5 tur donuse sahiptir. Oldukga
kUguk olusu ve kompakt yapisi nedeniyle diseksiyonu zordur. Koklear kisimda bazal
parca 6.4 mm, medial dénis 3.2 mm ve kalan kism (apikal dénus) 1.4 mm olarak

OlcUimustir 0.

isitme yolaklari, ses dalgasinn déntsimi ve amplifikasyonu insandakine
benzer sekildedir. Farkli olarak sican kulagi 250 ila 70000 Hz arasini igitebilir ve en
iyi isitme 8000 - 32000 Hz arasindadr. Bu nedenle yiksek frekans incelemelerinde
kullanmi avantaj saglamaktadrr. insandan farkli olarak isitsel beyin sapi uyarimis

potansiyel (IUBP) testinde en belirgin dalga morfolojisi Il. dalga olarak saptanmigtir
51
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42. OTOTOKSISITE

Herhangi bir ajanin i¢ kulakta yarattigi metabolik veya morfolojik tahribat
nedeniyle gelisen isitme kaybi veya denge problemi ototoksisite olarak adlandirilir.
Ototoksisite koklear ve vestibiiler toksisite olarak ikiye ayrilir. ilaglar koklea veya
vestibile degisen derecelerde etki ettigi icinher ilacin ototoksisite duzeyi farkl klinik

yansimalar dogurmaktadir.

Ototoksik ilaclar esas olarak baziler membran, utrikul ve sakkul makulasi ile
krista ampullarisin tiyli htcrelerine toksik etki gostermektedir. Hem tip 1 (dis taylu
hicreler) hem de tip 2 (i¢ tlyli hicreler) duyu hucrelerini etkilerler fakat tip 1
hicreler daha ¢ok zarar gormektedir. Toksik etkiler ilk dnce bazal kivrimin dis taylU
hicrelerinde gorilmektedir. Disg tayli hlcrelerin de oncelikle igteki sirasi hasar

gorur. Toksik etki arttikga Ust koklear kivrimlar, dig tlyli htcrelerin dis sirasi ve i¢
tiyll hiicreler de hasardan etkilenir 0,

Aminoglikozidler, makrolidler, kinolonlar, baz ditretikler, antimalaryal,
antifungal, antiviral ilaglar, beta blokerler, anti-konviilzanlar, NSAI ilaglar ve
kemoterapotikler ototoksik etkileri ile bilinmektedir 52. Ototoksik bir ajan kullanan
bireyin mevcut hastalklari, ek ilaclar, aile dykisu ve cgesitli gen mutasyonlarina
bagl olarak toksisite dizeyinde farkliiklar gorulebilir. Hicreyi apoptoza goétiren
surecin sonucu olarak hastada tinnitus, dengesizlik, isitme kaybi ve ataksi gibi gesitli

yakinma ve bulgular ortaya ¢kmaktadr.

4.2.1. Aminoglikozid Ototoksisitesi ve Etki Mekanizmasi

Aminoglikozidler ilk olarak tuberklloz tedavisi igin Uretilmigtir ve ilk Uretilen
streptomisinin siddetli toksik etkileri nedeniyle daha sonralari tlrevieri ortaya
clkmistir. Mide bagirsak sisteminden absorbsiyonlarinin az olmasi nedeniyle topikal
veya sistemik enfeksiyonlarda parenteral formlar siklkla kullanimaktadir. Gram
negatif etkinligi yiksek olan genis spektrumlu bu ilaclarin kokleotoksisite ve

vestibulotoksisite potansiyeli kullanimlarini oldukg¢a sinirlamistir.
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Aminoglikozid toksisitesinin spesifik olarak neden i¢ kulagi etkiledigi henluz
aydinlatlamamistir.  Aminoglikozid toksisitesinde tuyli  hicre apeksindeki

mekanoelektriksel ¢evirici kanallar, koklear apeksten bazale dogru akan antioksidan
gradient, hiicre ici Jun-NH2 terminal kinaz yolagi suglanmigtir3:6.:53-55,

Aminoglikozidlerin pozitif yikleri nedeniyle hacre igi selat olusumu,12s
ribozomal alt Uniteye baglanmasi ve esansiyel aminoasit yapiminin duraklamasi,
hicre gecirgenliginin artigl, reaktif oksijen radikallerinin olusumuyla lipoksijenaz
sisteminin antioksidan tuketimi apoptotik yollarin baslangicini olusturmaktadir.
Mitokondri gegirgenliginde artis, magnezyum kaybi ve kalsiyum akisi sonrasi
sitokrom c ve kaspaz aktivasyonu apoptozu baslatmakta, hiicreyi nekroza goriten
surecin bir sonucu olarak isitme kaybindan osilopsiye kadar uzanan spektrumda
etkiler gérilmektedir. Magnezyumun kofaktor olarak kullanildi§1 enzimatik reaksiyon
iceren yolaklarin tkanmasi da slreci hiziandiran faktorlerden biri olmaktadir.

Aminoglikozidlerin mitokondri Uzerindeki fostotidilinozitole baglanmasi ve
intrensek apoptoz kaskadinin baglamasiyla gelisen hiicre 6limu oncelikle kokleada,
utrikulus ve sakkulus makulasinda, tuyli hucrelerde gergeklesmektedir.
Histopatolojik ¢calismalarda baziler membran dig tiyla htcrelerin ilk sirasinin daha
kolay tahrip oldugu, toksik etkinin devami ile ikinci ve Uguncu siradaki tuylu
hiicrelerin etkilendigi gdsterilmistir. llag toksisitesi baslangicta tinnitus, tiz frekanslari
isitme kaybi veya dengesizlik olarak kendini gostermekte, toksik ajan uygulamasi
dozu ve skhgi arttkga etki koklear apekse ve pes frekanslara ulasabilmektedir.
Aminoglikozidlerden amikasin, neomisin ve tobramisin daha ¢ok kokleotoksik iken,
gentamisin ve streptomisin daha c¢ok vestibulotoksik kabul edilmektedir. Klinik
uygulama sonuglari ve histolojik incelemeler aminoglikozidler arasindaki bu toksik

etki farklliklarini ortaya koysa da bu seciciliklerinin sebebi hentiz agiklanamamigtir
5,6,18,50,55—57_

4.2.2. Ototoksisiteye Etkili Ajanlar

Ototoksisiteye etkili ajanlari toksik etkiyi artiranlar ve azaltanlar olarak ikiye
ayrrabiliriz. llaglarin toksik etkilerini notralize etmek igin yapilan calismalar 6zellikle

son yillarda yogunlasmistir. Bu amagcla demir selatlar, glutatyon, salisilat, n-asetil
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sistein, d-metionin, hiperbarik oksijen, fenofibrat, resveratrol, dexametazon gibi

ajanlar kullanimigtir2.24.58-61,

Kanser arastrmalarinda kemoterapdtiklerin etkilerini artrmak ve yan

etkilerini hafifletmek amaciyla yeni ajanlar ve transport metodlar gelistirilmis,
yontemler gen terapilerine de konu olmustur 39:41.62.63,

Bu calismalarin ana ¢ikis noktasi kar-zarar hesabi gozetilerek verilen
sistemik kemoterapoétikler oldugundan sisplatin konusunda yapilan incelemelerin
sayisi oldukca fazladir. Son vyillarda antibiyotiklerin toksisitesi konusundaki biling
dlzeyinin artisi bu konudaki incelemelerin de artisini beraberinde getirmistir.
Hlcreyi 6lume gotiuren kaskadin inhibe edilmesi amaciyla yolagin farkli noktalarina

etkili adjuvan tedaviler denenmis ve bu ajanlar deneysel hayvan modellerine de
konu olmugstur>12.26.64,

Kicuk memelilerin hayvan deney modellerinde siklikla kullanimasi yeni ajan
gelistrmenin yani sira, uygulanan ajanin hastaya verilme metodlarinin da
birbirlerine olan UstUnlUklerinin arastinimasini saglamistir. Ajan dozlamasi, verilis
sekli, ilacin hedef bolgeye transferindeki dinamiklerin ¢éziilmesi, ulasim surecindeki
anatomik ve fizyolojik bariyer mekanizmalarini anlamak, bu c¢aligmalarin temel
hedefleri olmustur610.65-67,

Ototoksik ilaglarin toksik etkilerinin notralize etmesi icin proinflamatuar
sitokinlerin ve oksidatif stresin azaltimasi, hicre butinligunun korunmasi ve
bozulmus hicre ve organel membran rejenerasyonun hizlandiriimasi
hedeflenmistir*>59.68, Ototoksisite Uzerine koruyucu etki etmesi hedeflenen bir
ajanin i¢ kulakta etki gosterebilmesi icin, dis ve orta kulagi katetmesi, yuvarlak ve
oval pencere, fissula ante fenestram, kemik labirent mikrofissurleri veya vaskiler
yolaklar araciligiyla perilenfe ulasmasi gerekmektedir .

Farmakoloji alaninda teknolojinin gelismesi ile Uretilen maddelerin geometrik
yapisi, polimer sayisi ve ebatl, diflzyon sabiti, yarlanma omra ve akiskanligi
degistirilerek farkli ila¢ formlar Uretilebilmektedir. Bu sayede istenen etki kullanim
oncesinde birebir simile edilebilmekte ve etki genigligi ortaya konabilmektedir ’.

Kullanilan ajanlarin  stabilizasyonunu ve verimliligini artrmak ic¢in uygulanan
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yontemlerden biri de yari kati biolojik uyumlu molekkdillerdir. ilacin yuvarlak pencere
ile temas silresini uzatmasi, dustk dozlarla uzun sureli etki saglanmasi amaciyla en
skkikla kullanlan maddelerden biri; difizyon sabiti ve akigkanligi artirlan capraz
bagh hyaluronik asit molekdlleridir. Kanser arastirmalari ve in vitro ¢alismalarda

sikkga kullanlan bu molekllin ani isitme kaybinda steroidlerle kombine olarak
kullanimasiyla steroidlerin perilenf konsantrasyonlarinin arttigi gosterilmistir®?.

4.2.2.1. Hyaluronik asit

Hyaluronik asit (HA); D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin
monosakkaritlerinden  olusan, lineer polisakkarit dizileri iceren bir
glikozaminoglikandir. HA butin organizmalarda hucreler arasindaki ekstraseltler

alanin ana komponentlerinden birini olugturmaktadir (Sekil 3).

Sekil 3:Hyaluronik asit molekili

National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; CID=24847767,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/24847767 (accessed Jan. 21, 2019).

B-1,4 ve B-1,3 glikozid baglar ile birbirine bagh olan hyaluronik asit
molekiliniin boyutlar bulundugu anatomik alana gére degisebilmektedir. Ornegin
eklem sinoviyal sivisida 3-4 milyon dalton iken, gobek kordununda 3,140,000
daltondur.

HA icindeki kimyasal capraz baglar hidroksil ve karboksil gruplari arasinda
yer alr. Bag olusturmak igin sikklkla 1,4-butanediol diglisidil eter (BDDE) ve divinil-

sulfon kullanimaktadir. HA molekllindeki ¢apraz baglanma orani ve geometrisi

25



partikllin boyutlarini, dokuda su tutma ve diflizyon kapasitelerini degistirmektedir’®-
72

HA'lerde capraz baglanmalarin degistiriimesi ile molekllde yeni bir 6zelik
ortaya cikmaktadir. Buna hyaluronik asitin modifikasyon derecesi (MoD: degree of
modification) denilmektedir. MoD; capraz baglanmayl yapan kimyasal molekUl
sayisinin, ana moleklli olusturan disakkarid molekdllerinin sayisina orani ile
hesaplanmaktadir. Bu deger HA’in uygulandigi dokudaki biyolojik uyumunu
degistirmektedir 7.

Yapilan c¢alismalarda hyaluronik asitin orta kulak ve i¢ kulaktaki dagilimi ve
hiicre iskeletini olusturmaktaki fonksiyonlari gosterilmis ve tedavi amach kullanimda
ic kulakta toksik etki yaratmadigi gozlenmistir 68.74-76, Bu molekdillerin farkli bag
yapisi ile polimerlestirilen hyaluronik asit formlarinin  birbirine  GstlnlUkleri
arastrimig, difzyon hizi ve stabilitesi agisindan farkl ¢apraz bagli hyaluronik asit

analoglari 6n plana ¢ikmistir 33.72.73.77,

HA tlrevieri, timpanoplasti, osikUloplasti operasyonlarinda, yara iyilesmesini
artirarak, osikuler zincir stabilizasyonunun saglanmasi, orta ve dig kulakta
postoperatif greft destegi saglanmasi, i¢ kulak invaziv girisimlerinde travmayi
minimuma indirmesi amaciyla kullanimigtir 11.30.74.78 Sonyillarda ise hyaluronik asit
derivelerinin gapraz bagl yeni kimyasal formllleri yara iyilesmesi, sinesi azaltmasi
ve rejenerasyonu arttrma etkilerinden faydalanmak (zere endoskopik sints

cerrahileri, genel cerrahi ve obstetrik cerrahilerde de kullanimaya baglanmigtir33.79-
81

Tedavi ve toksisite modellerinde c¢esitli ajanlarla kombinasyonlari

kullanilarak; ila¢ etki siresi ve verimliligi artrimaya c¢alisimigtir. Gentamisin ve
kortikosteroid kombine edildikleri ajanlarin baginda gelmektedirler.
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Rejenerasyona katkisi ve enflamasyonu baskilamasi nedeniyle farkli ilaclarin
toksik etkilerini notralize ettigi gosterilmis olsa da, in vitro uzamig ila¢ salinimi
¢alismalarinda ilaglarin hedefteki toksik etkisini artirabileceginden de bahsedilmistir.
Kombine edildigiajanin hedef bdlgeye ulastirimasi, depo gorevi ile ilacin uygulanan
alandaki stabilizasyonunu artrmasi bu c¢alismalarin  temelini olusturmustur.
Farmakolojik incelemelerin gelismesiyle lineer ve degisik acllarda c¢apraz bagh
formlar Gretilen, kati, sivi ve yari kati lipozomal jel formlari bulunan hyaluronik asit
molekUlli kullanm sekline gore farkl etkiler gosterebilmektedir 11.41.64.72.76,77,82-85
(Sekil 4).
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Sekil 4:Capraz baglanma modeli

Jiri Mrazek, Photo-crosslinked hyaluronic acid coated upconverting nanoparticles, Journal of Nanoparticle Research
19(2):44

4.2.3. Ototoksisitenin Monitérizasyonu

4.2.3.1. Otoakustik Emisyon (OAE)

Otoakustik emisyonlar koklear dig tuyli hucrelerin olusturdugu titresimlerden
kaynaklanan ses dalgalarinin dig kulak yoluna konulan problarla 6lgulmesi esasina
dayanmaktadir. 1948 yilinda ilk olarak Gold tarafindan ortaya atimigtir. Gergek
anlamda o6lcimu ise ilk kez Kemp tarafindan 1978 yilinda tamamlanmigtir. Olgum
metodunda dig kulak yoluna, timpanik membrana veya promontoryuma yerlestirilen
probda bulunan mikrofon vastasiyla aliman ses dalgalar monitére yansitilir.

Emisyonlarin dlgulebilmesi i¢in dis ve orta kulakta akustik uyaranin isitiimesini
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engelleyecek patoloji bulunmamalidir. Olasi bir enfeksiyon, eflzyon, kulak zari
perforasyonu veya sklerozu, dis kulak yolu serumeni 6lcim metouduna goére
emisyon alinmasini guglestirebilmektedir. Otoakustik emisyonlarin olusumunu dig
tiyli hucrelerin  hareketlerinin  sagladigl, bu sebeple i¢ tiyli hicre hasarinin

emisyona etkisinin gok az oldugu gosterilmistir 2.

Otoakustik emisyonlar spontan ve uyarimis olarak iki tipe ayrimaktadir.

Spontan Otoakustik emisyonlar

Ses uyarani olmaksizin mikrofon ile kaydedilen akustik enerjidir. Toplumun
yarisinda bulunurlar ve yasla azalma egilimindedirler. Genellikle 1-3 kHz araliginda
alinmaktadir ve 30 dB’dendaha kotu isitme esigiolan hastalarda alinamazlar. Cesgitli
hastalklarda, ileri yash hastalarda, kokleotoksik ila¢ OyklsU olan hastalarda
emisyonlarin allnamamasi kokleotoksisite agisindan uyarici olmalidrr.

Uyarilmis Otoakustik emisyonlar

i.Transient Otoakustik Emisyonlar (TEOAE): Kemp’in tanmladigi bu
emisyonlar klik veya tone burst uyarilara karsi alinan yantlardir. Klik uyaran genis
aralkta iken tone-burst uyari sonrasi frekansa 0zgu cevaplar Olgtlmektedir.
Spontan otoakustik emisyonlarda oldugu gibi 30 dB’den daha yuksek igitme
esiklerinde alinmayabilir. Farkli olarak 700 ila 4000 Hz frekansinda alinmaktadirlar.

ii.Stimulus Frekans Otoakustik Emisyonlar (SFOAE): Dusuk siddetteki ve

belirli bir tondaki uyarana karsilk alinan frekans spesifik yantlardir.

iii.Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyonlar (DPOAE): ki farkli saf ses ile
uyarilan kokleadaki dig tiyli htcrelerin koklear mikrofonigi olarak o6lctimektedir.
Verilen sesler simultane kullanilir ve f1 - f2 olarak adlandirilir. Emisyon 6lgim
formulu 2f1 - f2, 3fl - f2 seklindedir ve verilen en iyi koklea cevabi 1.22 olarak
OlculmUstar. Bir ¢cok Ulkede yeni dogan isitme taramasinda da kullanlan DPOAE
daha ¢cok 6000 Hz Uzerindeki ylksek frekanslara 6zgu oldujundan ototoksisite

monitdrizasyonunda diger emisyon olcimlerine gore daha glvenilirdir 47:86.87,
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4.2.3.2. Isitsel Beyin Sapi Cevaplari (ABR)

Isitme uyaraninin koklear sinir baglangicindan beyin sapinin en (st bolimiine
kadar olan kisimda vyarattigi elektrik akiminin 6lgimu esasina dayanmaktadir.
Uyaranin baglamasinin ardindan 2-10 msn’lik perioddan sonra 7 adet dalga

morfolojisi izlienmektedir.

Dalgalarin dlgim noktalari anatomik olarak;

l.Dalga Sekizinci sinir distali

Il. Dalga Sekizinci sinir proksimali
lil. Dalga Koklear nukleus

IV. Dalga Superior olivary kompleks
V. Dalga Lateral lemniskis

VI - VI. Dalga Inferior kollikulus kaynaklidir.

Insanlarda dalgalardan en belirgin olanlari V., ll. ve |. dalgalardrr. Uyaranlar
klik, tonal ve frekansa ©6zglu gecikmeyi Onleyen chirp uyaranlar olarak 3’e
ayrimaktadir. Degisken polaritelerde kullanilabilen klik uyaranlar 2 - 4 kHz frekans
araligini 6lgmektedir. Dar frekans bant 6zelligindeki tonal uyaranlar ise frekansa

6zgl yanitlar igin kullanimaktadir 86,

4.2.4. Sicanlarda Odyovestibiler inceleme

Sicanlarda isitsel fonksiyonlarin degisken etmenlere maruziyet sonrasi
dlclimesine ilk olarak Jewet tarafindan 1970’de baslanmistir. Uretimi ve bakiminin
kolay olmasi, anatomik ve fizyolojik agisindan insanlarla olan benzerlikleri, yiksek
frekanslara olan hassasiyetleri sicanlarin ginimiz deney modellerinde de

kullanimini artirmigtiré.19.26.88,

Siganlarda yapilan odyolojik incelemeler objektif otoakustik emiyonlar ve
isitsel beyin sapi cevaplarindan olugsmaktadir. Vestibuler fonksiyonu o6lgcmek
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nispeten daha zor olsa da son yilarda fare, sican ve kobaylara uygulanabilen

davranigsal testler 6n plana ¢gikkmaktadir®-38.:89-°1,

Otoakustik emisyonlar dis kulak yoluna vyerlestirilen bir prob vasitasiyla
sessiz bir ortamda sedasyon altindaki bir sigandan rahatca alinabilir. ik
degerlendirmesinde emisyon alinamayan siganlar isitme kayiph kabul edilip galisma
disinda birakimaktadir. Test 6ncesi donemde deney hayvanlarinin vicut isillarinin
korunmasi, testleri etkilemeyecek anestezik madde sec¢imi, dis kulak yolu ve

timpanik membranin otomikroskopi altinda degerlendiriimesi 6nem arzeder °2.

Bir diger objektif test isitsel uyarimis beyin sapi ((UBP=ABR) cevaplardir.
Sedasyon altindaki sicanin, kulak ve vertekse vyerlegtirilen elektrotlar vasitasiyla
santral isitme yolagini degerlendirmek miimkiindir 2. insanda yapilan ABR'den
farkll olarak sican isitsel beyin sapi potansiyellerinde en belirgin olan Il. dalga

morfolojisidir ve esik belirlemede kullanimaktadir.

Sican vestibuler fonksiyonlarini dlgmek igin birgok davranigsal test modeli
tanmlanmistir. Literatirde en sk kullanlanlar kuyruktan asma (tail hanging),
havada diuzelme (air righting) ve yuzme (swimming) testleridir. Bu testler
baslangicta néromuskuler gelisim degerlendirilmesi amaciyla kullanimig olsa da,
toksik ajana maruz kalan deney hayvaninin hareket ve yonlenme davranislari analiz
edilerek vestibller etkilenme dizeyi hakkinda da oldukca iyi fikir sahibi

olunabilmektedir 5:89.91.93,94

Llorens tarafindan uygulanan ve sonradan birgok modifikasyonu geligtirilen
davranigsal test bataryasinda sican veya farelere serbest alan incelemesi, kuyruk

asma, havada diizelme ve ylizme testleri yaptirimigtir 88-89.95-97,

Martin-Lorens siganlarla nitril tUrevierinin vestibllotoksisitesini inceledigi
calismada kuyruk asma testinde tek tarafli kasima, dénme ve kafa cevirme
haretlerini etkilenme derecesine gore 0-4 puan arasinda yorumlamig; R. Casselise
farelerde tek tarafli vestibller hasari arastirdigi deneylerde etkilenmeyi davranigsal
testlerle 0-3 puan arasinda derecelendirmigtir. Etkilenme dizeyi Martin-Lorens’in

calismasinda vestibller etkilenme skoru (VDRs: vestibular dysfunction ratings)
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olarak belirtilmigtir. Tian ve arkadaslan da sigcanlardaki gentamisin ototoksisitesine
kirmizi ginsengin etkisinin arastirldigi ¢alismada siganlarin kuyruk asma ve ylizme
testlerini yine 0-3 arasinda puanlamistir. Cassel ayni zamanda hayvanlarin yuzme
kalitesi, sudan ¢ikis aninda kurulanma yetisi (grooming) ve sudaki dengesini de O-
3 puan arasinda derecelendirmis ve tek tarafli vestibller etkilenmenin Kklinik

yansimasini sayisal verilerle monitorize etmistir 53894,

4.2.5. Siganlarda Histolojik inceleme

Sicanlarin diseksiyonlari sirrasinda ¢ikarlan temporal bullalar formaldehit
solusyonunda fikse edildikten sonra dekalsifikasyon surecine sokulmaktadir.
Dekalsifikasyon sonrasi kesitleri alinan koklear ve vestibller alanlar hemotoksilen-
eozin boyasiyla mikroskopi altinda incelenmektedir. Hemotoksilen-eozin boyasiyla
hicrede mikroskopik dizeydeki morfolojik durum g6z énine serilmektedir. Ayni
spesmende saptanan morfoloji  toksisite duzeyini  gOsterebilecegi gibi
dekalsifikasyon travmalarini ve kesit alm problemlerini de benzer sekilde
gOsterebilmektedir. Bu nedenle toksisite ayrici tanisi igin apoptozisi saptamak

amaclyla TUNEL ve kaspaz-3 tetkikleri kullanimaktad ir1®.98-100,

Isikk mikroskopi altinda tlyli hicre kaybi, kokleovestibuler alanlardaki apoptozis,
piknozis ve vakuolizasyon siddeti 6lcilmektedir. Elde edilen veriler, koklear ve
vestibller alanlar i¢in ayr olmak kosuluyla, daha dnce tanmlanan histopatolojik

hasar derecelendirmesi ile 0 — 3 puan arasinda skorlanmaktadirlol,
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Arastirma Tipi

Bu arastirma deneysel olarak planlanmis olup, 200-250 gram arasindaki
normal isitme ve denge fonksiyonlarina sahip disi wistar albino siganlar Uzerinde
yapllmistir. Her biri 7 saglikl sicandan olusan 4 ayri grup olusturuimus, siganlarin
odyovestibller ve histopatolojik incelemeri, uygulanan tedaviden haberi olmayan

uzman Kisilerce degerlendirilip skorlanmigtir.

5.2. Arastrma Yeri ve Zamani

Oncelikle Ekim - Kasim 2018 tarihinde literatiir arastrmasi yapildi. Yontem
ve girisimsel islemlerin uygulama siralamasinin belirlenmesinin ardindan Dokuz
Eylil Universitesi Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuarinda, Kasm 2018 —
Subat 2019 tarihleri arasinda pilot galisma uygulandi. Pilot calisma tamamlandiktan
sonra 28 adet hayvan ile Mart - Nisan 2019 tarihinde deneysel calisma yapildi.
Sakrifikasyon sonrasi diseksiyonlarda elde edilen materyallerin incelemesi Mayis-
Ekim 2019 tarihinde Dokuz Eylil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dalinda tamamlandi..

5.3. Calisma Gruplari

Calsma Dokuz Eylil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Multidisiplin Laboratuarinda randomize olarak secilen outbred disi wistar albino
sicanlar ile gergeklestirildi. Gorulebilir bir dis kulak yolu, kulak zarn olan, orta kulak
patolojisi olmadigi dogrulanan, tarama DPOAE testlerinde yanit oldugu gé6zlenen

sicanlar calismaya dahil edildi.

Uygulama ve enjeksiyon dozlarinin, test ortaminin ve sirelerinin
standardizasyonunu saglamak amaciyla deneysel inceleme dncesi donemde 4 adet
200 - 250 gr agirligindaki sican ile pilot calisma gercgeklestirildi. Pilot gcalismanin

tamamlanmasinin ardindan deneysel inceleme agsamasina gecildi.
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Yirmisekiz sigan kontrol grubu ile birlikte toplam 4 ayr gruba ayridi. Dort
grubun enjeksiyonlari, multidoz olarak 7 giin sireyle her giin, toplamda 7 doz olarak
yapildl. Ajanlar sadece sag tarafa, dig kulak yoluna uygun boyda spekulum
yerlestirildikten sonra, 20 gauge igne ve operasyon mikroskobu altinda intratimpanik

olarak ve kavite doldurulacak sekilde (0.06 ml) enjekte edildi.

Hayvanlara  vestibuler  degerlendirme  testleri  yapildktan  sonra
otomikroskopik muayene, sonrasinda OAE ve IUBP test incelemeleri yapidi. Bu
islemler calisma 6ncesi bazal degerlendirme olarak, ila¢c uygulamalari sonrasi ise
24. saat, 7. gun ve 10. gun (sakrifikasyon dncesi) uygulandi. Girisimsel islemler ve
odyovestibller degerlendirilmelerden ©6nce sigcanlarin  anestezileri; ketamin
hidroklorid (50 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5 mg/kg) intraperitoneal yolla
uygulanarak saglandi. Her enjeksiyondan sonra sicanlar, anestezinin etkisi
tamamen gecene kadar gézlem altinda tutuldu ve ilag uygulanan kulak tstte kalacak
sekilde yan yatirilarak kafesine birakildi. Her bir gruba sirasiyla gentamisin (grup
A), hyaluronik asit (grup B), hyaluronik asit ve gentamisin kombinasyonu (grup C),

serum fizyolojik (grup D) intratimpanik olarak uyguland.

A grubundaki sicanlara 13.33 mg/ml konsantrasyonundaki 0.06 ml
gentamisin, B grubundaki sicanlara 0.06 ml hacminde c¢apraz bagli hyaluronik asit
otojel, C grubundaki sicanlara ise 26.66 mg/ml konsantrasyonundaki 0.03 ml
gentamisin + 0.03 ml gapraz bagl hyaluronik asit jel karisimi, D grubundaki
sicanlara ise 0.06 ml izotonik serum fizyolojik intratimpanik olarak 7 gin sureyle
uygulandi. Yedi gunlik multidoz uygulama sonrasi, 3 gin ila¢ verilmeksizin izlenen

sicanlar 10. gin son davranis testleri ve odyolojik incelemeleri uygulanip sakrifiye
edildi.

Gentamisin grubundaki hayvanlara yapimak Uzere mililitresinde 40 mg
gentamisin bulunan (Genta, Ulagar ila¢c sanayi Tirk AS, istanbul, Tirkiye) 1 ml
gentamisin solisyonu 2 ve 0.5 ml bikarbonat ile karigtridi ve mililitrede sirasiyla
13.33 ve 26.66 mg’llk gentamisin bulunan konsantrasyonlara ulagildl. Sonrasinda
bu solusyonlardan 0.79 mg gentamisin etken dozu olusturacak sekilde, A ve C

gruplarina sirasiyla 0.06 ve 0.03 ml intratimpanik olarak verildi.
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Deneylerde kullanimak Gzere ¢apraz bagl hyaluronik asit molekulinin yari
kati, jel formu (PureRegen Gel Otol 2 ml, Bioregen Biomedical, Changzhou Co. Ltd.)
kullanidi. B ve C grubunda capraz bagh hyaluronik jel formu 20 gauge igne ile
sirasiyla 0.06 ve 0.03 ml iceren miktarlar ile tatbik edildi (Tablo 1). C grubunda
gentamisin ve hyaluronik asit kombinasyonu ayni enjektorde, es zamanli olarak
timpanik kaviteye enjekte edildi.

TUm siganlar 0, 1, 7 ve 10. gunlerde odyolojik ve vestibller incelemeye tabi
tutulduktan sonra 10. gun intrakardiyak ketamin hidroklorid ve ksilazin hidroklorid
kombinasyonu uygulanarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi sigcanlarin
temporal kemik diseksiyonlari tamamlandi ve spesmenler doku hasari ve hicre

morfolojisi agisindan i1sik mikroskopik gorus altinda incelendi.

Tablo 1:Calisma Gruplar:

A grubu Genta (n:7)

intratimpanik Gentamisin (0,79mg, 0,06ml) uygulanan

sican (wistar rat) grubu

B grubu HA (n:7)

intratimpanik Capraz Baglh Hyaluronik asit (0,06ml)

uygulanan sigcan (wistar rat) grubu

C grubu Genta + HA (n:7)

intratimpanik Gentamisin (0,79mg, 0,03ml) + Capraz
Bagli Hyaluronik asit (0,03 ml) uygulanan sican (wistar rat)

grubu

D grubu Konrol SF (n: 7)

intratimpanik Serum fizyolojik (0,06ml) uygulanan sigan

(wistar rat) kontrol grubu

5.3.1. Gruplara Yapilan Islemlerin Tanimi

Genta (n:7): intratimpanik Gentamisin uygulanan sican grubu

Calismanin 0. giinii: Isitme ve denge fonksiyonlarinin bazal degerlendirmesi yapildi.

Caligmanin 1 - 7. gunii: intratimpanik enjeksiyon ile 0.06 ml, 0.79 mg gentamisin

(13.3 mg /ml) es hacimde verildi.
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ilk enjeksiyon sonrasi 24. saatte isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.
Calismanin 7. ginii: isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi

Calismanin 10. ginii: isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi. Sakrifikasyon

sonrasi vestibul ve koklea ¢ikarilip degerlendirildi.

HA (n:7) intratimpanik Hyaluronik asit otojel uygulanan sican grubu

Caligmanin 0. giinii: Isitme ve denge fonksiyonlarinin bazal degerlendirmesi yapildi.
Calismanin 1-7. gunii: intratimpanik 0,06 ml hyaluronik asit es hacimde verildi.

Ik enjeksiyon sonrasi 24. saat isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.
Calismanin 7.ginii: Isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.

Calismanin 10. giinii: isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi. Sakrifikasyon
sonrasi vestibll ve koklea c¢ikariip degerlendirildi.

Genta-HA (n:7): intratimpanik Gentamisin + Hyaluronik asit Otojel uygulanan sican grubu

Calismanin 0. giinii: isitme ve denge fonksiyonlarinin bazal degerlendirmesi yapildi.

Calismanin 1 - 7. guni: intratimpanik 0.03 ml hyaluronik asit otojel + 0.03 ml, 0.79
mg gentamisin (26.6 mg /ml) es hacimde verildi.

Ik enjeksiyon sonrasi 24. saatte isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.
Calismanin 7. ginii: Isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.

Calismanin 10. ginii: isitme ve denge fonksiyonlar degerlendirildi. Sakrifikasyon

sonrasi vestibll ve koklea c¢ikarilip degerlendirildi.
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Kontrol SF (n: 7): intratimpanik izotonik Serum fizyolojik uygulanan sican kontrol grubu

Calismanin 0. giinii: Isitme ve denge fonksiyonlarinin bazal degerlendirmesi yapildi.
Calismanin 1 - 7. gund: 0.06 ml intratimpanik serum fizyolojik es hacimde verildi

Ik enjeksiyon sonrasi 24. saatte isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi.
Calismanin 7. gunii: Isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi,

Calismanin 10. ginii: isitme ve denge fonksiyonlari degerlendirildi. Sakrifikasyon

sonrasi vestibul ve koklea cikarilip degerlendirildi.
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Tablo 2:Deney zaman cizelgesi

Calisma
0.Giin
(Bazal

Olgtuimler)

Calisma
1-7. gin

Calisma
24.Saat

Calisma
7. gln

Calisma
7-10. glin

Calisma
10. giin

Gentamisin

(Grup A)

-Vestibuler

inceleme
-Anestezi
-DPOAE, ABR

-Anestezi
-Intratimpanik
Gentamisin

Uygulamasi

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Vestibller
inceleme
-Anestezi
-ABR

- [zlem

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Sakrifikasyon
-Histolojik

inceleme

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-DPOAE, ABR

-Anestezi
-intratimpanik
Hyaluronik
Asit

Uygulamasi

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

- [zlem

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Sakrifikasyon
-Histolojik

inceleme

Gentamisin+HA
(Grup C)
-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-DPOAE, ABR

-Anestezi
-intratimpanik
Gentamisin+
HyaluronikAsit

Uygulamasi

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

- [zlem

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Sakrifikasyon
-Histolojik

inceleme

Kontrol SF
(Grup D)
-Vestibliler
inceleme
-Anestezi
-DPOAE, ABR

-Anestezi
-intratimpanik

SF Uygulamasi

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Vestibiler
inceleme
-Anestezi
-ABR

- [zlem

-Vestibuler
inceleme
-Anestezi
-ABR

-Sakrifikasyon
-Histolojik

inceleme
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5.3.2. Odyolojik Degerlendirme yontemleri

Enjeksiyonlar oOncesinde bazal odyolojik incelemeler (ABR ve DPOAE)
uygulandi. Ardindan enjeksiyon sonrasi 24. saat, 7. gun ve 10. gunlerde her bir
sicanin isitsel ve vestibuler fonksiyonlari degerlendirildi. Vestibiler incelemelerde
son test yuzme testi olarak belirlendi. Test sonrasi hipotermiden kaginmak igin
hayvanlar kurutularak odyolojik incelemeler dncesi anestezi uygulandi. Anestezi igin
ketamin hidroklorid (50 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5 mg/kg) intraperitoneal
olarak uygulandi.

Her bir sigan; bazal test gunu, 24. saat, 7. gun ve 10.gunler igitsel uyarimig
beyin sapi yanitlari (IUBP=ABR), kuyruk asma testi (tail hanging), havada dizelme
testi (air righting reflex) ve ylizme testine (swimming test) tabi tutuldu.

Bu testlerde bazal degerlendirmede normal vestibulokoklear fonksiyona sahip
hayvanlar calismaya dahil edildi. DPOAE ve ABR testi sessiz odalarda uygulandi.
Otoakustik emisyonlar Otodynamics ILO 88 Echoport V6 yazilim programli
versiyonu kullanilarak test edildi. Test stimulusu olarak birbirlerine orani 1.2 olan iki
farkl saf ses 65 ve 55 dB SPL seviyesinde verildi ve 1.5, 2, 4, 6 ve 8 kHz frekans
araliginda DPOAE kaydi yapildi. DPOAE testi koklea cevabi ortam gurdltisiinde n
yuksek, sinyal gurlliti orani 3 dB SPL’den yuksek ve uyarici stabilite orani %65 ve

Uzeri olacak sekilde kabul edildi.

ABR test kayitlar iki kanalll Smart EP Diagnostic Systems (Inteligent Hearing
System, ABD) ile yapidi.. Kayit elektrodu olarak, platin - iridium igne elektrod
kullanidi. Her bir sican icin toplam U¢ elektrod negatif ipsilateral kulak kepcesi
altna, pozitif vertekse, toprak elektrod ise siganin sitna subdermal olarak
yerlestirildi. Her iki kulaga da ayr ayn standart klik ve 4, 8,16, 20 ve 32 kHz
frekanslarinda alterne polaritede tone burst uyaranlar verilerek, ABR esik degerleri
kaydedildi. Analiz stiresi 15 ms, kayitlama filtresi ise 100-3000 Hz araliginda ve 9,7
uyaran/s skliginda tutuldu. Uyaran siddeti 85-0 dB nHL arasinda 10 dB nHL
basamaklarla azaltidi, tekrarlanabilir Il. dalganin gdzlendigi en dusuk uyaran

seviyesi esik deger olarak kabul edildi. lla¢ kullanimasindan 6nce minimum esik
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deger 15 dBnHL olacak sekilde normal igitmesi saptanan sicanlar ¢alismaya dabhil
edildi.

5.3.3. Vestibiler Fonksiyonlarn Degerlendiriimesi

Hayvanlarin vestibuler fonksiyonlari daha 6nce LLorens’in tanmladigi kuyruktan
asma, ylzme ve havada dizelme testleri ile 6lctldi®®192, Her vestibller inceleme
arasinda sicanlar 10 dakika kafeslerinde tutuldu ve yluzme testi sonrasinda ise 30
dakika sicak 1skk kaynaginin altinda kurutuldu. YuUzme testinde igme suyu kullanild
ve hipotermiden korunmak amaciyla daha Once istidi. Davranig testleri
korlestiriimis arastrmacilar tarafindan objektif sekilde puanlanabilmesi amaciyla
tripod kullanlan kamera ile kaydedildi. Boadas’'in 2005 yilinda tanmladigi ve daha
sonrasinda 2013 de Dyhrfjeld, 2016'da Gaboyard'in, 2019'da Martin-Lorens’in
kullandig1 derecelendirme metodu, 2018 ylinda R.Casselin kullandigi modifiye
sekliyle uygulandi 38.8889.94,97.103 (Taplo 3).

Kuyruktan asma testi: 50 cm yuksekligindeki masadan sarkitlacak sekilde

plastik flasterler ile kuyruklarindan 2 dakika slresince tutturulan siganlarin tek tarafli
kasima ve kalga ekseninde dénme hareketleri derecelendirildi.

Havada dizelme testi: 30 cm yukseklikte 2 dakika siresince sirt Ustl tutulan
sicanlar yumusak tekstil ve kopuk zemin Uzerine birakilarak dogrulma becerileri
Olculda.

Yizme testi: Silindir seklinde, yuksekligi 50 cm, ¢api 30 cm olan 3 es havuzda
vucut sicakliginda, icme suyuna atlan sicanlarin 2 dakika siresince yluzme
kalitesinde bozulma, kuyruk ekseni etrafinda donme derecesi ve sudan ¢iktktan

sonra kurulanma becerisindeki etkilenme puanlandi.
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Tablo 3:Vestibiiler Hasar Skorlamas:

VDRSs Etki Tanimi

(Vestibuler hasar skorlamasi)

0 puan Etkilenme yok

1 puan Etkilenme suphesi mevcut

2 puan Net etkilenme belirtisi mevcut
3 puan Agrr derecede etkilenme

Etkilenme puanlari toplanarak siganlarin 1, 7 ve 10. gin etkilenme dizeyleri ve
kullanlan ajanlara goére gruplar arasindaki istatiktiksel farklari élculd.

5.3.4. Sakrifikasyon ve Histopatolojik Degerlendirme

Bir ve 7. gunler arasi enjeksiyon uygulanan sicanlar caligmanin 10. glninde
isitme ve denge degerlendirmeleri son kez yapildiktan sonra intrakardiyak ketamin
ve ksilazin uygulanarak sakrifiye edildi ve temporal bullalarn histopatolojik inceleme
icin cikaridi. Diseksiyonlar standart olarak tek cerrahi set ile son odyovestibiler
incelemeden hemen sonra otomikroskopi altinda ugulandi. Her bir sicanin temporal
bullasi ¢karildiktan sonra ¢gevre kas ve kemik fragmanlarindan diseke edilerek

formaldehite konuldu ve 24. saatte fiksatifleri yenilendikten sonra Dokuz Eylil
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’na inceleme icgin teslim edildi.

Deney sonunda elde edilen dokularin histolojik incelemelerinde i¢ kulakta
baziler membran spiral ganglion, koklear sinir, stria vaskularis, spiral limbus, dig ve
i¢ tiylt hucreler, spiral ligament, utrikul ve sakkul makulasi dejenerasyon agisindan
degerlendirildi. Histomorfolojik degerlendirme hematoksilen eozin boyamasi,
TUNEL, aktive kaspaz-3 ile yapildi, vakuolizasyon, piknozis ve hicresel

dejenerasyon degerlendirildi.

TUNEL,; apoptozise ugrayan hucreleri tespit etmek icin yapilan bir yontemdir.
Bu test ile apoptozisin ileri ewvrelerinde belirleyici olarak rol alan apoptotik
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hiucrelerdeki nikleer kromatin fragmentasyonu saptanmaktadir. TUNEL testi metod
olarak DNA kirkklarinin sonuna polimeraz terminal deoksinukleotidil transferaz
eklenerek isaretlenmesi prensibine dayanan bir testtir. Bu yontem temelinde
apoptotik hucrelerdeki DNA sarmal kiriklarini, serbest 3°- OH uglarinda enzimatik
bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanarak apoptozise giden hicrelerin
goruntilenmesini  saglamaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-

labelling” so6zcuklerinin kisaltimasi olan “TUNEL” yontemi adiyla animaktadir.

Kaspaz-3 yontemi ise sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3'in
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenmesidir. Aktive kaspaz-3 tn pozitif
olmasi hlcrenin geri donUsslz apoptoz yolagina girdiginin gostergesi olarak kabul

edilir.

5.4. Arastirma Materyali

Ortalama agrrliklari 200-250 g olan, 32 adet disi sigan (wistar albino rat)
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastrma
Laboratuarindan (DEUTFDHAD) saglandi. Siganlar ¢alisma siresince oda isisinda
ve oniki saatlik aydinlik ve oniki saatlik karanlk alanda tutuldu; palet sican yemi ve
suyu ile beslendi. Hayvanlar testlerin uygulanacagi laboratuvara en az 30 dakika
once konularak ortam degisiminyaratabilecegi stres minimuma indirilmeye caligild1.
Deney sirasinda intratimpanik enjeksiyonlar icin otomikroskop (Zeiss, Germany),
yuzme testi icinse 3 adet 50 cm yukseklginde 30cm c¢apinda silindir su tanklari

kullanild1.

5.5. Arastirmanin Degigkenleri

Arastrmanin  bagmli degiskeni: Isitme kaybi, Vestibiller Etkilenme, Histolojik
etkilenme
Arastirmanin bagimsiz degiskeni: Gentamisin, Hyaluronik asit, Sire

Arastirmanin kontrolli degiskeni: Cinsiyet, Agirlik
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5.6. Veri Toplama Araclari

Aminoglikozidlerin toksisitesi ve koruyucu ajanlarin etkileri daha 6nce sikga
aragtirimigtir. Toksisite modellerinin oldugu ¢aligmalarda insanla benzerliklerinden
dolayr kobay ve sicanlar kullanimigtir. Yapilan deneylerde ajan uygulamalari
sonrasi etkilenmeler odyovestibller testlerle incelenmigtir. Kokleovestibiler
fonksiyon bozukluklari bu deneysel incelemeler sirasinda birinci ginden itibaren

monitdrize edilmeye baslanmistir.

Hayvanlarin  vestibuler skorlari davranigsal testlerle Olgulirken, isitsel
fonksiyonlarini  degerlendirmek icin OAE ve I[UBP kullanimistir. Biz de
calismamizda sicanlarin vestibuler fonksiyonlarini 1., 7. ve 10. gin havada
dizelme, ylzme ve kuyruktan asma testleriyle hesapladik. Testler yapilirken
vestibuler degerlendirme sonrasinda yapilan isitsel incelemeler 6ncesinde anestezi
uygulandi ve 7 gunlik multidoz uygulama sonrasi 10. gin siganlar sakrifiye edilerek

temporal bullalari histolojik inceleme amaciyla ¢ikaridi.

5.6.1. Aminoglikozid Toksisitesinin Olusturuimasi

Gentamisin grubundaki hayvanlara yapilmak Uzere mililitresinde 40 mg
gentamisin bulunan 1 ml gentamisin solisyonu (Genta, Ulagar ila¢ sanayi Turk AS,
istanbul, Tirkiye) sirasiyla 2 ve 0.5 ml bikarbonat ile karistirild1 ve mililitrede 13.33
ve 26.66 mglk gentamisin konsantrasyonlarina ulagildl. Sonrasinda bu

solisyonlardan 0.79 mg gentamisin olusturacak sekilde sirasiyla 0.06 ve 0.03 ml lik
miktar intratimpanik olarak verildi. Uygulama 1 - 7. glnler ardigik olarak tekrarland1.

5.6.2. Anestezi Yontemi

Girisimsel iglemler ve isitme fonksiyonlari degerlendiriimeden dnce siganlarin
anestezileri ketamin hidroklorid (50 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5 mg/kg)
intraperitoneal yolla uygulanarak saglandi. Her enjeksiyondan sonra sicanlar,
anestezinin etkisi tamamen gegene kadar gozlem altinda tutuldu ve kafesine
brrakidi. Her sicanin otomikroskopik muayenesi gunlik olarak yapidi ve ilag
uygulama sonrasi sicanlar saglam kulaklarinin Gzerine lateral dekibit pozisyonda
yatirid1.
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Tum siganlar 10. ginde incelemeleri sonrasinda intrakardiyak ketamin
hidroklorid (50 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5 mg/kg) kombinasyonu uygulanarak

sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi sicanlarin temporal kemik diseksiyonlari
tamamlandi ve spesmenler sk mikroskopik bakida incelendi.

5.6.3. Vestibiler ve Odyolojik Inceleme

Deney srrasinda bazal degerlendirme, 24. saat, 7. gin ve 10. gin denge ve

isitme testleri uygulandi.

Vestibllopati; i¢ kulaktaki periferik denge merkezini olusturan utrikul, sakkul
ve yarim daire kanallarinda olusan hasar sonrasi gelisen denge problemidir.
Vestibulotoksik girisimler ve ilag uygulamalarindaki ideal dozaj ve kullanim seklini
saptayabilmek amaciyla bircok vestibulopati modeli olusturuimustur. Hayvan
modellerinde vestibulopatiyi derecelendirmek adina gesitli tarifler yapimis olsa da
bunlar arasinda en kullanigl olani LLorens’in tanmladiy1 davranigsal test bataryasi
olmustur. Yapilan arastrmalarda derecelendirme metodlan da modifiye edilmis ve
etkilenme dizeyleri matematiksel olarak formile edilmistir. Biz de ¢alismamizda
vestibllin etkilenme derecesi monitorize etmek icin Cassel'infare modeli Gzerindeki

skorlamasini kullandik 89.94,

Resim 1:Swimming ( Yuzme) Testi
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Resim 2: Tail Hanging (Kuyruk asma) Testi

incelemede Llorens’in tanimladigi yontemler olan Tail-hanging (kuyruktan
asma), Swimming (yizme) ve air-righting (havada dizelme) testleri uygulandi.
Testlerin degerlendiriimesi, ilag uygulamarindan habersiz olan koérlestiriimis

aragtirmacilar tarafindan O - 3 arasinda puan verilerek degerlendirildi.

Resim 3: Air Righting ( Havada diizelme) Testi

44



DPOAE testleri icin “Otodynamics ILO-V6 Cochlear Emission Analyzer 5.61”
(Otodynamics, London) programi kullanildi; 2 f1 - f2 6lgimu yapildi ve tetkikte 1500,
2000, 3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz frekans Olgumleri kaydedildi.

Resim 4:Sican OAE Olgiimii - Serum Fizyolojik Grubu

ABR dlgumleri icin Intelligent Hearing Systems (IHS, Miami, FL) cihazi Smart-
EP 10 kullanild1; 4, 8, 16, 20 ve 32 kHz'de, saniyede 37.1 kez, alterne polariteli ton
burst uyaran kullanildi. Frekans bazindaki isitme esikleri ll. dalga esigdi saptanarak
belirlendi.

Resim 5:Sican Otoakustik Emisyon ve IUBP Olgtim Unitesi
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Resim 6:Sican IUBP Olgiimii ve Elektrot Diizenegi- Gentamisin Grubu

5.6.4. Ajan Uygulamasi

Literatirde yara iyilesmesini hiziandirmasi, sinesiyi azaltmasi ve postoperatif
donemde dis kulakta mekanik destek gorevi arastirimis olan, ayni zamanda in vitro
calismalarda ilag akigkanligr ve iletimini artirdigi gosterilen gapraz bagh hyaluronik
asit derivelerinin gentamisin otoksisitesi Uzerine olan olasi pozitif veya negatif

etkilerinin incelenmesi hedeflendi?6.80.100,

A grubundaki sicanlara 13.33 mg/ml konsantrasyonundaki 0.06 ml
gentamisin (Genta, Ulagar ilag sanayi Tirk AS, istanbul, Tiirkiye), B grubundaki
sicanlara 0.06 ml hacminde ¢apraz bagh hyaluronik asit otojel (PureRegen Gel Otol
2 ml, Bioregen Biomedical, Changzhou Co. Ltd.), C grubundaki sicanlara ise 26.66
mg/ml konsantrasyonundaki 0.03 ml gentamisin + 0.03 ml ¢apraz bagl hyaluronik
asit jel karnigimi, D grubundaki sicanlara ise 0.06 ml izotonik serum fizyolojik
intratimpanik olarak 7 gin sireyle uygulandi.

5.6.5. Histolojik inceleme

Yuzde 10’luk formaldehit ile tespit edilen doku Ornekleri 3 gunlik formalin
fiksasyonunun ardindan kesit alinabilmede kolaylk saglanmasi igin kalsiyum
tuzlarini uzaklastirmak amaciyla dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon ajani olarak her
hafta 2 kere degistiriimek Uzere EDTA bir ay sire uygulandi. Her hafta kemik

dokunun yumasayip yumusamadig! insulin enjektoru ile kontrol edildi.
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Fiksatifin uzaklastirimasi amaciyla spesmenler 1 gece akarsu altinda
ykandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’den %95’e artan etil
alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 20’ser dakika 4 degisim aseton
solusyonlarindan gegcirildikten sonra 2 degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu; 60°C’lik
etliv icerisinde 2 degisim parafin uygulanip 1’er saat parafin ile immersiyonu
saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine gomduldi. Parafin bloklardan
inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile Sum’lik kesitler alindi (Tablo 4).

Tablo 4:Isitk Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastirimasi Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflastirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme %60 C etiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

5.6.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolu

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciligi ile alnan 5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etivde birakidktan sonra, 20’ser
dakika U¢ deg@isim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon iglemi i¢in %95’den
%70’e azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda ykand1.
On dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile
boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirimasi icin 10 dakika
akarsuda ykanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile
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boyandi. Ardindan sirasiyla % 80 ve % 95’lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan  kesitler seffaflastrma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde
tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi
(Tablo 5).

Tablo 5:Hematoksilen-Eozin Boyama Protokoli

Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dk
Dehidratasyon % 95 alkol Yikama
% 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
% 80 alkol 1 ylkkama
% 95 alkol 1 ykama
Seffaflagtirma Ksilol (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan

5.6.5.2. TUNEL Ydntemi

TUNEL (dUTP Nick End Labelling) pozitif hucreleri gostermek amaciyla
Roche (Cat. No. 11 684 795 910) kiti kullanildi. Deparafinize edilen doku kesitleri
azalan alkol serilerinden gecirilip distile su ile ykandi. Proteinaz K solusyonu ile 15
dk 37°C derecede inkibe edilen kesitler ykama sonrasi TDT (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase) enzimi ile 37°C’de 1 saat inkibe edildi. PBS
(Phosphate Buffered Saline) ile yikamanin ardindan POD (Peroxidase) sollisyonu
icinde 15 dk 37 °C derecede bekletilip yikamanin ardindan Diaminobenzidin (DAB)
(1718096, Roche, Darmstadt, Germany) kromojeni ile boyama yapildi. Mayer's
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hematoksilen ile ard alan boyamasi yapilan kesitler artan alkol serilerinden gegirilip
ksilol ile seffaflastinldiktan sonra entellan ile kapatidi ve sk mikroskobu ile

incelendi (Tablo 6).
Tablo 6: TUNEL yontemi

Deparafinizasyon, PBS 3x5 dk
Yikama
Proteinaz K 15dk, 37°C
Yikama PBS 3x5 dk
TDT enzimi 1saat 37°C
Yikama PBS 3x5 dk
Converter POD 30 dk, 37°C
Yikama PBS 3x5 dk
Boyama DAB 2-10 dk
Yikama Distile su 3x5 dk
Ard alan boyamasi Mayer's HE 2 dk
Yikama Cesme suyu
Seffaflastirma
Kapama Entellan
5.6.5.4. Indirekt Inmunohistokimyasal Yéntem

Aktif Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin gdsterilmesi amaciyla tavsan spesifik
(MAB10753, Sigma, Germany) antikoru kullanidi. immunohistokimyasal inceleme
icin 60°C lik etivde 1 gece ve ksilolde 3 degisim 20’ser dk deparafinize edilen doku
kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra 10 dakika distile su ile
yikandi.

Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile
gevreleri sinirlandi; pH 6 ayarli sitrat tampon ile 5 dk ylksek isida mikrodalgada
tutulan kesitler 20 dk sogumaya birakildi, ardindan doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lUk hidrojen peroksit uygulandi; 3 defa 5’er dakika
fosfat tampon sollsyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda isisinda bloklama soltisyonu

(Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043, USA) ile enklibe edildi ve
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ardindan ylkkama yapillimadan Aktive Kaspase-3 antikoru ile bir gece +4°C’de inkibe

edildi. Ardindan fosfatli tampon sollsyonu ile 3 defa ylkkanan kesitler biyotinlenmis

sekonder antikor ile 15 dk enkube edildi. PBS solusyonu ile ykama yapildiktan

sonra Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) 15 dk

uygulandi. Reaksiyonun gorundr hale getirilmesi igin DAB (Diaminobenzidine)

kullanidi. Zemin boyamasi Mayer's hematoksilen ile yapildi.. Dereceli alkollerde

dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflagtrma isleminden

sonra entellan ile kapatidi (Tablo 7).

Tablo 7:Immunohistokimyasal Yontem

Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Ksilen 30 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Sitrat tampon 5 dk yuksek Is1
Yikama PBS 3x5 dakika
%3'lUk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok sollsyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon Caspase-3 1 gece +4°C’de
Ykama PBS 3x5 dakika
Biotinlenmis sekonder antikor | 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin sekonder antikor | 30 dakika
Ykama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Entellan
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5.6.5.3. Histomorfolojik ve Immunhistolojik Skorlama

Histopatolojik etkilenme duzeyleri kesit alimi sonrasi hemotoksilen-eozin,
TUNEL ve kaspaz boyamalar ile incelendi. Yapilan islemlerden habersiz
korlestirilmis arastrmacilar tarafindan etkilenme dereceleri sayisal verilerle
skorlandl. Objektif olarak hasar seviyesini tanmlayabilmek adina Freitas’in

gelistirdigi etkilenme derecesi kullanidi 1%4 (Tablo 8 - 10).

Tablo 8:Dus Tiiylii Hiicre Hasari Skorlamast

0 puan BUtunligl korunmus 3 Dis tlylu hitcre(DTH) varligi

1 puan BUtGnligl  korunmus 2 Dig tuylt hucre(DTH) varlig

2 puan BUtinlGgl korunmus 1 Dig tiylt hicre(DTH) varlig

3 puan Battnlidu korunmus Dis tayla hicre(DTH) olmamasi

Tablo 9:4poptozis Skorlamast

0 puan Apoptotik hiicre yok

1 puan 1-5 arasi apoptotik hucre

2 puan 6-10 arasi apoptotik hucre
3 puan 10'dan fazla apoptotik hiicre

Tablo 10:Histopatolojik Etki Skorlamasi

0 puan Histopatolojik degisiklik yok

1 puan Minimal histopatolojik degisim

2 puan Orta duzeyde histopatolojik degisim

3 puan Agrr duzeyde histopatolojik degisim, hiicre tanmlamasi zorlasmig
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5.7.  Arastrmanin Plani ve Takvimi

Arastirmada oncelikle Ekim 2018 — Temmuz 2019 arasinda literatlr taramasi
yapildi. Ekim 2018 tarihinde etik kurul onayl alindiktan sonra Kasim 2018’de pilot
calisma uygulandi. Ardindan baglayan deneysel islemler Mart — Nisan 2019
tarihlerinde tamamlandi. Veri girigi ve histopatolojik incelemeler Mayis — Ekim 2019
tarihnlerinde tamamlandiktan sonra Eylul — Ekim 2019 tarihlerinde istatistiksel analiz
uygulandi. Tez yazimi Haziran — Kasim 2019 tarihleri arasinda tamamlandi (Tablo
11).

Tablo 11:Arastrmanin Plant ve Takvimi

Baslangig Bitis
Literattir taramasi Ekim 2018 Temmuz 2019
Etik kurul onayi Ekim 2018 0
Pilot Calisma Kasim 2018 Subat 2019
Deneysel Caligsma Mart 2019 Nisan 2019
Verilerin Girilmesi Mayis 2019 Ekim 2019
Histopatolojik inceleme | Mayis 2019 Ekim 2019
istatistiksel analiz Eylul 2019 Ekim 2019
Tez Yazimi Haziran 2019 Kasim 2019

5.8.  Verilerin Degerlendirilmesi

Tum gruplarin odyovestibller test sonuglar birbiriyle ve grup ici analizlerle
karsilastiridi. Arastrma sonuclarinin istatistik analizi, SPSS icin Windows istatistik
programinin 22.0 versiyonu kullanilarak, % 95 guven araligi dizeyinde incelendi.
Verilerin ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri 6lculda.
Tanimlayici istatistiklerde, ABR ve vestibller hasar analizlerinde Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk testinde dagiimlarin normal olmadigi gérdldiu ve gruplar
arasi farkliliklar Kruskal Wallis varyans analizi ile incelendi ve Bonferroni diizeltmesi
uygulandi. Grup ici farklliklar Friedman varyans analizi ile incelenerek edilerek

anlamli farklliklar post-hoc Bonferroni diizeltmesi ile degerlendirildi. Histolojik hasar
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analizlerinde verilerin Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testinde normal
dagidig1 goruldi. ANOVA testi ve ikili analizler icin post-hoc Bonferroni diizeltmesi

uygulandi.
5.9.  Etik Kurul Onayi
Bu calisma, Dokuz Eylil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun

52/2018 protokol numaral 17.10.2018 tarihli, 07/18 Gundem ve Toplanti No’lu etik

kurulu onayl dogrultusunda gercgeklestirildi (Resim 15).
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6. BULGULAR

6.1. Distorsiyon Uriini Otoakustik Emisyon (DPOAE) Bulgulari

Dort gruptan elde edilen distorsiyon drini otoakustik emisyon degerlerinin

ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 12’de belirtildi. Esik degerler 1.5, 2, 3,

4, 6 ve 8 kHz frekanslari Olgulerek hesaplandi.

Tablo 12: Tiim gruplarmn bazal DPOAE amplitiidleri ve standart hata degerleri
Gruplar Gentamisin Hyaluronik Asit Gentamisin + Serum
Hyaluronik Asit Fizyolojik
Frekans (A) (B) © (D)
1.5 kHz 6.05+0.6 3.33+0.8 10.7+4.5 0.840.3
2 kHz 59+2.1 6.9+4.3 7.12+6.7 7.1+4.9
3 kHz 21.63+4.5 16.38+7.7 20.5+7.4 25.11+4.6
4 kHz 29.13+3.6 27.08+8.9 24.81+4.7 27.3846.2
6 kHz 44.25+3.3 40.915.9 41.361+4.1 40.4+4.3
8 kHz 40.33t4.4 37.16+£3.1 39.5+2.8 36.16+5.9

6.2. Isitsel Uyarimis Beyinsapi Potansiyelleri (lUBP)

6.2.1. IUBP yantlari

Yaptigimiz testlerde bazal IUBP’de tim gruplarda 1, 2, 3, 4 ve 5. dalgalar elde
edildi. Testlerde 3. dalga en disUk amplitidlli dalga olarak karsimiza ¢ikt.
Gentamisin (A) ve gentamisint+hyaluronik asit kombinasyonu (C) gruplarinda 1.
gunden itibaren isitme kaybi gdzlenirken (p<0,05), hyaluronik asit (B) ve kontrol
serum fizyolojik (D) grubunda esiklerde anlamh degisim saptanmadi (p>0,05) (Sekil
5-7).
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Sekil 5:Gentamisin Grubu Bazal - 4 ve 32 kHz ABR Grafikleri
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Sekil 6: Gentamisin Grubu Enjeksiyon sonrasi 7. giin - 4 ve 32 kHz ABR Grafikleri
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Sekil 7: Kombinasyon Grubu Enjeksiyon sonrast 7. giin - 4 ve 32 kHz ABR Grafikleri

354V

6.2.2. Tim Gruplarin IUBP Esik Ortalamalar ve Degisimi
Deney suresince esik degerlendirmelerdeki degisimi gdzZlemek amaciyla 1, 7

ve 10. gunler yapilan ABR testlerinde 4, 8, 16, 20 ve 32 kHz frekanslarindaki esik

ortalamalari, standart sapma, minimum ve maksimum degerler saptandi (Tablo 13).
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Tablo 13:Gruplarin Tammlayict Analizleri —0,1,7,10. Gun - 4,8,16,20,32 kHz
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statistiksel analizde bagimsiz degiskenler Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip
ikili analizlerde Bonferroni dizeltmesi uygulandi. Bazal degerlendirmelerde gruplar
arasinda 4, 8, 16, 20 ve 32 kHzZde anlamh farkllik saptanmadi. Deneyin 1., 7. ve
10. glinG yapilan testlerin timinde (24. saat 20 kHz de@eri hari¢); gentamisin
enjeksyionu iceren A ve C gruplarn ile digerlerinin(B ve D) arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilk oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 14).
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Tablo 14:4ABR Esik Degerlerinde Kruskal-Wallis ve Bonferroni Diizeltmesi — Frekans Bazli Analiz
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6.2.2.1. 4 kHz Esikleri

0.gln

Gruplar arasi anlamli fark yok.

1.gln
Grup D ile A arasinda (p:0,002) ve grup D ile C arasinda (p:0,011) anlamh farkhlik

saptandi. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli farklik yok.

7.90n

Grup D ile A arasinda (p:0,012), grup D ile C arasinda (p:0,00) ve B ile C grubu
arasinda (p:0,005) anlamli farklihk var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlaml
farklilk yok.

10.gln

Grup D ile A arasinda (p:0,00), D ile C grubu arasinda (p:0,008) ve A ve B grubu
arasinda (p:0,006) anlamli farklilik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlaml
farkllik yok.

Tum Gruplarin 4 kHz ABR Esik Ortalamalan
(IUBP dB SPL)

70
60
50

40
30
0 I

BAZAL 1.GUN 7.GUN 10.GUN

[y
o o

serum fizyolojik  Whyaluronik asit ~ mgentamisin+hyaluronik asit B gentamisin

Sekil 8:4 kHz 0,1,7 ve 10. Giin Esik Ortalamalari- Tim Gruplar
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6.2.2.2. 8 kHz Esikleri

0.gln

Gruplar arasi anlamli fark yok.

1.gun
Grup D ve grup A arasinda (p:0,016) anlamh farklilk var. Diger gruplar arasinda ikili

analizde anlamh farkllk yok.

7.90n
Grup D ve grup A arasinda (p:0,001), D ve C grubu arasinda (p:0,001) anlamli
farklilik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli farklilik yok.

10.gln

Grup D ve grup A arasinda (p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,006) ve B ile C
grubu arasinda (p:0,04) anlamh farkllik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde
anlaml farkllik yok.

Tum Gruplarin 8 kHz ABR Esik Ortalamalar
(IUBP dB SPL)

100
80

60

4
0

BAZAL 1.GUN 7.GUN 10.GUN

o

o

serum fizyolojik ~ mhyaluronik asit ~ mgentamisin+hyaluronik asit ~ mgentamisin

Sekil 9:8 kHz 0,1,7 ve 10. Giin Esik Ortalamalar: - Tim Gruplar
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6.2.2.3. 16 kHz Esikleri

0.gln

Gruplar arasi anlaml fark yok.

1l.gln
D ve A grubu arasinda (p:0,003) anlamh farklilk var. Diger gruplar arasinda ikili

analizde anlamli farklilik yok.

7.gun
D ve A grubu arasinda (p:0,001), D ve C grubu arasinda (p:0,00) anlaml farkhlik

var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamh farkllik yok.

10.gln

D ve A grubu arasinda (p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,009) ve B ve A grubu
arasinda (p:0,024) anlamli farklihik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlaml
farkllik yok.

Tum Gruplarin 16 kHz ABR Esik Ortalamalari
(IUBP dB SPL)

80
70
60
50

40
30
20
o uuum  nlENE
0

BAZAL 1.GUN 7.GUN 10.GUN
serum fizyolojik ~ mhyaluronik asit ~ mgentamisin+hyaluronik asit ~ m gentamisin

Sekil 10:16 kHz 0,1,7 ve 10. Giin Esik Ortalamalar: - Tim Gruplar

62



6.2.2.4. 20 kHz Esikleri

0.gln

Gruplar arasi anlaml fark yok.

1l.gln

Gruplar arasi anlaml fark yok.

7.90n
D ve A grubu arasinda (p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,001) anlaml farkllik

var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli farklilik yok.

10.gln

D ve A grubu arasinda(p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,002) ve B ve A grubu
arasinda (p:0,033) anlamli farklilik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli
farkhik yok.

Tum Gruplarin 20 kHz ABR Esik Ortalamalarn
(IUBP dB SPL)

80
70
60

50
40
3
2
- glmm nEEE
0

BAZAL 1.GUN 7.GUN 10.GUN

o o o

serum fizyolojik ~ mhyaluronik asit ~ mgentamisin+hyaluronik asit H gentamisin

Sekil 11:20 kHz 0,1,7 ve 10. Giin Esik Ortalamalar: - Tim Gruplar
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6.2.2.5. 32 kHz Esgikleri

0.gln

Gruplar arasi anlamlh fark yok.

1.gun
D ve A grubu arasinda (p:0,001) anlamli farkllik var. Diger gruplar arasinda iKkili

analizde anlamh farkllk yok.

7.gUn

D ve A grubu arasinda (p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,011) ve B ve A grubu
arasinda (p:0,021) anlaml farklilik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli
farklik yok.

10.gln

D ve A grubu arasinda (p:0,00), D ve C grubu arasinda (p:0,01) ve B ile A grubu
arasinda (p:0,012) anlamli farkllik var. Diger gruplar arasinda ikili analizde anlamli
farkllik yok.

Tum Gruplarin 32 kHz ABR Esik Ortalamalari
(IUBP dB SPL)

90
80
70

60
50
40
3
2
- ilin oli
0

1.GUN 7.GUN 10.GUN

o o o

serum fizyolojik ~ m hyaluronik asit ~ m gentamisin+hyaluronik asit ~ mgentamisin

Sekil 12:32 kKHz 0,1,7 ve 10. Giin Esik Ortalamalar: - Tim Gruplar
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Gruplarin isitme esik degerlerinin degisimlerine bakidiginda 24 saatten itibaren
gentamisin verilen gruplarin (grup A ve C) degisimlerinin istatistiksel anlamh farklilik
olusturdugu saptandi (p<0,05). Yedinci glin A ve C grubunun etkisinin belirginlestigi,
7. ve 10. gunler gentamisin verilmeyen B ve D gruplarina gore istatistiksel anlamli
farkllik olusturdugu goérdldi (p<0,05). A ve C gruplari arasinda 24. saat, 7. ve 10.
gln esik dederleri arasinda istatistiksel anlamli farklilk izZienmedi (p>0,05) (Sekil 8,
Tablo 14).

Gruplarin kendi iginde tekrarlayan olgumlerdeki degisimleri incelemek icin Friedman
analizi uygulandi ve gin bazinda istatistiksel olarak anlamh farkllk varligi
arastridi.  Farklligin hangi gunler arasinda oldugunu saptamak ic¢in Post-Hoc

Bonferroni analizi uygulandi (Tablo 15).
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Tablo 15: ABR Esiklerinde Grup I¢i Analizler - Friedman Analizi ve Bonferroni Diizeltmesi

00T | undor-undy y/N | undor-undg w/n | unBoT-undy oT'0 ungor -und'L w/N | undor-unds
L0 | undQr-und y/N | undor-undT w/n | UDEQT-undT 650 ungQr -und w/n | undor-undt
90°0 | und-updT y/N | undg-undt win | und-undt 00T undz - und't wiN | undL-und
00T | undor-undg w/n | undor-undo win | unE0T-undo 00'T und ot - undo win | Und0r- undo
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6.2.2.6. Gentamisin (A) grubu (n:7)

4 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,043), bazal
degerlendirme ile 10. gln arasinda (p:0,004) ve 1 ile 10.gun arasi(p:0,023) anlaml
farkllik saptandi. Bazal esikler ile 1. gtin arasinda, 1ile 7. gin arasinda ve 7 ile 10.

gun arasinda anlaml farkllik saptanmadi.

8 kHz igin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,011), bazal
degerlendirme ile 10. gin arasinda (p:0,00) ve 1 ile 10.gun arasinda (p:0,043)
anlaml farkllk saptandi. Bazal esiklerile 1. gin arasinda, 1ile 7. gln arasinda ve

7 ile 10. gun arasinda anlamh fark saptanmadi.

16 kHz icin bazal de@erlendirme ile 7. gun arasinda (p:0,004), bazal
degerlendirme ile 10. guin arasinda (p:0,001) anlamh farkllik saptandi. Bazal esikler
ile 1. gun arasinda, 1 ile 7. gin arasinda,1 ile 10.glin arasinda ve 7 ile 10. gin

arasinda anlamli fark saptanmad..

20 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,004) , bazal
degerlendirme ile 10. guin arasinda (p:0,004) anlamh farkllik saptandi. Bazal esikler
ile 1. gun arasinda, 1 ile 7. gin arasinda,1 ile 10.gun arasinda ve 7 ile 10. gin

arasinda anlamli fark saptanmadi.

32 kHz igin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,011), bazal
degerlendirme ile 10. gin arasinda (p:0,00), 1 ile 10. gun arasinda (p:0,043) anlamh
farkllik saptandi. Bazal esikler ile 1. gin arasinda, 1 ile 7. gin arasinda, 7 ile 10.

gun arasinda anlamli fark saptanmadi.
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6.2.2.7. Hyaluronik asit (B) grubu (n:7)

4 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gun arasinda (p:0,004) anlamli farkhlik

saptandi. Diger ikili karsilastrmalarda anlaml fark saptanmadi.

8 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,004) , bazal ile 10. gin
arasinda (p:0,023) , 1lile 7. gtn arasinda (p:0,043) anlamh farkllik saptandi. Bazal
esiklerile 1. gin arasinda, 1 ile 10. giin arasinda, 7 ile 10. giin arasinda anlamli fark

saptanmad..

16 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,001) , bazal ile 10. gin

arasinda (p:0,06) anlamli farkllik saptandi. Bazal esiklerile 1. gun arasinda, 1 ile 7,

10. gun arasinda, 7 ile 10. gun arasinda anlamh fark saptanmadi.

20 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gtn arasinda (p:0,011) , bazal ile 10. gln
arasinda (p:0,043), 1 ile 7. gun arasinda (p:0,011), 1 ile 10. gln arasinda (p:0,043)
anlamh farkllik saptandi. Bazal esikler ile 1. gin arasinda, 7 ile 10. gin arasinda

anlamli fark saptanmadi.

32 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gun arasinda (p:0,003) , bazal ile 10. gin
arasinda (p:0,011), 1ile 7. gin arasinda (p:0,043) anlamh farkllik saptandi. Bazal
esiklerile 1. gun arasinda, 1 ile 10. gun arasinda, 7 ile 10. gun arasinda anlamli fark

saptanmad..
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6.2.2.8. Gentamisin+Hyaluronik asit Kombinasyon (C) grubu (n:7)

4 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gun arasinda (p:0,00) , bazal degerlendirme
ile 10. gun arasinda (p:0,016) ve 1 ile 7.gun arasinda (p:0,031) anlamh farklilik
saptandi. Bazal egsikler ile 1. gln arasinda, 1 ile 10. gun arasinda ve 7 ile 10. gin

arasinda anlamh fark saptanmadi.

8 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,002) , bazal

degerlendirme ile 10. gin arasinda (p:0,031) ve 1 ile 7.gin arasinda (p:0,016)
anlaml farkllk saptandi. Bazal esikler ile 1. gun arasinda , 1 ile 10. gln arasinda

ve 7 ile 10. gln arasinda anlaml fark saptanmadi.

16 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,00) , bazal

degerlendirme ile 10. gin arasinda (p:0,011) ve 1 ile 7.gin arasinda (p:0,043)
anlamh farkllik saptandi. Bazal esikler ile 1. gin arasinda, 1 ile 10. gin arasinda

ve 7 ile 10. gln arasinda anlaml fark saptanmad..

20 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,001) , bazal
degerlendirme ile 10. gln arasinda (p:0,006) anlamh farkllik saptandi. Bazal esikler
ile 1. gln arasinda, 1 ile 7. gln arasinda, 1 ile 10. gin arasinda ve 7 ile 10. gin

arasinda anlaml fark saptanmad..

32 kHz icin bazal degerlendirme ile 7. gin arasinda (p:0,008) , bazal

degerlendirme ile 10. gun arasinda (p:0,008) anlamh farkliik saptandi. Bazal esikler
ile 1. gun arasinda, 1 ile 7. gin arasinda, 1 ile 10. gun arasinda ve 7 ile 10. gin

arasinda anlamli fark saptanmadi.
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6.2.2.9. Serum Fizyolojik (D) grubu (n:7)

4, 8, 16, 20 ve 32 kHz igin tum ikili karsilastrmalar arasinda anlaml farklilik

saptanmad..

Deneysel calismanin bazal degerlendirmesinde A grubunda enjeksiyonlar
dncesi saptanan IUBP ortalama esikleri 4 kHz igin 22.14, 8 kHz icin 21.43 dB SPL,
16 kHz icin 12.86 dB SPL, 20 kHz icin 16.43 dB SPL, 32 kHz icin 17.86 dB SPL
olarak olcildu (Tablo 13). Enjeksiyon sonrasi yapillan 24. saat incelemelerinde ise
esik degerlerde yukselme gorilmekle beraber, ikili karsilastrmada kontrol grubuyla
karsilastridiginda istatistiksel anlamh farkllik izlendi (p<0,05). Gunlik tekrarlayan
intratimpanik gentamisin enjeksiyonlardan sonra 7. giin lUBP dlcimlerinde esiklerin
belirgin olarak arttigi gézlendi. Literaturde ¢ogu ¢alismada saptandigi sekilde en gok
etkilenen frekans 32 kHz olarak oélculda (78.57 £ 7.4 dB SPL). Calismanin bazal
degerlendirmesinde isitme esik degerleri tim frekanslarda 12.86 — 22.14 dB SPL
arasinda degisirken, sakrifikasyon dncesi son gunu (10.gln) yapilan dlgimlerde
tim frekanslarda IUBP esiklerinin arttigi gézlendi. Esik ortalamalar 32 kHz'de 82.86
+ 6.9 dB SPL, 4 kHZde ise en dusuk seviye ortalamasi olan 51.43 + 18.41 dB SPL

olarak olculda.

B grubunda ise bazal degerlendirmede 4-32 kHz frekanslarinin isitme esikleri
ortalamasi 22.86 + 2.6 dB SPL olarak saptandi. B grubuna gunlik olarak tekrarlayan
hyaluronik asit enjeksiyonlari intratimpanik olarak uygulandi ve yuvarlak pencere
onunde maksimum etki suresi hedeflendi. Calismanin 24. saatinde ise B grubunun
isitme esikleri ortalamasi 36.43 + 3.7 dB SPL olarak saptandi. Esiklerde 7. ve 10.
gun bazal degerlendirmeye gore artiglar olsa da, bunlarin A ve C grubundan belirgin

derece dugsuk duzeyler oldugu gozlendi.
C grubunda 10.giin 32 kHz IUBP ortalamasi 61.43 + 9.8 dB SPL olarak

Olculdu. Oran olarak en ¢ok artan frekans ise 16 kHz Hz oldu (47.14 + 13.2dB SPL).
En az etkilenme ise 4 kHzZ'de 40 £ 10 dB SPL ortalama olarak saptandi.
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Gentamisin ve hyaluronik asit kombinasyonu uygulanan C grubunda
enjeksiyonlar devam ederken 1. ve 7. gunlerde bazal degerlere gore esik
ortalamalar istatistiksel anlamli olarak arttigi gézlendi. Enjeksiyonlar sonlandiktan
sonra (7 ve 10. giinler arasinda) hicbir IUBP esik ortalamasinin artmadigi, bununla
birlikte A grubu esikleriyle aralarinda istatistiksel olarak anlaml farkllik bulunmadigi
gozlendi (p>0,05).

Kontrol D grubunda yapllan bazal degerlendirmede isitme esikleri

ortalamalasindan elde edilen verilerle diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkllk saptanmadi (p>0,05) (Sekil 13,14).

IUBP 4-16 kHz Esik Ortalamalari

80
70
60 /
50
40
30 //
20 =
10
0
bazal 1.glin 7.gln 10.gln
= g itaMisin hyaluronik asit
gentamisin+hyaluronik asit serum fizyolojik

Sekil 13:4-16 kHz Frekans IUBP Esik Ortalamalarimin Degisim Grafigi

Gruplar arasi 4-16 kHz arasindaki frekanslarin esik degisimleri Sekil 13'de
verilmistir. Ylksek frekanslarda gorilene benzer sekilde gentamisin ve hyaluronik
asit kombinasyon grubunda (C grubu) 7.ginden sonra ABR esik ortalamalarinin
dUstigu ancak bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi gortlmektedir
(p>0,05).
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IUBP 20-32 kHz Esik Ortalamalari
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====pentamisin+hyaluronik asit serum fizyolojik

Sekil 14:20-32 KHz Frekans IUBP Egik Ortalamalarinin Degisim Grafigi

20-32 kHz frekans esik ortalamalarindaki gruplar arasi farkliliklari Sekil 14’de
verilmistir. Hyaluronik asit uygulamasi yapimis olan gruplarda (B ve C gruplan) 7
ve 10. gunleri arasinda ABR esiklerinde minimal dusus saptandi (p>0,05).
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6.3.  Vestibuler Etkilenme Bulgulari
Davranigsal test bataryasinda kuyruktan asma, havada dizelme ve yizme
testleri uygulandi. Bu testler sirasinda izlenen tek tarafli kasiima, kalgadan dénme,

yuzme kalitesi, ddonme davranisi, kurulanma becerisi ve havada dizelme becerileri

korlestirilmis arastrmacilar tarafindan skorlandi.

Tablo 16: Vestibiiler Etkilenme Diizeyi Tammlayict Analizleri

Vestibiler Etkilenme Diizeyi Tanimlayici Analizleri

Ajan Bazal 1.gln 7.gln 10.glin
Gentamisin Ortalama 0 5.43 11.29 14.86
(A grubu) Standart Sapma 0 1.3 1.7 2.4
Minimum 0 4 9 11
Maksimum 0 7 13 17
Hyaluronik asit Ortalama 0 0 1.57 1.43
(B grubu) Standart Sapma 0 0 1 1.27
Minimum 0 ] 0 0
Maksimum 0 0 3 3
Kombinasyon Ortalama 0 3.57 9.71 10.71
(C grubu) Standart Sapma 0 1.4 1.6 33
Minimum 0 2 a8 9
Maksimum 0 5 13 18
Serum fizyolojik Ortalama 0 0.57 0.86 1.14
(D grubu) Standart Sapma 0 1.1 1 1.5
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 0 3 2 4

6.3.1. 24. saat vestibuler degerlendirme skorlar

Tum gruplarin bazal de@erlendirmelerinde sigan vestibller davranig skorlari
normal olarak sonuglandi ve gruplar arasi farklik izienmedi. ik enjeksiyon sonrasi
24. saat testlerde gentamisin grubunun etkilenme puanlari serum fizyolojik ve
hyaluronik asit grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek o6lculd i
(p<0,05). Kombinasyon grubu ve hyaluronik asit grubunun etkilenme dulzeyleri

arasindaki farklligin da istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi (p<0,05).
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Gentamisin ile kombinasyon gruplari arasindaki ikili analizlerde ise igitme
esiklerinde go6zledigimiz gibi istatistiksel olarak anlamh farkllk godzlenmedi
(p>0,05).

Gentamisin grubunun denge fonksiyonlarinda 24. saatten itibaren giderek artan
bozulma oldugu saptandl. Kuyruk asma testinde tek yone deviye vicut postiri ve
tek yone kasilima hareketi derecelendirildiginde bazal degerlendirmede toplam puan
O(sifir) iken, 1. ginde ortalama 5.42 + 1.1 etkilenme puani (VDRS), 7. ginde 11.3 =

1.7 etkilenme puani, 10. glinde ise 14.85 + 2.4 etkilenme puani sonuglari elde edildi.

Benzer sekilde gentamisin grubundaki sigcanlarin kalca ekseninde dénme
hareketi skorlamasinda bazal degerlendirmede puan O iken, 1. ginde 11 puan, 7.

gunde 13 puan ve 10. ginde 17 puan olarak etkilenme dizeyi belirlendi.

Bu grubun yuzme testinde yuzme Kkalitesindeki bozulmada bazal degerler O
puan iken, 1. ginde 5 puan, 7. gunde 15 puan ve 10. ginde 18 puan olarak olculdi.
Yuzme testi sirasinda hayvanlarin kuyruk eksenleri boyunca sirekli donme hareketi
(rolling) ve havuzdan ciktktan sonraki temizZlenme ¢abasi (grooming) da etki dizeyi
ile orantih olarak puanlandi. A grubu sicanlarin rolling skorlari bazalde O(sffir), 1.
gln 2 puan, 7. gin 7 puan ve 10. gin 12 puan olarak saptandi. Grooming indeksi
ise bazalde 0, 1. ginde 6 puan, 7. ginde 15 puan ve 10. ginde 18 puan olarak
hesaplandi (Tablo 17 - 20).

Tablo 17:Gentamisin Grubu - Vestibiiler Test Bataryast Hasar Skorlart

A GRUBU Bazal l.gin |[7.gun |10.gun | Toplam
Vestibulopati

TH Postir ve Kasima 0 5 12 20 37

TH Kalcadan D6nme 0 11 13 17 41

SW Yiuzme Kalitesi 0 5 15 18 38

SW Suda Donme 0 2 7 12 21

SW Kurulanma Becerisi | O 6 15 18 39

AR Havada Duzelme 0 9 17 19 45
TOPLAM (VDRs) 0 38 79 104 221 puan
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B grubu (hyaluronik asit) sicanlarin vestibllopati degerlendirmesinde 24. saat,
7. gun ve 10. gin deg@erlendirmelerinde bazal incelemeye gore istatistiksel olarak

anlaml farkllklar izlenmedi. Total etkilenme skoru 21 olarak 6lculda.

Kuyruk asma tek yon kasilma postir bozuklugu agisindan degerlendirildiginde
sadece iki hayvan sirasiyla 7. ve 10. gunlerde 1’er puan aldi. Kalgadan donme
skorunda yine sadece iki sican 7 ve 10. gunlerde 1’er puan aldi. Kalan tim sicanlar
0, 1, 7 ve 10. gun incelemelerde 0 puan aldi . Benzer sekilde yizme sirasi donme
(rolling) skorunda 2 hayvan 1’er puan, kurulanma c¢abasi (grooming) skorunda 4
hayvan 1’er puan, ytzme Kkalitesi skorunda da 4 hayvan 1’er puan alarak tamamladi.
Toplamda 21 kez etki sUiphesi (1 puan) olarak tanimlanmakla birlikte, testlerin diger
tim incelemelerinde ise vestibill etki skoru saptanmadi. Kontrol serum fizyolojik
grubu ile yapilan (B ve D grubu) ikilianalizlerde de anlamli fark saptanmadi (p>0,05)
(Tablo 18).

Tablo 18:Hyaluronik Asit Grubu - Vestibiiler Test Bataryas: Hasar Skorlart

B GRUBU Bazal l.gin |[7.gun |10.gln |Toplam
Vestibulopati

TH Postiur ve Kasima 0 0 1 1 2

TH Kalgadan Donme 0 0 1 1 2

SW Yiuzme Kalitesi 0 0 2 2 4

SW Suda Donme 0 0 2 0 2

SW Kurulanma Becerisi | O 0 2 2 4

AR Havada Duzelme 0 0 3 4 7
TOPLAM (VDRSs) 0 0 11 10 21 puan

6.3.2. 7. gun vestibuler degerlendirme skorlari

Yedinci gunde gentamisin grubunun etkilenme puanlari serum fizyolojik ve
hyaluronik asit uygulanan gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derece farkl
Olculdi (p<0,05).
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Gentamisin ile kombinasyon gruplari arasinda ise isitme esiklerinde gézledigimiz
gibi istatistiksel olarak anlamli farkliik gézlenmedi (p>0,05). Kombinasyon grubu ve
serum fizyolojik grubunun etki dizeyleri arasindaki farkllk ise istatistiksel olarak

anlamli hesaplandi (p<0,05).

C grubu (gentamisin + hyaluronik asit) incelemelerinde, gentamisin grubunda
oldugu gibi enjeksiyon sonrasi 24. saatten itibaren, anlamli derecede etkilenme
suphesi ve net etki bulgulari gdézlenmeye baslandi (3.57 + 1.4 VDRs, p<0,05). Bu
grupta tail hanging (kuyruk asma) testinde bazal degerlendirme digerleri gibi 0 puan
olarak hesaplandi, 1. gun grup toplam puani 6, 7. ginde 16 ve 10. ginde 15 olarak
Olgculdi. Kalga ekseninde donme skorlar bazalde 0, 1. gunde 5, 7. ginde 9 ve 10.

gunde 10 olarak ol¢uld.

Yuzme testinde kalitede bozulma skoru bazalde O, 1. glinde 4, 7. ginde 18 ve
10.gunde 16 olarak olguldu. Yuzme sirasindaki donme hareketi (rolling) puanlari
bazalde 0, 1. gunde 2, 7. ginde 8, 10. ginde 9 olarak ol¢ilirken, kurulanma c¢abasi

skorlar 0, 1, 7 ve 10. gun srrasiyla 0, 4, 10, 13 olarak saptandi.

Vestibulopati skorlarina bakildiginda A grubu skorlari her gegen gun artarken,
C grubunda 7. ve 10. gin arasinda vestibuler hasar skorlarinda belirgin bir artig
saptanmadi. Bu incelemelerden kuyruktan asma, tek yon kasima ve yuzme kalitesi

skorlarinda 10.gtin azalma oldugu go6zlendi (Tablo 19).

6.3.3. 10.gun vestibuler degerlendirme skorlari

Onuncu gunde gentamisin grubunun etkilenme puanlari serum fizyolojik ve
hyaluronik asit gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha yuksek
olarak olclldi (p<0,05). Ayni zamanda kombinasyon grubu ve serum fizyolojik
grubunun etki duzeyleri arasindaki farklilik da istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p<0,05).
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Gentamisin ile kombinasyon gruplari arasinda ise isitme esiklerinde gozledigimiz

gibi istatistiksel anlamli farkllik g6zlenmedi (p>0,05) (Tablo 17, 19).

Tablo 19:Kombinasyon Grubu - Vestibiiler Test Bataryast Hasar Skorlari

C GRUBU Bazal l.gin |7.gun |10.gun | Toplam
Vestibulopati

TH Postir ve Kasima 0 6 16 15 37

TH Kal¢cadan Donme 0 5 9 10 24

SW Yiuzme Kalitesi 0 4 18 16 38

SW Suda Donme 0 2 8 9 19

SW Kurulanma Becerisi | 0 4 10 13 27

AR Havada Duzelme 0 4 9 11 24
TOPLAM (VDRS) 0 25 70 74 169

D grubunun incelemesinde bazal skorlar tim tetkiklerde O puan alrken deney

suresince toplam 18 etkilenme puani saptandi. Tipki B grubunda oldugu gibi tim

etki puanlari birer puandan (etkilenmeye dair siphe) olusmaktaydi. Onsekiz etki

puani kuyruk asma testi tek yon kasimada etki siphesi gosteren 5 adet, kalgadan

donmede ve yuzme srrasinda donme skorunda 2 adet, grooming, yizme Kkalitesi

bozuklugu ve havada duzelme testinde ise 3 er adet sicandan elde edildi (Tablo

20).

Tablo 20:Serum Fizyolojik Grubu - Vestibiiler Test Bataryas: Hasar Skorlari

D GRUBU
Vestibulopati

Bazal

1. gun

7.g9ln

10. gln

Toplam

TH Postiur ve Kasiima

TH Kalgadan Donme

SW Yizme Kalitesi

SW Suda Dénme

SW Kurulanma Becerisi

AR Havada Dizelme

W W N W[ N O

TOPLAM (VDRs)

ol O] ©Oof O] ©o|] ©f ©

AN Rl Rl ol k| R O

ol Rr| R R Rr[o| DN

o P Pl RP| R RP| w
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Serum fizyolojik ve hyaluronik asit gruplar arasinda yapilan ikili analizlerde ise
1, 7 ve 10. gln vestibuler etkilenme skorlari agisindan istatistiksel anlamh farkhlik

saptanmadi (p>0,05).

TUm gruplarin bazal, 1., 7., ve 10. gunlerdeki vestibuler etkilenme skorlar Sekil
15'de, analizleri Tablo 21, 22’de verilmistir.
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Sekil 15:Vestibiler Etkilenme Total Puaniar: - Tim Gruplar
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Tablo 21: Giin Bazinda Vestibiiler Etkilenme Analizleri — Kruskal-Wallis ve Bonferroni Diizeltmesi

Giin Bazinda Vestibiler Etkilenme Analizleri
Kruskal-Wallis Bonferroni Post-Hoc
p$
Bazal 1.00 gentamisin-hyaluronan N/A
kombinasyon-gentamisin N/A
hyaluronan-kombinasyon N/A
serum fizyolojik-gentamisin N/A
serum fizyolojik-kombinasyon N/A
serum fizyolojik-hyaluronan N/A
1.giin 0.00 gentamisin-hyaluronan 0.00
kombinasyon-gentamisin 1.00
hyalurenan-kombinasyon 0.02
serum fizyolojik-gentamisin 0.00
serum fizyolojik-kombinasyon 0.13
serum fizyolojik-hyaluronan 1.00
7.giin 0.00 gentamisin-hyaluronan 0.01
kombinasyon-gentamisin 1.00
hyaluronan-kombinasyon 0.07
serum fizyolojik-gentamisin 0.00
serum fizyolojik-kombinasyon 0.01
serum fizyolojik-hyaluronan 1.00
10.glin 0.00 gentamisin-hyaluronan 0.00
kombinasyon-gentamisin 1.00
hyaluronan-kombinasyon 0.07
serum fizyolojik-gentamisin 0.00
serum fizyolojik-kombinasyon 0.03
serum fizyolajik-hyaluronan 1.00 |
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Tablo 22:4jan Bazinda Vestibiiler Etkilenme Analizleri — Friedman Analizi ve Bonferroni Diizeltmesi Ikili Analizleri

Ajan Bazinda Vestibiiler Etkilenme Analizleri

Friedman Bonferroni Post-Hoc
p*
Gentamisin 0.00 O.gdn - 1.gln 0.89
(A grubu) 0.giin - 7.giin 0.02
0.gln - 10.glin 0.00
l.gin - 7.gln 0.72
1.gin - 10.glin 0.03
7.gln - 10.gln 1.00
Hyaluronik asit 0.00 0.gln - 1.gln 1.00
(B grubu) 0.gln - 7.gln 0.10
0.gln - 10.gtn 0.18
l.gin - 7.gln 0.10
1.gln - 10.gln 0.18
7.gln - 10.gln 1.00
Kombinasyon 0.00 0.gln - 1.gln 0.89
(C grubu) 0.giin - 7.giin 0.01
0.gln - 10.glin 0.00
l.gin - 7.gln 0.37
1.gln - 10.gln 0.08
7.gln - 10.gln 1.00
Serum fizyolojik 0.18 0.gln - 1.g0n N/A
(D grubu) 0.gln - 7.g0n N/A
0.gln - 10.gln N/A
1.gln - 7.gln N/A
1.gln- 10.gln N/A
J.gun - 10.gln M/A
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6.4. Histolojik Goruntileme Sonuglari

6.4.1. Hemotoksilen-Eozin Kesitleri

Resim 7: A:Gentamisin Grubu - Hemotoksilen-Eozin Incelemeleri

A Grubu

a)Gentamisin grubu Hemotoksilen-Eozin Kesitleri. Corti organinda hticre kayiplari,spiral

ganglion,ligamentve baziler membranda deformasyon oldugu gézlenmektedir.

Gentamisin i¢ceren A ve C gruplarinda Corti organinda, stria vaskularis, spiral
ganglion, koklear sinir, dig tiyli hucreler ve destek hirelerinde mikroskobik
kayiplar ve baziler membranda deformasyon oldugu g6zlendi. Spiral ganglionda

noronal dejenerasyon ve seyrek yerlesimli noronlar saptandi.
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A Grubu

b) Utrikul ve sakkulde deformasyon. Stria vaskiilaris ve spiral ligamentte yogun piknozis ve vakuolizasyon
izlenmekte. Baziler membranda destek hiicre kaybi belirgin.

Ayni zamanda egsentirik yerlesimli nukleuslar, piknozis ve 6dem ayird edildi.
Stria vasularis htcrelerinde vakualizasyon ve piknozis oldugu goéruldu (Resim 7a,
7b).
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Resim 8:B:Hyaluronik Asit grubu Hemotoksilen-Eozin Incelemeleri

B Grubu

a)Hyaluronik asit grubunda mekanik hasar haricinde olagan DTH,ITH ve Destek hiicreleri izlenmektedir.

Hyaluronik asitve serum fizyolojik grubunda ise en yiuksek puan 5 olarak ol¢uldi.
Serum fizyolojik grubunun toplam histolojik hasar skoru 12, hyaluronik asitgrubunun
ise 19 olarak hesaplandi ve ikili analizde aralarinda anlaml farkllik saptanmadi
(p>0,05).
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Grubu

b)Koklea bazal ve middle turn normal morfolojiye yakin izlenmektedir

Hyaluronik asit grubunda piknozis, vakuolizasyon ve apoptozis skorlarinin
disuk oldugu belirlendi. Sican bazinda alt grup histopatolojik degisimler en ylksek
1 puan olarak derecelendirildi ve totalde her hayvan en yiksek 5 puan aldi. Toplam
histopatolojik hasar skoru 19 olarak 6l¢uldi (Resim 8a, 8b, Tablo 23).

Hyaluronik asit ve serum fizyolojik grubunun ikili post-hoc analizlerinde

istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Resim 9:C:Kombinasyon Grubu Hemotoksilen-Eozin Incelemeleri

C Grubu

a)Koklear ve vestibliler kesitlerde hiicresel vakuolizasyon, spiral limbus ve spiral ganglionda vakuolizazyon,

piknozis izlenmektedir.

Odyolojik ve vestibuler hasarin incelendigi analizZierde kombinasyon
grubunda izole gentamisin grubuna benzer sekilde, histopatolojik incelemelerde en
yuksek hasar orani oldugu belirlendi (Resim 9a, 9b).
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CGrubu

b)Baziler membran, destek hiicre, DTH, ITH hasar. Spiral gangliondakivakuolizasyon belirgin izlenmekte

C grubunda her bir sicanin en disuk 13 puan aldigi incelemelerde hasar skoru
hyaluronik asit ve serum fizyolojik uygulanan gruba goére anlamh derecede yuksek
olarak belirlendi (p<0,05). izole gentamisin (A) grubundan daha yikksek hasar
seviyesi gozlenmesine ragmen her ikisi arasindaki farklligin istatistiksel olarak
anlamh olmadigi saptandi (p>0,05).
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Resim 10:D:Serum Fizyolojik Grubu Hemotoksilen-Eozin Incelemeleri

D Grubu

Kontrol grub unda tektorial membrandaki mekanik travma diginda olagan DTH,i TH ve Destek hiicre dizilimi

Serum fizyolojik grubunda (D) hyaluronik asit uygulanan gruba (B) benzer
sekilde piknozis, vakuolizasayon ve apoptozis skorlari digik olarak hesaplandi.
Sican bazinda alt grup histopatolojik degisimler en yiksek 1 puan olarak
derecelendirildi ve totalde her hayvan en yuksek 5 puan aldi. Toplam histopatolojik
hasar skoru ise 12 olarak ol¢uldii (Resim 10).

Serum fizyolojik ve hyaluronik asit gruplarinin ikili post-hoc analizlerinde

aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 23:Histolojik Hasar Skor Tablosu

SV SG KS \% TUNEL KASPAZ

DTH

Al

A2

A3

A4

A5

A6

A7

B1

B2

B3

B4
B5

B6

B7

C1l

C2

C3

C4

C5

C6

C7

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

A: Gentamisin, B: Hyaluronik asit, C: Gentamisin+Hyaluronik asit, D: Serum fizyolojik, DTH: Dis tiiylii hiicre, SV:

Stria vaskiilaris, SG: Spiral ganglion, KS: Koklear sinir, V: Vestiblil
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Serum fizyolojik ve hyaluronik asit uygulanan gruplar arasinda histopatolojik

etkilenme acgisindan anlamli farklilik bulunmazken, gentamisin ve hyaluronik asit

uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml derecede farkliik oldugu

saptandi (p<0,05) . Odyolojik ve vestibuler skorlar agisindan gentamisin

uygulanan gruba benzer toksisite dizeyine ulagsan kombinasyon grubu; histolojik

sonuglarda en yuksek skoru almasina ragmen, ikili analizde gentamisin grubu ile

aralarinda istatistiksel olarak anlaml farklik ortaya ¢ikmadi(p>0,05).

Tum gruplarin histolojik etkilenme skorlari Tablo 23’de, ikili karsilastirma

analizleri ise Tablo 25’de verilmigtir.

Tablo 24:Histolojik Etkilenme Tanimlayict Analizleri

n Ortalama Min = Maks. Alt Ust  S.Sapma

Sinir | Sinir
Gentamisin 7 13.14 12 15| 12.02 | 14.27 1.2
Hyaluronik asit 7 2.71 1 5 1.14 4.3 1.7
Kombinasyon 7 14.29 13 16 | 13.26 | 15.31 1.1
Serum fizyolojik 7 1.71 0 5 0.23 3.2 1.6
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Tablo 25: Histolojik Hasar Analizleri - ANOVA ve Jkili Analizde Bonferroni Diizeltmesi

Ajan Bonferroni Std Alt Ust
Post-Hoc = Sapma Sinir Sinir
p*

Gentamisin Hyaluronik asit 0.00 0.76 8.23| 12.63
Kombinasyon 089, 0.76 -3.34 1.06

Serum fizyolojik 0.00 0.76 9.23 | 13.63

Hyaluronik asit Gentamisin 0.00 0.76| -12.63| -8.23
Kombinasyon 0.00 0.76 -13.77| -9.37

Serum fizyolojik 1.00| 0.76 -1.2 3.2

Kombinasyon Gentamisin 089| 0.76 -1.06 3.34
Hyaluronik asit 0.00 0.76 9.37 | 13.77

Serum fizyolojik 0.00 0.76 1037 | 14.77

Serum fizyolojik | Gentamisin 000 0.76 | -13.63| -9.23
Hyaluronik asit 1.00| 0.76 -3.2 1.2

Kombinasyon 0.00 0.76 -14.77 | -10.37

Gentamisin ve kombinasyon gruplarinin koklea ve vestibil

Uzerine olan

toksisiteleri incelendiginde spesifik olarak bir alanda yogunlasmayip, her iki alanda

da agrr derecede histopatolojik hasar olusturduklari gérildi. ki grup arasinda bu

acidan anlamh farkhlk izlenmedi (p>0,05).

6.4.2. TUNEL ve Aktif Kaspaz-3 Kesitleri

Hemotoksilen eozin kesitlerde gorulen hicre dejenerasyonu diseksiyon, kesit

almi asamalarinda veya dekalsifikasyon surecine bagll olarak da degisebilecegi

icin TUNEL ve Aktive Kaspaz-3 immunohistokimya incelemeri ile hiicresel toksisite

dizeyi yeniden deg@erlendirildi (Resim 11 - 14).
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A Grubu

Active- Caspase-3

Active- Caspase-3

Active- Caspase-3 E _- -

TUNEL

Resim 11:TUNEL ve Caspase Goruntiileme Kesitleri A:Gentamisin grubu

A grubunda kirmizi oklar TUNEL ve Aktive Kaspaz-3 pozitif hiicrelerin
bulundugu alanlar gostermektedir. Aktif kaspaz-3 kesitlerinde apoptotik yolun son
basamagi olan kaspaz-3 sayesinde isaretlenmis hucreler kirmizi okla gosterilmistir
(Resim 12). Hicrelerde mitokondrial stres sonucu agiga ¢ikan sitokrom c, apoptotik
yolagi, kaspaz-9u, o da kaspaz-3’U tetkilemistir ve hicrelerdeki boyanma gorulir
hale gelmistir. TUNEL kesitlerinde ise apoptozis sonrasi agida ¢ikan
deoksiribonukleotid uclari  terminal  deoksiribonukleotidil transferaz  (TdT)
kullanilarak ug¢ noktalarda ¢ozllemeyen bir substrat haline getirilmis ve ters metil
boyama ile gorunir hale getirilmistir (Resim 11).
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B Grubu

Active- Caspase-3

TUNEL

Resim 12: TUNEL ve Caspase Gorntiileme Kesitleri B:Hyaluronik asit grubu

Hyaluronik asit grubunda TUNEL ve aktif kaspaz-3 ile yapllan boyama ve
enzimatik isaretlemelerde belirgin apoptozis gosteriimemistir. immunohistomiyasal
boyamalarda diger gruplara gore apoptotik hicre sayisinin olduk¢ga az oldugu
g6zlenmistir ve reissner ve baziler membrandaki hasarlar kesit almi ve

dekalsifikasyon sureglerine baglanmistir ( Resim 12).

C Grubu

Active- Caspase-3

Active- Caspase-3

Active- Caspase-3

Resim 13:TUNEL ve Caspase Goruntileme Kesitleri C:Kombinasyon grubu
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C Grubunda kirmizi oklar TUNEL ve Kaspaz-3 pozitif hiicreler igeren alanlari
gOstermekedir. Reissner membrani, spiral limbus ve Corti organi dizeyindeki

immumpozitif hticrelerdeki apoptotik boyanma kirmizi oklarla gdsterilmistir (Resim
13).

D Grubu

Active- Caspase-3

TUNEL

Resim 14: TUNEL ve Caspase Goriintiileme Kesitleri D:Serum fizyolojik grubu

D grubundaki gortiinim hyaluronik asit grubuna benzer sekilde travmatik hasar olarak
distnildi ve TUNEL ve Aktive Kaspaz-3 immunpozitif hiicre sayisi diger gruplara gore
oldukg¢a azalmisti ( Resim 14).
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7. TARTISMA

Siganlar isitme acgisindan insan kulagina goére ¢ok daha duyarli ve toksik
maruziyet halinde hasar duzeyi; igitsel beyin sapi potansiyelleri Olgulerek
saptanabilen hayvanlardir. Temporal kemik anatomisi insanlara cok fazla
benzemese de, i¢c kulak patolojisi gelismesi halinde toksisite duzeyleri;
elektrofizyolojik testler, vestibller degerlendirmeler ve histopatolojik incelemelerle

tespit edilebilmektedir.

Calsmamizda sigan kulaginda analogunu kullandigimiz  hyaluronik  asit
molekilli vicudumuzda ekstraseliler mesafede, sinoviyal sivida, kan plazmasinda,
i¢c kulakta yogunlukla koklea lateral duvarda, endolenfatik kese, tlyli hicreler arasi

mesafede ve vestibiler perilenfte bulunmaktadir3?.

Hyaluronik asit; idiyopatik ani isitme kaybinda ve Meniere hastaligi tedavisinde
kortikosteroidlerle ve vestibulotoksik aminoglikozidlerle birlikte kombine olarak
kullanilabilmektedir. Yapilan calismalarda kombine edildigi ajanin yuvarlak pencere
ile temasini artirarak etki suresini uzattigi, perilenf konsantrasyonlarini arttirarak
gereken minimum etkili dozu azalthigi gosterilmistir’41.195, Kullanilan g¢apraz bagh
hyaluronik  asit polimerleri; karboksil ve hidroksil gruplan farkli sayr ve
geometrilerde, amino ve aldehit gruplari sayesinde farkh formlllerde
uretilebilmektedir. Farkh formlarinin stabilizasyonlari, difizyon katsaylar ve depo
edebildikleri ila¢ yuku degismektedir ve bu farkllan sayesinde orta kulakta jel
formda uzun sure kalip, hedef ajanin dstaki tipinden elimine olmaksizin perilenfe
uzamis diflizyonunu saglamaktadirlar’0.106.107  Gelisen teknolojiyle birlikte farkl
analoglari ve yeni c¢apraz bagh formlar Uretilen bu ilaglar ayni zamanda
rejenerasyonu hizlandirmasi, iyilesme surecinde doku destek elemani olarak gérev
yapabilmesi, cerrahi yaralarda sinesi azaltmasina katkisi nedeniyle literattrdeki

calismalara siklkla konu olmustur** 73,
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Bizim calismamizda da gentamisin ile hyaluronik asit kombinasyonunun i¢ kulak
etkilerini saptamaya yonelik olan ABR, vestibller denge testleri ve histopatolojik

incelemeler uyguland!.

ABR yantlari incelendiginde; 24. saatten itibaren, izole gentamisin enjeksiyonu
uygulanan grupta, 20 kHz frekansi haricinde tium frekans esiklerinde yikselme
oldugu goruldi. Kelly'nin 1999 yilinda; intratimpanik uygulanan gentamisinin orta
kulaktan i¢ kulaga transportunu inceledigi galismada; ajanin %66’k kisminin ilk 24
saatte salindigini, kalan kisminin ise yavas difiizyona ugradigi belirtilmistirl®8, Bizim
calismamizda da gentamisinin, ilk 24 saatte etkisini, klinik testlere yansiyabilecek
sekilde gosterdigi, etkinin sonraki gunlerde de artarak devam ettigi saptandi.
Gentamisinin kimulatif etkisiyle uyumlu sekilde; ilk 7 gun toksisite siddetinin arttig1,
7. gunden sonra enjeksiyon uygulanmamasina ragmen esik ortalamalarinin
artmaya devam ettigi saptandi. llacin ABR esik 6lgimiinde maksimum etkisinin 10.
gunde oldugu ol¢lldid. Bu bulgular uygulama sonrasi donemde de devam eden ilag
difuzyonu ve apoptozis kaskadi nedeniyle, toksisite riskinin devam ettigi gorusunu

desteklemektedir’:46.

Hyaluronik asit enjeksiyonu uygulanan B grubu ile serum fizyolojk uygulanan
kontrol D grubunun isitme esikleri yapilan analizlerde, 24. saatten itibaren benzer
sonuglar vermigtir. Her iki grup arasinda 1. , 7. ve 10. gin yapilan testlerde
istatistiksel olarak anlamli farkllk saptanmamigtr. Bu da Anniko’nun 1987,
Martini’'nin 1992, Zou'nun 2017 yihnda yaptgi; hyaluronik asitin i¢ kulaga toksik
etkisinin olmadigin1 gosterdigi ¢alismalar ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Calismamizda daha 6nceki ¢alismalardan farkli olarak hyaluronik asit grubunun
incelemelerinde, ilk gunlerden itibaren hayvanlarin otomikroskopik bakilarinda zar
arkasinda eflizyon izlenmis ve buna bagh olarak ABR esiklerinde hafif bir yikselme
saptanmigtir. Degisimler serum fizyolojik grubuyla (D) karsilastridiginda
istatistiksel olarak anlamli farkllik saptanmasa da, 7. ginden sonraki enjeksiyonsuz
donemde igitme esiklerin duzeldigi gosterilmistir. Angeli’'nin 2007’de kobaylarda,
Martini’nin ise 1992’de sigcanlarda hyaluronik asitin gecici efizyon etkisi yaptigi
goOrusune paralel olarak; bu grupta 10. gin tim frekans dizelerinde esiklerinin

dizelmis olmasi, eflizyona sebep olan ¢apraz bagl hyaluronik asitin yan kat
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formunun  siviya  donismesi ve  Ostaki tipunden  elimine  olmasiyla

aciklanabilir’>109.110

Calsmamizda 24. saatten itibaren gentamisin (A) ve kombinasyon (C)
enjeksiyonlari uygulanan gruplarda isitme esiklerinin benzer siddette yukseldigi
g6zlendi. Kombinasyon grubunda o6zellikle 4 kHz frekansinda isitme esiklerinde
belirgin etkilenme izlendi. izole gentamisin enjeksiyonu uygulanan grupta isitme
esiklerinin kombinasyon grubuna kiyasla daha c¢ok etkilendigi, her iki grubun
karsilagstrmasinda ise istatistiksel olarak anlamli farkllik olugturmadigi go6zlendi.
Her iki grup icin 24. saat, 7. gin ve 10. gun olcilen birbirine yakin sonuglar;
hyaluronik asit kombinasyonunun izole gentamisin uygulamasiyla
kargllastiridiginda uzamis salnm ve artmig difizyon acgisindan avantaj
saglamadigini dusunduarda. MacKeith ve ark. 2014 ylinda Meniere hastalarinda
yaptiklari g¢aligmada; orta kulaga yuvarlak pencere Onune uyguladigi gentamisin
emdirilmis hyaluronik asit tampon uygulamasinda, uzamis temas ve salinm
suresine bagli olarak hastalarin %50’sinde isitme kaybi, %16’sinda ise total isitme
kaybi gelistigi saptanmig, hyaluronik asitin belirgin sekilde gentamisin gecigini
arttrdigr  gosterilmistir'®.  Bizim calismamizdaki  bulgularmiz  MacKeith'in
calismasini desteklememekle birlikte, uygulanan canlinin ve enjeksiyon metodunun
farkll secilmis olmasinin, sonuglari da etkilemis olabilecegini dusUndUrmustar.
Ayrica c¢alismamizda kullandgimiz siganlarda yuvarlak pencerenin gegirgenlik
dizeylerine yonelik bir on inceleme yapilmamigtir. Yoshioka 2009 yilinda yaptigi
arastrmada insanlarda yuvarlak pencere gecirgenligini; %5 oraninda ‘hi¢ yok’, %13
oraninda ise ‘¢ok az seklinde tanmlamistir. Bu bilgilere dayanarak, kullandigimiz
sicanlarin yuvarlak penceresinde de benzer kalinlk ve gecirgenlik farkliliklarinin
olabilecedi, enjekte edilen ajanlarin i¢ kulaga ulagsamama riski oldugu

unutulmamalidir.

Gentamisin ve hyaluronik asit + gentamisin kombinasyonu enjeksiyonlari
uygulanan gruplarda isitme esiklerinin tim frekanslarda arttigi saptandi. Gentamisin
enjeksiyonu uygulanan grupta 4, 8, 16, 32 kHz frekans egiklerinde 1. ginden
itibaren, kombinasyon grubunda 4 kHz frekans esiginde 1. giin, 8, 16, 20 ve 32 kHz

frekans esiklerinde de 7. glnden itibaren belirgin yikselme saptandi. Zhou nun

96



2018'de farelerle yaptidi gentamisin calismasiyla uyumlu olarak, o6lcilen tim
frekans esiklerinde deney siresince etkilenme gozlendi2. Farkli olarak Zhou' nun
calismasinda farelerde gentamisin etkisi ABR esikleri ile 5 ve 6. haftada olc¢ulirken,
bizim ¢calismamizda 1, 7 ve 10. gunlerde &lgllmastur. Ayrica bizim g¢alisamizda tiz
frekans etkilenmesi pes frekanslara gore daha yiksek seviyelerde Olgulmis ve bu
etkinin esik Olcimlerini daha erken ddénemde yapmamiza baglh oldugu

dusunulmustur.

Degisik ilaglarin vestibiler fonksiyonlarina etkilerini 6lgmek amaciyla; hayvan
deneylerinin farklh agsamalarinda davranigsal denge testleri uygulanmaktadir.
Yapilan calismalara baktigimizda; vestibllotoksik uygulamalarin etkilerini dlgmek
icin yapllan denge testlerinin, ajan uygulamalari sonrasinda ilk saatlerden itibaren
yapllabildikleri gosterilmistir. Dyhrfjeld ve ark. 2013 yilinda; siganlarda intratimpanik
kainik asit ile yaptig1 vestibulotoksisite modelinde etkiyi 90. dakikada gérmus ve 3.
saatte maksimum etki skorunu Olgcmistiir®®, Cassel ise 2018 yilinda; farelerde
intratimpanik kainik asitin etkilerini Olgtugu calismada 4. saatte maksimum etki
diizeyini 6lgmustir®4. Tian ve ark. 2013 yilinda siganlarda gentamisinin, Wu ve ark.
2017 ylinda farelerde sisplatinin denge fonksiyonlarina etkilerini inceledikleri
calismalarda ilk olarak 7. glinde vestibiiler testlerde etki gozlemiglerdir®42%8, Biz de
calismamizda sicanlara ilk olarak enjeksiyon sonrasi 24. saatte denge testlerini

uyguladik.

Guneri ve ark. 2017 vyilnda sicanlarda intratimpanik gentamisin ve
deksametazon etkisini inceledikleri calismada 7 ve 21. gin, Balbuena ve Llorens
ise yine sicanlarda nitril trevierinin vestibultoksisitesini inceledikleri ¢alismada 5.,
10., 15., 20., 25. ve 30. gunlerde devam eden vestibiler etkilenmeyi denge
testleriyle olgmuslerdirt2192,  Biz calismamizda 24. saate ek olarak 7. ve 10.

gunlerde devam eden vestibiler hasar dizeyini hesapladik.

Bu bulgulara gore gentamisin enjeksiyonu uygulanan grubun vestibller
disfonksiyon skorunun toplam 221 oldugu, kombinasyon enjeksiyonu uygulanan
grubun ise 169 oldugu saptandi.. Bu iki grup (A ve C grubu), diger gruplarla
karsllastiridiginda istatistiksel olarak anlamh farkllik olusturduklari, kendi

aralarinda yapilan analizlerde ise anlamli farkllk olusturmadiklari gorildi. ik 24
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saatten itibaren gentamisin verilen tum hayvanlarda (A ve C Gruplar, n:14) denge

testlerinin en az birinde hasar skoru tespit edildi.

Gentamisin uygulanan grupta 24. saat vestibuler etkilenme skor ortalamasi 5.43 ,
7.gun 11.29 ve 10. gln 14.86 olarak oOl¢culdt. Gentamisin’in vestibilotoksik etkisinin
kokleotoksisite gibigeriye donisimsiz olmasi ile uyumlu olarak; enjeksiyon sonrasi
dbénemde hasarin geriye donmedigi, 10. ginde maksimum seviyeye ulastigi
g6zlendi. Calisma suresince yapillan testlerde; vestibuler etki skorlarinn ABR
esiklerindeki bozulmaya benzer sekilde arttigi ve 24. saatten itibaren kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklik olusturdugu goérdldd. Chia’nin 2004
ylinda Meniere hastaliginda intratimpanik gentamisin protokollerini inceledigi meta-
analizde, Pike 2007 yihinda kedilerde gentamisinin vestibulotoksisitesini inceledigi
calismada gentamisinin selektif vestibllotoksik etkisi vurgulamislardir. Sheppard’in
2004 ylinda deney hayvanlarinda intratimpanik gentamisinin etkilerini inceledigi
calismada ise gentamisinin vestibll selektif oldugunu disindirecek bulgu olmadigi
belirtilmistir®3.112.113 Bizim calismamizda da koklear ve vestibiler toksisite benzer
siddette gelismis, vestibller denge skorlarinin kokleotoksisiteyi 6lcen esik dlgim
testleriyle paralel seyrettigi gozlenmis ve selektivite lehine dusundurecek bulgu

saptanmamistir.

Hyaluronik asit uygulanan B grubunun vestibiler testlerine bakildiginda; 24.
saatte hicbir sicanin denge fonksiyonlarinda bozulma saptanmazken, 7. ve 10.
gunlerde de benzer sekilde higbir siganda toksik etki gézlenmedi. Tum grubun
deney boyunca aldigi toplam puan 21 olarak 6lcildi. Yapillan arastrmalarda;
Anniko 1987 ylinda siganlara intratimpanik olarak uyguladigi hyaluronik asit
calismasinda, Bagger 1991 yilinda kobaylarda stapes tabanini ¢ikararak, oval
pencere nisine uyguladigi hyaluronik asit incelemesinde, Angeli 2007 yilnda
kobaylarda orta kulakta yara iyilesmesini hyaluronik asit ekleyerek inceledikleri
calismalarda i¢ kulak toksisitesi gelismedigini belirtmiglerdir’6114.115  Bizim
calismamizda da literatur ile uyumlu olarak, izole hyaluronik asit uygulamasi
yaptigimiz grupta toksik etki gozlenmemis, kontrol gurubu ile yapilan ikili analizlerde

istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmamistir.
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Hyaluronik asit ve gentamisin kombinasyonu uygulanan C grubunun
vestibller etkilenme puanlari incelendiginde; izole gentamisin grubuna benzer
sekilde 24. saatten itibaren vestibulotoksik etki olustugu gozlendi. Yedinci ve 10.
gun skorlar srasiyla 70 ve 74 puan seklinde hesaplandl. Bu skorlar izole
gentamisin grubundan daha az olmakla birlikte, istatistiksel olarak aralarinda

anlamh farkhlk olusmadigi saptanmistir.

Yapilan c¢alismalarda hyaluronik asitin; intratimpanik uygulanan ajanlarla
kombine edildiginde uzamis salinm, yuvarlak ve oval pencere temas artisi ile ic
kulaga difizyonu artrdigi savunulmistur. Bunlar arasinda; Kelly 1999 yilinda
hyaluronik asitin intratimpanik gentamisin salinminin siresini uzattigini ve ilacin
verimliligini  arttrdigini, Borden 2010 yilinda intratimpanik deksametazonun
hyaluronik asitle kombine edildiginde perilenfte belirgin olarak daha yiksek
saptandigini  belirtmislerdir®1% Ayni zamanda kombinasyonlarda kullanilan
hyaluronik asit molekil formunun da 6nemli oldugu wurgulanmistirl®’. Bizim
calismamizda kullanlan hyaluronik asit anologu ve gentamisin kombinasyonunun,
izole gentamisin enjekte edilen grupla karsilastridiginda; tim verilerin benzer

oldugu ve mevcut ototoksik etkiyi anlamh olarak degistirmedigi saptand..

laclar koklea ve vestibll diizeyindeki etkileri histopatolojik olarak da
saptanabilmekte, hasar duzeyleri objektif skorlamalar ile incelenebilmektedir. Groot
1997 yilinda kobaylarda sisplatin toksisitesi olusturup tayli hucre saymi ile hasar
dlzeyinin orantlh oldugunu belirtmis ve Freitas 2009 ylinda siganlarda yaptigi
sisplatin  ototoksisite modelinde hicesel hasar ve apoptozis duzeylerini
derecelendirmistirl04.118, Bizim caligmamizda da histolojik incelemelerde
hematoksilen-eozin, kaspaz-3 ve TUNEL yontemleri ile Corti organi, stria
vaskdlaris, spiral ganglion, koklear sinir, utrikul ve sakkul makulasindaki hasar

skorlanarak incelenmistir.

B.King 2017 ylinda kobaylarda oval pencere nisine gentamisin enjeksiyonu
uyguladiyi calismada belirgin isitme kaybi olmaksizin vestibll toksisitesi
olusturulabildigini savunmug fakat hematoksilen-eozin incelemesinde koklea ve
vestibul dizeylerinde hicresel toksisite oldugunu belirtmis fakat istatistiksel anlamli

farkllik saptamamistir!6, Ayrica hematoksilen-eozin incelemesi yalnizca morfolojik
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degisiklere yonelik bulgular verdiginden ve mekanik travmayla da olusabildiginden,
apoptozisin kesin yontemi olarak kabul edilmemektedir. Hiicresel toksisitenin daha
anlaml belirtecleri olan caspas-3 ve TUNEL incelemeleri; hematoksilen-eozin
boyamada ortaya ¢ikan bulgularn kesinlestirmek icin kullanimaktadirlar. Olgun 2014
ylinda siganlarda resveratrolin sisplatin ototoksisitesine etkisini inceledigi, Jo ise
2019 yiinda ferulik asitin sisplatin toksisitesine etkisi inceledigi in vitro ¢alismada;
caspas-3 ve TUNEL incelemelerini kullanmiglardir’®22,  Bizim galismamizda da
hemamoksilen-eozin kesitlerinde morfolojik hasar goézlendikten sonra kesitler

kaspaz-3 ve TUNEL incelemelerine tabi tutulmustur.

Histolojik sonuglarimiza  baktigimizda; gentamisin igeren gruplarda;
hematoksilen-eozin, kaspaz-3 ve TUNEL incelemelerinde agir toksik hasar olustugu
saptandl. izole gentamisin grubunda histolojik hasar skoru ortalamasi 13.14 olarak
hesaplanirken, bu sonuglarin hyaluronik asit ve kontrol grubuna goére anlaml

farkhlk olusturdugu goézlendi.

Hyaluronik asit ve serum fizyolojik, i¢ kulaga toksik etkisi olmayan maddeler
olarak kabul edilmektedir. Zou 2017 ylinda sicanlarda i¢ kulaga hyaluronik asit
transportu sonrasinda hematoksilen-eozin  ve TUNEL kesitlerde toksisite
olusturmadigini gostermistirtl®, Bizim calismamizda da hyaluronik asit ve serum
fizyolojik gruplarinda hematoksilen-eozin kesitlerinde hafif morfolojik hasar ve
vakuolizasyon saptanmasina ragmen, kaspaz-3 ve TUNEL incelemelerinde anlamli

degisiklikler izZienmemisgtir.

Capraz bagh hyaluronik asit'in yuvarlak pencere ile temas suresini uzatarak
birlikte uygulandig1 ajanin etkisini artirdigi literatirde histopatolojik incelemelerle de
gosterilmistir!'8. Bizim galismamizda da intratimpanik hyaluronik asit ile kombine
olarak gentamisin kullanimistir. incelemelerde kombinasyon grubunda vestibiler
hasar skoru ortalamasi 14.29 olarak en yuksek seviyede saptanmig olsa da, izole
gentamisin ile karsilasgtiridiginda; ABR, vestibiler denge testleri ve histopatolojik

incelemelerde istatistiksel olarak anlamh farklilik olusturmadiyi saptanmistir.

Tum sonuglarmiza baktigimizda, yuvarlak pencere ile temas suresini ve etki

dizeyini arttrmayi hedefledigimiz gentamisin ve hyaluronik asitin kombinasyonun
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avantajlarina dair istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmemigtir. B.King’in
2013 ylinda kobaylarda oval ve yuvarlak pencereye gentamisin uyguladigi
calismada; oval pencereden trasportun yuvarlak pencereden daha ¢ok oldugu ve
vestibller toksisitenin 1slkk mikroskopisinde daha belirgin olarak  saptandigi
belirtiimistirt!’. Bizim galismamizda ise orta kulak hacmi tamamen dolduruimus ve
hedef ajanin hangi yolu daha c¢ok kullandigina bakimaksizin, yuvarlak pencere,
oval pencere ve diger anatomik dehissanslardan difizyonu ile perilenf

konsantrasyonlari arttirimaya c¢aligimistir.
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8. SONUC ve ONERILER

Capraz bagli hyaluronik asit preperatlari otolojik ila¢g uygulamalarinda toksisite
riski olmaksizin kullanilabilmektedirler ve c¢alismamizin sonuglari bu gorusu
desteklemektedir. Orta kulakta gentamisin gibi ajanlarin orta kulakta kalis siresini,
yuvarlak ve oval pencere temas slresini uzatarak, i¢c kulaga transferini
hiziand rabilmekte ve hedeflenen etki dizeyini arttirabilmektedirler. Formlarinin yari
kati olmasi nedeniyle orta kulakta gecici eflzyona sebep olmalari yan etki olarak
dikkat cekmektedir.

Calismamizin gentamisin uygulamasi sonuglarina baktgimizda; ABR esikleri,
vestibller etki skorlar ve histolojik incelemeleri agisindan ilacin selektif kokleotoksik
veya Vvestibllotoksik oldugunu dusUndurecek bulgulara rastlanmamigtir.
Kombinasyon grubunun histopatolojik bulgular acgisindan en siddetli hasar grubu
olmasi; hedef ajanin  kontrolli salnmi ve uzamigs difizyonu amaciyla
kullanilabilecegini dusundirmUs olsa da izole gentamisin grubuna gore istatistiksel
olarak belirgin farklilik olusturmamasi bu hipotezimizi zayfflatmaktadir. Ayrica daha
once yapllan g¢aligmalarda; vyara iyilesmesi, anti-oksidan ve rejenerasyon
modulatora etkileri oldugu belirtilen ¢apraz bagl hyaluronik asit molekulunin bu
ozelliklerini destekleyecek  histopatolojik  bulgulara da calismamizda
rastanmamigtir.  Bununla birlikte g¢apraz bagll hyaluronik asit ve gentamisin
kombinasyonunun i¢ kulaktaki etkilerini inceledigimiz bu galisma, odyolojik 6lgimler,
vestibuler degerlendirmeler ve histolojik incelemelerin  tamaminin  birlikte
uygulandigi ender calismalardan biridir. Bu nedenle ototoksisite; farkl
kategorilerdeki inceleme tetnikleri bir arada kullanlarak daha genis kapsamiyla
incelenebilmigtir. Ayrica histopatolojik incelemeler bu tip ¢calismalarda ¢ok onemli bir
yere sahip olsa da; deneylerin sadece son asamasina dair bulgular vermesi
nedeniyle, kullanlan ilaglarin ¢alisma suresince i¢ kulaktaki dinamiklerini
yansitmakta yetersiz kalmaktadir. Calismamizin ara agsamalarinda ilaglarin perilenf
dizeylerine ve hicresel dizeydeki etkilerine dair bulgularmizin olmamasi bir
eksiklik olarak goze carpmaktadir. Ayrica farkli arastrmalarda kullanilan canlilarin
anatomilerindeki cesitlilik nedeniyle, ayni doz ve metodlarla verilmesine ragmen

ilaglarin i¢ kulak kinetikleri degisebilmekte, farkh kalnlk ve gegirgenlik dizeyine
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sahip olan yuvarlak ve oval pencerelerin durumu yapilan arastrmalarin sonuglarini

dogrudan etkileyebilmektedir.

Sonu¢ olarak, bizim kullandigimiz metodlarla ¢apraz bagl hyaluronik asit
molekdllerinin i¢ kulaga toksik etki yapmadigi dusunilmus, izole gentamisinle
karsllastiridiginda ABR esiklerine, vestibller denge skorlarina ve histopatolojik
bulgulara anlamh katkisinin olmadigi saptanmigtir. Hyaluronik asit molekdlintn,
farkh doz ve yontemlerle uygulanan ilaclarla kobinasyonlarnin denendigi, ilag
kinetiginin ve hulcresel degisikliklerin ¢ok zamanh testlerle incelendigi ileri

calismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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