T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KULAK BURUN BOGAZ ANABILIiM DALI

PRENATAL DONEMDE EKZOJEN STEROID VERILMESININ
ISITSEL SISTEM UZERINE ETKILERI, DENEYSEL BiR
HAYVAN CALISMASI

UZMANLIK TEZI

Oner SAKALLIOGLU

DANISMAN
Prof. Dr. Sinasi YALCIN

Bu calisma Firat iiniversitesi Bilimsel Arastirmalart Yo6netim Birimi tarafindan 1025

numarali proje olarak desteklenmistir.

Elazig-2005



DEKANLIK ONAYI
Prof. Dr. Ozge ARDICOGLU

DEKAN

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Dog. Dr. Irfan KAYGUSUZ
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali Baskan

Tez tarafinizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Uzmanlik Tezi olarak kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Sinasi YALCIN

Danmisman

Uzmanlik Smaw Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Sinasi YALCIN

Dog. Dr. Uzeyir GOK

Dog. Dr. irfan KAYGUSUZ

Yard. Dog. Dr. Erol KELES

Yard. Dog. Dr. Nurullah BULBULLER




TESEKKUR

Ihtisas siirem boyunca benim cerrahi ve medikal bir anlayis ve disiplin
kazanmami saglayan, her konuda yol gosterici olan ve birikimlerini benden
esirgemeyen hocalarim Prof. Dr. Sinasi YALCIN, Dog. Dr. Uzeyir GOK, Dog. Dr.
frfan KAYGUSUZ, Yard. Do¢. Dr. Turgut KARLIDAG ve Yard. Dog. Dr. Erol
KELES’e ayr1 ayr tesekkiir ederim.

Mesleki ve 06zel yasamimda bana her zaman G&gretici, sevkedici,
cesaretlendirici ve Ornek olan degerli agabeyim Uzm. Dr. Hayrettin Cengiz
ALPAY’a tesekkiir ederim.

Ihtisas siirem icinde kendileriyle calisma olanagi buldugum, bir ¢ok sey
paylasip birlikte hep glizel seyler yapmaya ugrastiim, benden giiler yiiz ve
tyiliklerini esirgemeyen uzman ve asistan doktorlara, hemsirelere, sekreterlere ve
personel arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tezimin histopatolojik incelemelerini titiz ve 6zenli bir sekilde gergeklestiren
Histoloji béliimiinden Yard. Dog. Dr. Neriman COLAKOGLU’na, tezimin
sekillenmesinde yol gosterici olan Farmakoloji bolimiinden Yard. Dog. Dr. Engin
SAHNA’ya ve calismamin elektron mikroskopik inceleme kismini bilimsellik
ciddiyeti icinde ve yogun gayretlerle gerceklestiren Hacettepe Universitesi Histoloji
Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Figen KAYMAZ’a tesekkiir ederim. Tezimin deneysel
calisma silirecinde bana goniilden yardimer olan, samimi ve seviyeli bir ortam
saglayan Veysel CAK’a tesekkiir ederim.

Tezimin yapilmasi ve ortaya konulmasinda bana her konuda anlayis ve sabir
gosteren tez hocam Prof. Dr. Sinasi YALCIN’a tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca benden destek, anlayzs, ilgi ve fedakarliklarin1 esirgemeyen

sevgili esim Evren’e, Nese ablama ve aileme sonsuz minnettarim.



ICINDEKILER

SAYFA
1. OZET 1
2. ABSTRACT 2
3. GIRIS 3
3.1 Isitme Sistemi 4
3.1.1. Kulak 5
3.1.1.a. D1s Kulak 5
3.1.1.b. Kulak Zar 5
3.1.1.c. Orta Kulak 6
3.1.1.d. I¢c Kulak 7
3.1.1.e. Afferent Isitme Yollar 11
3.1.1.f. Efferent Isitme Yollari 13
3.2. Rat Kulak Morfolojisi 14
3.3. Giiriiltiiniin Kohlea Uzerine Etkileri 15
3.4. Steroidlerin Noral Yapilar Uzerine Etkileri 17
3.5. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) 18
3.5.1. SOR ile Miicadele Asamalar1 19
3.5.1.a. Dogal Antioksidanlar 20
3.5.1.b. llaglar 20
3.6. Apoptozis 20
3.6.1 Apoptoziste Oksidatif Stres Hasarinin Rolii 21
3.6.2 Iskemi-Hipoksi ve Giiriiltiiniin
Indiikledigi Apoptozis 21
3.7. Isitsel Uyarilmis Potansiyeller 22
3.7.1. Beyinsap1 Uyarilmis Cevap Odyometrisi 23
3.7.1.a. BERA Temel Sistemi 24
3.7.1.b. BERA Karakteristikleri 24
3.7.1.c. BERA nin Klinik Uygulamalari 26
3.8. Deksametazon 27
3.9. Tedavi Gruplarina Uygulanan Ajanlar 28
3.9.1. Aminoguanidin 28
3.9.2. Caffeic Acide Phenethyl Ester (CAPE) 29
3.9.3. EGb-761 29



4. GEREC VE YONTEM
4.1. Denekler
4.2. Esas Deneklerin Elde Edilmesi
4.3. Deneklerin Gruplara Ayrilmasi
4.4. Deneklere Giirtiltii Uygulanmasi
4.5. Deneklere Antioksidan Ajanlarin Uygulanma Bi¢imi
4.6. Deneklerin Isitme Esiklerinin BERA Testi Ile Tespiti
4.7. Histopatolojik Degerlendirme
4.7.1. Istk Mikroskopisi incelemesi I¢in
Doku Preparasyonu

4.7.2. Elektron Mikroskopisi Incelemesi I¢in
Doku Preparasyonu

4.7.3. Immunohistokimya
4.8. Istatistiksel Analiz
5. BULGULAR
5.1. BERA Testi Sonuglar1
5.2. Immunohistokimyasal Bulgular
5.3. Elektron Mikroskopisi Bulgular1
6. TARTISMA
7. KAYNAKLAR
8. OZGECMIS

31
31
31
32
33
34

37

38

39

39
39
41
41
44
54
62
70
87



Tablo 1
Tablo 2
Tablo 3
Tablo 4
Tablo 5

TABLO LiSTESI

SAYFA
[sitsel Uyarilmis Potansiyellerin Siniflandirilmas: 22
Calismada Kullanilan Uyaranin Ozellikleri 36
Calismada Kullanilan Kayit Parametreleri 37

Giiriiltii Uygulamasindan 48 Saat Sonraki BERA Esikleri 42
Girilti Uygulamasindan 2 Ay Sonraki BERA Esikleri 42



Sekil 1
Sekil 2

Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12
Sekil 13

Sekil 14
Sekil 15
Sekil 16
Sekil 17
Sekil 18
Sekil 19
Sekil 20
Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

Sekil 24
Sekil 25

SEKIL LISTESI

Di1s ve Orta Kulak
I¢ Kulak Yapilari

Afferent Isitme Yollari
Rat Orta Kulagi
Isitsel Beyinsap1 Potansiyellerinin Sinirsel Kokenleri

Deneklerin Bakiminin Yapildig1 Kafes

Denekler Giiriiltiiniin Uygulandig1 Ses 1zolasyonlu Kafes

Giiriiltii Seviyesi Olg¢iim Cihaz

Bir Denege IP Yoldan Ilag Verilisi

Bir Denege BERA Testi Uygulanirken

Normal Bir BERA Trasesi

Rat Timpanik Bullast ve Kokleasi

Giiriiltii Uygulamasindan Onceki, 48 Saat Sonraki
ve 2 Ay Sonraki Isitme Esigi Degerlerinin
Grafiksel Dokiimii

Korti Organinda Kaspaz immun Reaktivitesinin Olmayis1

Spiral Ganglion Hiicrelerindeki Immun Reaktivite
Stria Vaskiilaristeki (++) Kaspaz Ifadesi

Spiral Ganglion Hiicrelerinde (+) Reaktivite

Korti Organinda Kaspaz Negatiflik

Spiral Ganglion Hiicrelerindeki (+) Kaspaz Ifadesi
Korti Orgamndaki (+) Kaspaz Immun Reaktivitesi
Stria Vaskiilaristeki (+++), Korti Organindaki

(+) Kaspaz Ifadesi

Spiral Ganglion Hiicrelerinde Hem Sitoplazmik Hemde
Niiklear (+++) Kaspaz Immun Reaktivitesi

Spiral Ganglion Hiicrelerindeki (+) immun Reaktivite
Stria Vaskiilaristeki (+) Kaspaz Reaksiyonu

Spiral Ganglion Hiicrelerinde

(+) Siddetinde Kaspaz ifadesi

SAYFA

10

13
14
25
31

34
35
36
37
38

43

45
45
46
47
47
48

49

49

50

51

52



Sekil 26

Sekil 27

Sekil 28

Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31

Sekil 32

Sekil 33
Sekil 34

Spiral Ganglion Hiicrelerindeki

Kaspaz immun Reaksiyonu 53
Sacli Hiicreler Arasindaki Baglanti Birimlerinin

Kopmasi ve Sitoplazma Organellerinde
Bir Miktar Dejenerasyon 54
Destek Hiicreler ile Sa¢hi Hiicreler Arasindaki

Baglantilarda Bir Miktar Ayrilma 55
Sacli Hiicrelerin Kendi Aralarindaki Baglantilarda Oldugu
Gibi Destek Hiicreler Arasindaki Baglantilarda Kopukluk

Ve Destek Hiicrelerde Yogun Sitoliz 56
Sacl1 Hiicrelerin Biribiri ve Destek Hiicreleri
Arasindaki Normal Baglanti Kompleksleri 57
Destek Hiicrelerinin Sacli Hiicrelerle Baglanti ve

[liskisinin Kopmasi ve Destek Hiicrelerin Sitoplazmasinda
Organellerin Tiimiiyle Lizise Ugramasi 58
Sac¢li Hiicreler Arasindaki Baglanti
Komplekslerindeki Devamlilik 59
Sacl1 Hiicreler Aras1 Baglantilarda Kopma 60
Sacli Hiicreler ile Destek Hiicreler Arasindaki
Baglanti Komplekslerinde Ayrilma ve

Destek Hiicrelerde Dejenerasyon 61



KISALTMALAR LISTESI
ACP: Apikal Kutikuler Plak (Apical Cuticular Plate)
AEP: sitsel Uyarilmis Potansiyeller (Auditory Evoked Audiometry)
BAP: Bilesik Aksiyon Poyansiyelleri

BERA: Beyinsap1 Uyarilmis Cevap Odyometrisi (Brainstem Evoked Response

Audiometry)

CAPE: Kafeik Asit Feniletil Ester (Cafteic Acide Phenethyl Ester)
dB: DeciBell

DKY: D1s Kulak Yolu

EcochG: Elektrokokleografi

GBIK: Giiriiltiiye Bagl Isitme Kayb1

GBO: Gingko Biloba Ozleri

GO: Giiriiltii Uygulanmadan Onceki BERA Esikleri

GS-1: Giriiltii Uygulanmasindan 48 Saat Sonraki BERA Esikleri
GS-2: Giiriiltii Uygulanmasindan 2 Ay Sonraki BERA Esikleri
HNE: 4-Hidroksinonenal

IM: Intramiiskiiler

IP: Intraperitonal

IPL: Interpik Latans

I/R: iskemi/Reperfiizyon

KAP: Koklear Aksiyon Potansiyeli

KM: Koklear Mikrofonik

KN: Koklear Niikleus

KZ: Kulak Zar1

MDA: Malondialdehit

NF-kB: Niikleer Faktor-kB

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentetaz

PBS: Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buferred Saline)
SOD-PEG: Siiperoksit Dismutaz-Polietilen Glikol

SOR: Serbest Oksijen Radikalleri



1. OZET

Bu calismanin amaci prenatal donemde ekzojen deksametazona maruz
kalinmasinin, isitsel sistemi hassas hale getirip getirmedigini irdelemek ve tedavi
amagl verilen antioksidan ajanlarin olusacak olasi hasari 6nlemede faydalari olup
olmadigini elektrofizyolojik ve mikroskopik yontemlerle arastirmaktir.

12 adet Sprague-Dawley cinsi disi rat hamile birakildiktan sonra yarisina
hamileliklerinin ii¢lincli trimestirlarinda deksametazon diger yarisina da distile su
verildi. Yavru ratlarin dogmasiyla esas denekler elde edildi ve tiimii iki aylikken dort
saat boyunca 110 dB giiriiltiiye maruz birakildi. Bu denekler ekzojen deksametazona
maruz kalma ve antioksidan ajan verilme durumuna gore sekiz gruba ayrildi. Grup 1:
Annesine 0.1 mg/kg/glin distile su enjekte edilen grup. Grup 2: Annesine 0.1
mg/kg/giin distile su ve kendisine 200 mg/kg aminoguanidin enjekte edilen grup.
Grup 3: Annesine 0.1 mg/kg/giin distile su ve kendisine 30 umol/kg CAPE enjekte
edilen grup. Grup 4: Annesine 0.1 mg/kg/giin distile su ve kendisine 100 mg/kg
EGb-761 enjekte edilen grup. Grup 5: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon
enjekte edilen grup. Grup 6: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon ve kendisine
200 mg/kg aminoguanidin enjekte edilen grup. Grup 7: Annesine 0.1 mg/kg/giin
deksametazon ve kendisine 30 pmol/kg CAPE enjekte edilen grup. Grup 8: Annesine
0.1 mg/kg/giin deksametazon ve kendisine 100 mg/kg EGb-761 enjekte edilen grup.

Giirtiltii uygulanmadan bir hafta 6nce, giiriiltilye maruziyetten 48 saat ve iki
ay sonrasinda BERA ile isitme esikleri saptandi. Bir ay sonrasinda da
immunohistokimyasal ve elektron mikroskopik inceleme yapilabilmesi i¢in tiim

denekler dekapite edildi.

BERA tetkiki sonuglarina gore giiriiltii 6ncesi ekzojen deksametazona maruz
kalan ve kalmayan gruplar arasinda anlamli farklilik yok iken, giiriiltii sonrasi
yapilan degerlendirmelerde deksametazon verilen deneklerde BERA esiklerinde
saptanan ylikselmelerin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlemlendi (p<0.05).
Immunohistokimyasal verilere gore istatistiksel olarak anlamlilik olmamakla birlikte
her ii¢ ajanin hassas hale gelmis isitsel sistem iizerinde olumlu etkilerinin olabilecegi
gozlemlendi. Elektron mikroskopik incelemelerde ise ekzojen deksametazon
verilmesinin kokleay1 giiriiltii gibi etkenlere kars1 hassas hale getirdigi gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Aminoguanidin, CAPE, EGb-761, Deksametazon,

Prenatal Tedavi
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2. ABSTRACT
THE EFFECTS OF EXOGEN STEROIDS ON AUDITORY SYSTEM IN PRENATAL
TERM, AN EXPERIMENTAL ANIMAL STUDY

The aim of this study to investigate whether to be exposed to the exogen
dexametasone in prenatal term cause the oversensitivity in the auditory system and to
examine whether the antioxidant agents prevent the possible damages in inner ear by
electrophysiologic and microscopic methods.

After 12 Sprague-Dowley female rats were impregnate, dexametasone was
applied to half of the subjects and the distiled water was applied to remnant subjects.
The real subjects were obtained with the born of the offsprings and all subjects were
exposed to 110 dB noise for four hours on two months old. These subjects were
divided into eight groups according to exposing to exogen dexametasone and
appliying manner of the antioxidant agents. Grup 1: 0.1 mg/kg/day distiled water
injected to mothers. Grup 2: 0.1 mg/kg/day distiled water injected to mothers and
200 mg/kg aminoguanidine injected to itself. Grup 3: 0.1 mg/kg/day distiled water
injected to mothers and 30 pmol/kg CAPE injected to itself. Grup 4: 0.1 mg/kg/day
distiled water injected to mothers and 100 mg/kg EGb-761 injected to itself. Grup 5:
0.1 mg/kg/day dexametasone injected to mothers. Grup 6: 0.1 mg/kg/day
dexametasone injected to mothers and 200 mg/kg aminoguanidine injected to itself.
Grup 7: 0.1 mg/kg/day dexametasone injected to mothers and 30 pmol/kg CAPE
injected to itself. Grup 8: 0.1 mg/kg/day dexametasone injected to mothers and 100
mg/kg EGb-761 injected to itself.

The hearing levels of all subjects were determined one week before noise, 48
hours after noise and two months after noise. After one month, all subjects were
decapitated for immunohistochemical and electron microscopic evaluation.While
there was no statistical significance between groups which exposed and not exposed
to exogen dexametasone before noise application, after noise application the
elevation of hearing levels of subjects which exposed to exogen dexametasone was
statistically significant (p<0.05). According to immunohistochemical datas, these
antioxidant agents affirmative effects on oversensitive auditory system. According to
electron microscopic evaluation, exogen dexametasone cause the oversensitivity in

cochlea againist outer effects like noise.

Key Words: Aminoguanidine, CAPE, EGb-761, Dexametasone, Prenatal Treatment
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3. GIRIS

Fotal biiyiime ve gelisme sirasinda viicudun cesitli dokularinin hizli hiicre
boliinmesinin farklilagmaya neden oldugu ‘kritik periyot’ s6zkonusudur. Besinsel ve
hormonal ¢evredeki degisiklikler fotal genomun ifadesinde degisiklige neden olarak
fizyolojik siireclerde kalic1 etkilere neden olabilirler. Bu olay ‘fotal programlanma’
olarak bilinir (1). Prenatal ¢evredeki bu etkiler sonucunda organizmanin gelisimi
etkilenmekte ve ileriki yasamda cesitli bozukluklara yol agabilmektedir (2). Fotal
programlanmanin bir sekilde degisiklige ugramasi immiin parametreler, endokrin ve
metabolik siirecler iizerinde farklilasmaya yolagmakta ve bdylece hipertansiyon,
diyabet, immiinsupresyon ve kalp hastaliklar1 gibi eriskin yasamda bazi hastaliklara
egilim artmaktadir (3).

Annenin beslenme durumu, anneye ait hastaliklar, prenatal stres, fotusa
disardan ila¢ ve madde verilmesi gibi durumlarda fotal ¢evre etkilenmekte ve fotal
programlanma etkilenebilmektedir. Glukokortikoidler f6tal programlanmada ve
cesitli dokularin normal farklilasmasinda ¢ok Onemli rolii olan maddelerdir. Bu
dokulardan en iyi bilineni akcigerdir. Bu nedenle preterm dogum olasilig1 olan
hamilelerin fotuslarinda akciger maturasyonunu indiiklemek ya da adrenogenital
sendromun tedavisinde glukokortikoidler kullanilmaktadir. Bununla birlikte prenatal
donemde asir1 miktarda glukokortikoidlere maruz kalinmasi, fotal gelisimi ve
maturasyonu olumsuz ydnde etkileyebilmektedir. Ornegin hamile hayvanlarin
endojen veya eckzojen glukokortikoidlere maruziyeti sonucunda diisiik dogum
agirhikli  bebek dogabilmekte, bazi organlarin ve sistemlerin gelisimleri
etkilenebilmektedir (4). Baz1 deneysel caligmalarda fotusun yiiksek glukokortikoid
seviyelerine maruz kalmasinin 6zellikle beyin ve kismen de olsa hipotalamo-pitiiiter-
adrenal aks1 etkiledigi belirlenmistir (5-7).

Sonugta meydana gelebilecek noroendokrin ve davramigsal fonksiyonlardaki
degisikliklerden sorumlu tutulabilecek diger bir olas1 mekanizmada oksidatif stresin
neden oldugu hiicresel olaylardir. Oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen
tiriinleri sinyal transdiiksiyonu, hiicre gelisimi ve farklilagsmasi ve apopitotik hiicre
Oliimiini etkilemektedir (8, 9). Son yapilan ¢alismalarda prenatal donemde fotusun
yiiksek seviyelerde glukokortikoidlere maruz kalmasinin serebellar noronlarda
oksidatif stresi indiikledigi ve apoptozise egilimi arttirdig1 gosterilmistir (10).

Akustik stresin i¢ kulakta reaktif oksijen iirlinlerinin olugsmasini arttirarak

hiicre dliimiine ve sonugta sensorinoral isitme kaybina neden oldugunu destekleyen
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caligmalar mevcuttur (11). Giiriiltiiniin kokleada meydana getirdigi degisiklikler bir
cok deneysel hayvan modellerinde ve epidemiyolojik ¢alismalarda ortaya konmustur.
Girtiltiiye maruz kalma sonrasinda koklear damarlarda vazokonstriiksiyon meydana
gelir ve koklear mikrosirkiilasyon azalir (12). Blast travma sonucu olusan isitme
kaybinin nedenlerinden biri de artmis serbest oksijen radikal reaksiyonlaridir. Blast
travma sonrasi guinea piglerin isitme esiginin yiikselmesine paralel olarak
malondialdehit (MDA) diizeyinin de yiikseldigi bildirilmistir (13).

Gilinlimiizde giiriiltiiniin olusturdugu hasar1 6nlemede allopiirinol, siiperoksit
dismutaz-polietilen glikol, lazaroid (21-aminosteroid) grubu ilaglar, vitaminler,
vazodiladatorler ve ginkgo biloba gibi ajanlar kullanilmaktadir. Pineal bezden
sirkadiyen ritimde salgilanan ve bir endojen hormon olan melatoninin direkt
antioksidan ve gii¢lii radikal giderici etkisinin yanisira bir antioksidan enzim olan
glutatyon peroksidaz aktivitesini de artirdig1 bilinmektedir (14, 15).

Prenatal donemde yiiksek seviyelerde glukokortikoidlere ve dogduktan sonra
erken donemde akustik travmaya maruz kalinmasi, i¢ kulakta reaktif oksijen
tirtinlerinin olugsmasina neden olabilmekte ve sonugta kokleada apopitotik sacli hiicre
oliimii ve sensorinoral isitme kaybi1 meydana gelebilmektedir.

Calismamizda, prenatal donemde uygulanan ekzojen steroid tedavilerinin
isitsel sistem {iizerindeki etkileri ve kokleayr strese karsi hassas hale getirip
getirmedigi irdelendi. Bu amagla hamile birakilan ratlara hamileliklerinin son
trimestirlarinda ekzojen olarak sentetik bir steroid olan deksametazon verildi. Dogan
yavrularda stres olusturmak amaciylada ses izolasyonlu bir ortamda giriilti
uygulandi. Boylece prenatal donemde sentetik steroidlere maruz kalinmasinin isitsel
sistemi hassas hale getirip getirmedigi ve olas1 hasarlar irdelendi. Tedavi amaciyla
isitsel sistemde meydana gelebilecek hasar1 onlemede faydali olabilecegi diisiiniilen
CAPE, aminoguanidin ve EGb-761 gibi antioksidan ajanlar deneklere uygulandi.
Calismamizda prenatal donemde uygulanan ekzojen steroid tedavisinin ve sozil
edilen ii¢ antioksidan ajanin isitsel sistem tiizerindeki etkileri elektrofizyolojik,
immunohistokimyasal ve elektron mikroskopik yontemlerle karsilastirildi.

3.1 Isitme Sistemi

Isitme uzayda olusan ses dalgalarmin kulak tarafindan toplanmasi ve
beyindeki igsitme merkezlerinde karakter ve anlam olarak yorumlanmasina kadar olan

karmasik siiregleri ifade etmekte ve isitme sistemi olarak bilinen genig bir bdlgeyi
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ilgilendirmektedir. Isitme ve denge organi olan kulak, kafatasinin yan ve alt
duvarlarini olusturan temporal kemik i¢inde yerlesmistir.

3.1.1 Kulak

Anatomik ve fizyolojik olarak isitmenin periferik organi olan kulak, yap1 ve
fonksiyonlar1 bakimindan birbirinden farkli {i¢ temel boliimden olusur:

3.1.1.a Di1s Kulak

Di1s kulak, aurikula (kulak kepcgesi) ve dis kulak yolundan olusur. Basin her
iki yaninda bulunan aurikula diizensiz girinti ve c¢ikintilardan olusan, deri ve
perikondrium ile kaplanmisg, diizensiz elastik fibrokartilajindz bir yapidir.Dis ve i¢
olmak iizere iki yiizii vardir. i¢ yiiz arkaya bakar ve konvekstir, dis yiiz ise dne bakar
ve konkavdir (16). Dis kulak yolunun (DKY) 6n kisminda bulunan ¢ikintiya ‘tragus’
denir (17). Isitsel uyaranlar i¢in alict alan1 artiric1 fonksiyonu olan kulak kepcesi,
uzaydaki ses dalgalarinin uzaklhiginin ve lokalizasyonunun belirlenmesine katkida
bulunur (18). DKY, kavum konkadan timpanik zara kadar olan boliimdiir. Lateralde
kartilaj meatus (dis kulak yolunun 1/3 dis kismi1) ve medialde kemik meatustan (dis
kulak yolunun 2/3 i¢ kismi) ibaret olan S seklinde rezonatdr bir kanaldir. Arka
duvarinin uzunlugu 25 mm olmasina karsilik, 6n alt duvarinin uzunlugu 31 mm’ dir.
Bu fark kulak zarmin arkadan 6ne dogru oblik yerlesmesinden kaynaklanmaktadir.
Kulak kepcesi ve DKY’ nin sensoriyal inervasyonu V, VII, X kranial sinirler ve 2-3.

servikal sinirden olur (19, 20).
3.1.1.b Kulak Zar1

Kulak zar1 (KZ), DKY’ nin sonunda orta kulak boslugunu DKY’den ayiran
elips seklinde bir perdedir. Kalinligir 0.1 mm, uzunlugu 10-11 mm ve genisligi 8-9
mm’ dir. KZ, orta kulagin dig duvarinin biiyiik bir kismin1 yapar. KZ’nin timpanik
kemikte yerlestigi yer olan sulkus timpanikusa ‘timpanik halka’ denir. Kulak zari,
anulus fibrosus ile timpanik halkaya ve santral bir yapisiklikla da malleusun kisa

koluna ve manibrium malleiye baglidir.

KZ, pars tensa ve pars flaksidadan olusur. Pars tensa KZ’nin timpanik kemik
icindeki parcgasidir. KZ’ nin biiyiik bir kismint olusturur ve ses dalgalari ile titresen
kisimdir. Pars flaksida (Sharpnell zar1) ise timpanik kemigin iki uzantis1 arasindaki
aciklik olan Rivinius ¢entigini doldurur. Bu iki parca arasinda gerginlik farkindan
baska histolojik farklarda sézkonusudur. Pars tensadaki fibréz doku, pars flaksidada

yoktur. Pars tensa daha zengin bir kapiller ag ve sinirler bulunur. Dista skuamoz
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epitel, icte mukozal ve ikisi arasinda yerlesmis olan fibroz tabaka olmak iizere ii¢

tabakadan olusmustur (21).
3.1.1.c Orta kulak

Orta kulak, kulak zar1 ile kemik labirent arasinda miik6z membran ile
kaplanmis kemik mesafedir. Vertikal ve on arka cap1 15 mm’dir ve i¢ derinligi ise
yukart kisimlarda 6 mm, umbo ¢evresinde ise 2 mm kadardir. Orta kulak boslugu
icinde dis kulaktan i¢ kulaga ses dalgalarinin iletimini saglayan malleus, inkus ve
stapez denilen {i¢ adet kemikg¢ik vardir. Bu kemikgikler orta kulak boslugunda kulak
zarl ile i¢ kulagin fonksiyonel girisi olan oval pencere arasinda bir kdprii olustururlar.
Bu kemikgik sistemi i¢in ek destegi orta kulakta bulunan iki adet kii¢iik kas saglar.
Bunlardan biri olan tensor timpani kasi, malleusun manibriumuna yapisirken, stapez
kas1 ise stapezin boynuna yapisir. Bu kaslar kemik¢ik sisteminin hareketini
kisitlayarak siddetli seslere karsi i¢ kulak yapilarinin korunmasinda da rol oynarlar

(22).

Orta kulak boslugunun alt1 adet duvari bulunur. Tavani tegmen timpani
olusturur ve orta kulak boslugunu orta kafa c¢ukurundan ayirir. Tabani ise
hipotimpanik resesi meydana getirir ve alt 6n kisimda arteria karotis internayla, alt

arka kisimda ise juguler bulbusla yakin komsuluktadir (22).

Orta kulak boslugunun arka duvari aditus ad antrum vasitasiyla mastoid
antrum ve hava hiicreleri ile devamlilik gosterir. Onde orta kulak boslugu staki tiipii
araciligiyla nazofarenks ile iligkilidir. Orta kulak boglugunun lateral duvari kulak zar1
ile epitimpanik resesin yan duvari tarafindan olusturulmustur. Medial duvarin en
onemli yapilarindan biri kokleanin bazal kivrimi tarafindan olusturulan
promontoryumdur. Orta kulak boslugunun medial duvarindaki diger 6nemli yapilar
stapes tabaninin olusturdugu oval pencere ile koklear kapsiiliin orta kulak bosluguna

diger agilim yeri olan yuvarlak penceredir (22).

Orta kulagin fonksiyonu timpanik membrana ulasan ses dalgalarini koklear
stvilar titrestirecek bigcime dontistiirmektir. Kokleadaki sivilari titrestirmek icin
buraya direkt olarak gelen ses dalgalar1 ¢ok etkisizdir. Orta kulak, hava ile koklea ici
sivi arasindaki akustik impedans farkini azaltma gorevini goriir. Bu mekanizmada

baslica kulak =zar1 ile stapez tabam1 arasindaki oran farki ve orta kulak
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kemikg¢iklerinin manivela fonksiyonu sayesinde basarilir (23,24). Sekil 1°’de dis ve

orta kulak sematik olarak gosterilmistir.

Semizirkiler Kanallar
Kemikcikler

Timpanik

Membran Koklea
1 Dig rulak
Kanal Sistaki Topl

“uvarlak Pencere

Sekil 1. D1s ve Orta Kulak

3.1.1.d i¢ Kulak

I¢ kulak petrdz kemikteki kemik labirent i¢inde yerlesmis ndromembrandz bir
yapidir. Anatomik olarak labirent terimi posterosiiperior yerlesimli semisirkiiler
kanallar1, anteroinferior yerlesimli koklea ve vestibiilii ifade etmektedir. Her biri
yaklagik 1 mm ¢apinda olan ii¢ kemik semisirkiiler kanali (lateral, siiperior, inferior)
perilenf denen sivi doldurur. Vestibiil, kokleanin skala vestibiilisi ve skala
timpanisini de perilenf doldurmaktadir. Skala timpanideki perilenf yuvarlak pencere
yakinlarindan baglayan akuaduktus koklearis denilen ve ¢ogunlukla agsi bir fibroz
doku ile dolu olan kanal araciligiyla subaraknoid bosluktaki serebrospinal sivi ile

iliskidedir (21, 22, 24).
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Vestibiil yaklagik olarak dort mm ¢apinda oval sekilli bir kavitedir. Timpanik
kavitenin medialinde lokalize olmustur ve fenestra koklea ile fenestra vestibiili ile

iliskilidir (21, 22).

Otik kapsiil i¢inde i¢ kulagin esas yapisi olan otik labirenti ¢evreleyen
periotik labirent vardir. Otik labirent, otik sivi olan endolenf iceren ve birbirleriyle
devamlilik halinde olan epitel ile doseli bir takim tiipler ve bosluklar sisteminden
olusmustur. Otik labirent ayr1 fonksiyonlara sahip birbirleriyle baglantili {i¢ pargadan
olusmustur: siiperior par¢a yada vestibiiler labirent, inferior parca yada koklea ve

endolenfatik duktus ve endolenfatik kese (21, 22).

Vestibiiler otik labirent sakkulus, utrikulus ve semisirkiiler duktuslardan
olusur (21, 22). Utrikiiler duktus, utrikulusun 6n yiiziinden ayrilir ve 6n duvarin
cevresinde arkaya dogru krvrilir. Utrikiiler duktus, sakkulustan gelen benzeri bir
kanal (sakkuler duktus) ile birleserek endolenfatik duktusu olustururlar. Endolenfatik
duktus, vestibiiler akuaduktus denilen bir kemik kanal i¢inde yerlesmistir. Vestibiiler
akuaduktusun terminal parcasinda endolenfatik genisler ve endolenfatik keseyi
olusturur. Bu da kemik akuaduktusun i¢inde yerlesmistir. Endolenfatik duktusun
distal eksternal parcasi dereceli olarak diiz hale gelir ve petroz kemigin arka

yliziinde, sigmoid siniise ¢ok yakin bir iliskide durada sonlanir (21, 22).

Sakkulus, utrikulustan daha kiiciiktiir, fakat benzer yapidadir. Kiiciik bir
duktus, sakkulusun duvarindan ayrilarak vestibiiliin tabaninda seyreder ve koklear
duktusa girer. Bu, duktus reuniens olarak adlandirilir ve koklea ile labirentin diger

kisimlar1 arasindaki tek baglant1 yeridir (21, 22).

I¢ kulagin isitme sistemi ile ilgili olan kisnu spiral sekilli, yaklasik olarak 35
mm uzunlugunda, 5 mm yiiksekliginde, en genis tabaninda 9 mm c¢apinda koni
seklinde, iki tam % kivrim yapmis olan kokleadir. Koklea skala vestibiili, skala

media (duktus koklearis) ve skala timpani olarak {i¢ kanala boliinmiistiir (21, 22).

Koklea, koklear kivrimlar1 ayirmaya yarayan modiolus denilen bir yapi ile
desteklenir. Sekizinci sinirin isitsel pargasinin fibrilleri modiolus i¢inde ilerler ve
kemik spiral lamina i¢indeki kii¢iik kanallar boyunca ilerleyerek tiiylii hiicrelerde
sonlanirlar. Bu ndronlarin hiicre gorevleri spiral lamina tabaninda modiolus boyunca

gruplanarak spiral ganglionu olustururlar (21, 22).
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Koklear duktus (skala media) iiggen seklindedir (Sekil 2). Skala media ile
skala timpani arasindaki sinir1 kemik spiral laminanin radial fibr6z uzanimi olan
baziller membran yapar. Baziller membranin yiizeyinde isitmenin end organi olan
korti organi bulunur. Duktus koklearis ve skala vestibiili arasindaki siniri ise iki

hiicre tabakasindan olusmus olan Reissner membrani yapar (21, 22).

Skala timpani, yuvarlak pencerenin ac¢ildigi kor bir pos seklinde
sonlanmaktadir. Skala timpaninin sonu ile subaraknoid mesafe arasini baglayan
kemik pasaja ‘koklear akuaduktus’ ad1 verilir. Bu akuaduktus, spinal siv1 ile perilenf
arasindaki degisime izin verir. Skala vestibiili ise direkt olarak vestibiile acilir. Skala
vestibuli ile skala timpani arasindaki iliskiyi saglayan yapiya ise ‘helikotrema’ adi

verilir (21, 22).

Korti organi destek hiicreleri, tiiylii hiicreler ve tektoryal membran denilen

jelatindz bir yapiy1 ihtiva eden kompleks bir yapidir (Sekil 2a) (21, 22).

Tuyli hiicreler, tek sira i¢ tiiylii hiicreler ve 3-5 sira dis tiiylii hiicreler
seklinde yerlesmislerdir. Bunlar i¢ ve dis pillar hiicreleri tonofibrilleri ile olusturulan
ters ‘V’ seklinde ayrilmiglardir. Pillar hiicreleri arasindaki mesafe korti tiineli olarak

adlandirilir ve burada endolenften farkli bir sivi olan kortilenf bulunur (21, 22).

Tlyli hiicreler falengeal hiicreler tarafindan desteklenmektedir. Diger destek
hiicreleri Hensen hiicreleri, Claudius hiicreleri ve sinir hiicreleridir. Tektoryal
membran santral olarak limbus tarafindan desteklenmektedir. Limbus kemik spiral
lamina iizerine yaslanan kalin bir hiicre tabakasidir ve bu ayni zamanda Reissner
membranininda tutunmasina yardimer olur. Tektoryal membran serbest kenarinda
Hensen hiicrelerine sikica tutunarak tliylii hiicrelerin silyalarini ihtive eden tiiylii

hiicreler ile tektoryal membran arasindaki bir mesafe olusumunu saglar (21, 22).

Tiiyli hiicreler birkag néron tarafindan innerve edilirler. Tiiyli hiicrelerde iki
tip sinir sonlanmasi vardir. Biri afferent, digeri ise efferent fonksiyonundan

sorumludur. Bazende tek noron birkag tiiylii hiicreyi innerve etmek iizere boliinebilir

(21, 22).

I¢ kulak igindeki alic1 organlar esas olarak ayni yapilardan olusmustur. Fakat
her biri 6zel mekanik stimuluslara cevap verecek tarzda organize olmuslardir (22).
Membrandz koklea, korti organini icerir. Utrikulus, semisirkiiler kanallar ve sakkulus

ise durum ve hareket hissi reseptorlerini igermektedir. Duktus koklearis ve duktus ve
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sakkus endolenfatikusun i¢ kulaktaki hidrolik basincin diizenlenmesi ile ilgili

olduklar1 diisiiniilmektedir (24).

Tektoryal
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Hensen Hiicreler Membran
Hiicreleri (Dis
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Sekﬂ 2. 1¢ Kulak Yapilarinin Sematik Goriintimii
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Noronlar kemik spiral laminanin kanalciklarinda ilerleyerek laminanin
tabaninda spiral ganglion hiicreleri ile bulusurlar. Daha sonra aksonlar modiolusun
merkezindeki kanallar iginde ilerleyerek sekizinci sinirin isitsel pargasini
olustururlar. Bu fibrillerde iki koklear nukleus (dorsal ve ventral) bolgesinde ponsa

girerler (21, 22).

Perilenfatik sivi kimyasal ekstraselliiler sivilarda oldugu gibi diisiik
potasyum ve yiiksek sodyum konsantrasyonuna sahiptir. Endolenfatik siv1 ise tersine
hiicre i¢i s1v1 niteliginde elektrolit yogunluguna sahiptir ve yiiksek potasyum, diisiik

sodyum igerir (25).

Lawrence (26) insanda toplam 78.3 mm’ perilenf, 2.76 mm’ endolenf

oldugunu bildirmis ve i¢ kulak sivilarinin fonksiyonlarini syle siralamistir:

1- I¢ kulaktaki hiicrelerin kanla iliskisini saglayarak hiicrelere besin temin

etmek ve onlarin katabolik iirtinlerini uzaklastirmak,

2- Enerji degisimi i¢in uygun ortam saglamak,

3- Titresimleri stapez tabanindan enerji degisimi yapan elemanlara iletmek,

4- Basincin sistem i¢inde dagilmasini saglamak.

I¢ kulak sivilarmin kaynagi heniiz kesin belli degildir. Ancak biiyiik olasilikla
perilenf, beyin omurilik sivisi filtrasyonu ile, endolenf ise stria vaskiilaris ve
vestibiiler labirentinde bulunan dark hiicrelerinden salgilanma ile olusur. Baziller
membran lizerindeki kan damarlar1 kortilenfin kaynagi olarak kabul edilmektedir.
Kortilenf ve perilenf yiiksek sodyum icermeleri nedeniyle birbirlerine benzemekle
beraber, hem kaynaklarinin farkli olusu hemde perilenfin tiiy hiicreleri icin toksik

olusu bakimindan birbirlerinden farklidir (21, 22, 26).

3.1.1.e Afferent Isitme Yollar

Afferent igitme yollar1 diger alic1 sistemlerden daha karmagiktir. Paralel yollar
oldugu gibi afferent isitme yollarinin ¢esitli seviyelerinde iki taraf beyin sap1 arasinda
baglantilar vardir (23).

Koklear niikleus (KN) isitsel uyarty1 ilk alan yerdir ve biitiin koklear sinir
fibrilleri KN’de sonlanir. KN’nin ii¢ ana boliimii isitme sinirinden benzer bilgileri alir.
Isitsel sinir fibrilleri ventral KN’ye girerler ve diger boliimleri innerve etmek igin
anterior ventral KN ve posterior ventral KN olarak ikiye ayrilirlar. Posterior ventral

KN’ye ulasan fibriller dorsal KN’ye kollateral fibriller gonderir. KN’den yukar1 ¢ikis

20



iic farkli yoldan olur: 1- Dorsal akustik stria, 2- Intermediate akustik stria ve
3- Trapezoidal cisim. Fibrillerin bazilar1 siiperior oliver kompleks niikleusunda
sonlanir. Her ii¢ yol beyin sapinin diger tarafina caprazlasir ve sonunda lateral
lemniskusta sonlanir. Lateral lemniskustan ayrilan fibriller inferior kollikulusta
sonlanir. Afferent isitme yollarinin ¢ogu akustik stria ya da trapezoidal cisim
seviyesinde capraz yapar. Ipsilateral tarafta KN’den ilerleyen ve caprazlasmayan
fibriller vardir ve bunlarda ipsilateral inferior kollikulus, medial genikulat cisime ve
isitsel kortekse uzanirlar. Lateral lemniskus fibrillerinin bazilari lateral lemniskus
niikleusunda sonlanirlar (23).

Boylece inferior kollikulus, kontralateral ventral KN’den kaynaklanan
(sekonder isitsel fibriller), siiperior oliver kompleks ve lateral lemniskus (tersiyer
fibriller) niikleusunda sonlanmus olan fibrilleri alir. Inferior kollikulus {i¢ ana bdlim
igerir: santral niikleus, eksternal niikleus ve korteks. Santral niikleusun ¢ikist inferior
kollikulusun brakiumu boyunca talamusun anterior parcasina uzanir. Oysa eksternal
niikleus ve inferior kollikulus’un korteksi, assosiasyon kortekslerine uzanim gosteren
ekstraleminiskal sistemin bir parcasi olarak talamusun arka boliimiine gelir. Ventral
medial genikulat cisim korteksin primer isitsel alanina gider (23).

Cikan isitsel yollarin iki tarafi arasinda cesitli seviyelerde baglantilar vardir.
Beyin sapinin iki tarafi arasinda var olan baglantilarin en periferal seviyesi KN’dir ve
orta beyin seviyesinde iki inferior kollilulus arasinda baglantilar vardir (Probst
kommiissiiril). Ayn1 zamanda her iki kulaktan giris alan siiperior oliver kompleks,
cikan isitsel yollarin iki tarafi arasindaki baglantilar1 gosterir (23). Sekil 3’te afferent

isitme yollar1 gosterilmistir.

21



Kortrlateral ipsilateral

Sihyian

i = —Silvyian
Fizsir ™ —-_ T

- Fisslri

Igitme T igitme
Horteksi Korteksi
Iledial
G.eplkulat — — Medial Genikulst
Cizim Cisim
inferiar

. Kallikulus
Inferior Komissird
Kollikulus .4 inferiar

i =77 Kolikulus
Lateral
Leminizkyz

Lateral
=" Leminizkuz

d_KokIear
-~ Cekirdek

Slperior - i___..
Olivatuzr =
Kompleksler

Trapezoid Cizim

Sekil 3. Afferent Isitme Yollar

3.1.1.f Efferent isitme Yollan

Iki fakl efferent sistem vardur.
1- Stiperior oliver kompleks niikleusundan kaynaklanan olivokoklear sistem
2- Yiiksek merkezlerden kaynaklanan santrifugal sistem

Olivokoklear lifler ¢aprazlasan ve caprazlagsmayan parcalar icerir ve beyin
sapindan i¢ kulak yolunun derininde distal lokalizasyona kadar 8. kranial sinirin
vestibiiler pargasini takip eder ve koklear sinir ile birleserek sonunda korti organina
ulagir. Bunun fibrilleri tiiylii hiicrelerde sonlanir. Efferent fibriller az sayidadir ve
1800 civarinda olduguna inanilmaktadir ve ¢ogu dis tiiylii hiicrelerde sonlanir (23).

Santrifugal yollar KN veya daha yiiksek merkezlere ulasan efferent fibrillerin
ses ile olusan noral aktivite tizerinde genellikle siipresif etkisi oldugu goriilmektedir.

Fakat bu sistemin ger¢ek fonksiyonu hakkinda az sey bilinmektedir (23).
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3.2 Rat Kulak Morfolojisi

Ratlarin kulaklari, insan kulak anatomisine bir ¢ok yonden benzediginden
arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilirlar. Rat kulaklar1 da insandaki gibi dis, orta
ve i¢ kulak boliimlerine ayrilir. Fakat temporal kemik bir takim farkliliklar gosterir
(27, 28) (Sekil 4). Rat temporal kemigi mastoid benzeri ¢ikinti, timpanik bulla
(mastoid kavite), timpanik halka, petrdz parca ve az gelismis skuamoz parcalardan
meydana gelir (28).

Rat aurikulasindaki destek, koni seklinde elastik, ince bir kartilajla saglanir.
Dis kulak yolunun kemik kismi 2 mm uzunlugunda olup timpanik membrana dogru
genisler (27).

Kemiricilerde tipik olarak hipotimpanum genistir ve yumusak duvarh
timpanik bullanin iginde yer alir. Timpanik bulla lateralde timpanik halka,
posterolateralde mastoid benzeri ¢ikint1 ve siiperiorda epitimpanik kavite ile komsu
olan yarim kiire seklinde bir bosluktur. Bullanin lateral duvarinda timpanik membran
vardir. Kubbe seklindeki epitimpanum arkaya uzanarak hipotimpanum ve

mezotimpanumdan ayrilir. Timpanik kavitenin medial duvarinda koklea yer alir (27,

28).

Internal karotis arter

Tensor timpani ¢ikintisi

[

Sekil 4. Rat Orta Kulaginin Sematik Gortiintimii
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Ratlarin kulak zarlar1 elips seklindedir ve horizontal plan ile 20 derecelik ag1
olusturur. Kisa eckseni ortalama 4 mm, uzun eckseni ise ortalama 6 mm
uzunlugundadir. Kulak zar1 5 p kalinligindadir. Dis yiizii skuamoz epitel ile doseli
olup, zarin kenarlarinda dis kulak yolunun epidermisi ile devam eder. Orta tabakay1
olusturan fibréz lamina propria, anulus fibrozusa dogru uzanarak timpanik olukta
periosta yapisir. Zarin i¢ yiizeyinide skuamoz epitel doser (27).

Ratlarda insana benzer bicimde malleus 3.5 mm uzunlugunda olup, timpanik
membranin uzun ekseni boyunca yerleserek laterale, hafif egimli kenarina biitiin
uzunlugunca yapisiklik gosterir. Malleus ve inkus, sinkondroz yapida eklem yaparlar
ve inkus, kiigiik lentikiiler kemik vasitasiyla stapez ile eklem yapar (27, 28).

Rat ve insan kulak yapisi bir ¢ok yonden benzerlik gostermesine karsilik,
aralarinda bazi farkililiklarda bulunur (27, 28):

1- Ratlarda kulak zar1 ve timpanik halkanin boyutlar1 temporal kemige oranla

insandakinden daha biiyiiktiir.

2- Mastoid havali hiicre sistemi daha basit olup dort biiyiik hiicreden olusur

ve insandaki trabekiilasyon yoktur.

3- Ratlar, bulla olarak isimlendirilen ¢ok genis ve muntazam bir orta kulak

bosluguna sahiptirler.

4- Rat kokleasi, bullada daha belirgin olarak goriiliir.

5- Ratlarda koklea 3.25 tur yaparken, insanlarda tur sayis1 2.5-2.75’tir.

3.3 Giiriiltiiniin Koklea Uzerine Etkileri

Normalin {izerindeki akustik enerji, genellikle kokleada hasar olusturur ve
cogunlukla saclt hiicreler zarar goriir. Kokleada olusacak hasarin miktar1 giiriiltiiniin
siddeti, sekli, bireyin hassasiyeti ve siiresine bagli olarak degisir. Kulak maruz
kalinan sesin siddetine bagli olarak iki farkli yolla hasar goriir. Ses basing seviyesi
140 deciBell’i (dB) asarsa, bu akustik enerji hassas i¢ kulak dokularinin elastik
limitlerinde gerginlik olusturur. Bu tip hasar ‘akustik travma’ olarak isimlendirilir.
Ani olusur ve genellikle kalic1 olan ani isitme kaybi ile sonuglanir. Isitme kaybi
tinnitus ve kulakta basing hissi ile beraberdir. Sesin sonlanmasindan birkag saat veya
glin icinde azalir. Korti organmi baziller membrandan ayirilir, destek hiicrelerinin
sensoriyel epitel boliimlerinde yirtilmalar olur. Hasara ugrayan korti organi ve skala
medianin s1vit boliimlerinin biitiinliigiinii tekrar saglamak i¢in skuamoz epitel
dokunun bir tabakasi ile yer degistirir. Stria vaskiilaris ve kiigiik kan damarlarindaki

kan akiminda azalma meydana gelir. Hem i¢ hem de dis sacli hiicrelerde
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dejenerasyon olusur (29). Sesin etkileme siiresinin uzamasiyla isitme kaybinin
olugmasi artar ve komsu yiiksek ve diisiik frekanslar1 etkilemeye baslar. Yillarca
devam eden giiriiltilye maruz kalma sonucu kokleanin bazal kivrimindaki duyusal ve
noral yapilar bozulur ve bu yiiksek frekanslarda keskin bir kayipla sonuglamir. Ust
frekans kayiplar1 kisa siirede maksimuma ulasirken alt frekanslarda daha yavas ve
uzun bir periyotta isitme kaybi olusur (30).

Giriilti koklear damarlarda vazokonstriiksiyona neden olmaktadir. Bunun
sonucundada koklear kan akiminda azalma meydana gelmekte ve hipoksi olusarak
serbest oksijen (SOR) radikalleri ortaya cikabilmektedir. Eger hipoksi giiriiltiiye
maruziyet sonucu meydana gelmigse, SOR olusumunu bloke eden yada siipiliren
ilaglar hipoksik veya iskemik olaylar sonucu olusan koklear hasar1 Onleyebilir.
Seidman ve ark (31) ratlar1 60 saat boyunca genis-band giiriiltiiye (90 dB) maruz
birakmis ve antioksidan ajan olarak siiperoksit dismutaz-polietilen glikol (SOD-
PEG) ve allopurinol uygulamislar. Sonuc¢ta SOD-PEG ve allopurinoliin giirtiltii
nedeniyle olusan koklear sensitiviteyi azalttigini gézlemlemisler. Bu durum kokleada
giirliltii nedeniyle olusan hasarin, SOR aktivitesi ile iliskili olabilecegine isaret
etmektedir.

Yogun giiriiltiiniin periferal isitme sistemi lizerine tektoryal membranin
yirtilmasi ve korti organinin baziller membrandan ayrilmasi gibi anatomik sonuglari
olabilmektedir (32). Bu tip bir hasar, genellikle kisa siireli yogun patlama tarzindaki
giiriiltii sonucu meydana gelir. i¢ ve dis sagh hiicrelerde kayiplar ise kronik giiriiltii
maruziyeti sonucu gézlemlenmektedir (33).

Giirtilti travmasmin i¢ kulakta reaktif oksijen {irlinlerinin olusumuna yol
acarak hiicre hasar1 ve isitme kaybina neden oldugu bilinmektedir (31, 34). Giiriiltii
travmasi sonrasinda olusan reaktif oksijen tiriinleri sonucunda meydana gelen hiicre
Oliimii, glriiltiiniin indiikledigi kalic1 isitme kaybinin gelismesinde kritik faktordiir
(35, 36).

Giiriiltiiye bagli isitme kaybi (GBIK), serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu bir tiir metabolik hasardir ve olusma mekanizmasi 2 major kategoriye
ayrilmaktadir: direkt mekanik travma ve korti organinda metabolik hasar olugmasi.
140 dB’den daha siddetli giiriiltii uygulanirsa, mekanik travmaya bagh GBIK
meydana gelir. Ornegin patlamalar sonucu olusan yiiksek amplitiidlii vibrasyon, i¢
kulagin elastik limitlerinin asilmasina yol agmakta ve korti organinin baziller

membrandan ayrilmasi gibi koklear boliinmeler meydana gelebilmektedir (37). Fakat
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is yerlerindeki koklea hasarmin nedenleri genelde mekanik kokenli degildir (38).
Karlidag ve ark (39) siirekli olarak 100 dB giiriiltiiye maruz kalanlarda eritrosit
glutatyon peroksidaz seviyelerinin azaldigin1 ve malondialdehid seviyelerinde ise
artma oldugunu ve stirekli 100 dB giiriiltiye maruz kalimmasinin kokleanin
antioksidan defans sistemini hasara ugrattigini rapor etmislerdir. Kaygusuz ve ark
(40) stirekli olarak 75-110 dB arasi1 giiriiltiiye maruz kalan hidroelektrik santrali
is¢ilerinde sensorinoral isitme kaybir goriildiigiinii ve bu kisilerde eritrosit glutatyon
peroksidaz seviyelerinde artis ve malondialdehid diizeylerinde ise azalma oldugunu
tespit etmislerdi.

3.4 Steroidlerin Néral Yapilar Uzerine Etkileri

Immatiir organizmalarin gelisiminde sadece genetik faktdrler tek basina
belirleyici degildir. Ayn1 zamanda neonatal period ve maternal ¢evre de dnemlidir
(41, 42). Gelismekte olan beyinde serotonerjik noronlar ve glukokortikoidler
arasinda  etkilesimler  sézkonusudur (43). Ratlarda  glukokortikoid ve
mineralokortikoid reseptdr ekspresyonunun 5-hidroksitriptamin tarafindan regiile
edildigi ve hamileligin {i¢iincii trimestirinin monoaminerjik néronlarin gelisimi i¢in
kritik bir zaman oldugu rapor edilmistir (44, 45). Bir ¢ok ¢aligmada fotusun kritik
gelisim asamasinda glukokortikoidlere fazlaca maruz kalmasinin, sinir sisteminde
uzun stireli etkilere neden olabilecegi gosterilmistir (46).

1970’lerden beri kortikosteroidler preterm infantlarda mortaliteyi ve
morbiditeyi  azaltmada  kullanilmaktadir  (47).  Standart  uygulamalarda
kortikosteroidler tek doz olarak verilmektedir. 1995°te US National Institutes of
Health tarafindan preterm dogum riski olan tiim gebelere tek doz kortikosteroid
verilmesinin survey oranlarini olumlu etkiledigi bildirilmistir (48).

Preterm dogumlar Kuzey Amerika’da tim dogumlarin %7-10’unu teskil
etmektedir ve neonatal dliimlerin %75’inden sorumludur. Bu vakalardaki neonatal
morbiditenin nedenleri arasinda respiratuar distres sendromu, intraventrikiiler
hemoraji ve nekrotizan enterokolit sayilabilir. Prenatal glukokortikoid terapisi
preterm dogumla ilgili olan bu komplikasyonlarin sikligini1 azaltmaktadir (49).

Glukokortikoidler bir ¢ok fotal dokunun farklilasmasina katkida
bulunmaktadir. Bunlardan en iyi bilineni akcigerlerdir (50). Hamilelik sirasinda fotal
dolasimdaki glukokortikoid seviyeleri, maternal kortizolii inert metabolitlere
metabolize eden plasental 11-beta-hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesi nedeniyle,

maternal dolagimdaki seviyelerden daha azdir (51).
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Hayvan c¢alismalarinda maternal kortikosteroidlerin miyelinizasyon ve fotal
beyin bolgelerinin (hipokampus) biiylimesinde gerilige neden oldugu gdosterilmistir.
Kortikosteroidler gelismekte olan beyinde hipoksik iskemik hasar1 dozaja ve zamana
bagimli olmak kaydiyla azaltmakta veya giiclendirmektedir (52).

Ratlarda gestasyonun son haftasinda sentetik glukokortikoidlere (0.1 mg/kg
deksametazon) maruz kalinmast bazal plazma kortikosteron seviyelerinin
ylikselmesine neden olur. Deksametazon dogum agirliginin azalmasina neden
olmakta fakat gestasyon siiresini etkilememektedir (53). Hamile guinea piglerde
gestasyonun 50 ve 51 ci gilinlerinde (gestasyonun %75°1) deksametazon verilmesi ile,
bazal plazma kortizol diizeylerinde dramatik bir yilikselme oldugu gézlemlenmistir
(54).

Ekzojen glukokortikoidlerin farmakolojik dozlar1 f6tal ve eriskin beyinlerinde
ndronal hasari indiikleyebilir (55-57). Hipokampal ndronlar yiliksek konsantrasyonda
kortikosteroid reseptorii igerirler ve glukokortikoid hasarina en duyarli bolgedir (58,
59).

Uno ve ark (60) hamile maymunlara son trimestirda ekzojen deksametazon
vermek suretiyle ndral hasari incelemislerdi. Sonugta hipokampal piramidal
noronlarin en fazla glukokortikoid reseptorii oldugundan en hassa bolge oldugunu
belirlemislerdir.

3.5 Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Atomlarda elektronlar "yoriinge" adi verilen uzaysal bolgede ve cift olarak
bulunur. Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiiller ise tek yani eksik
elektronludur. Eksik elektronlu olan bu molekiiller bulabilecekleri herhangi bir
molekiil ile reaksiyona girer ve bu molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir
elektron verir. Baska molekiiller ile ¢cok kolay elektron aligverisine girip onlarin
yapisini bozan bu molekiillere ‘oksidan molekiiller’, ‘serbest radikaller’ veya en dogru
adlar1 ile ‘reaktif oksijen partikiilleri’ denilmektedir (61).

Oksijeni kullanan tiim canlilarda oksido-rediiksiyon reaksiyonlari sonucunda
serbest oksijen radikalleri agiga c¢ikmaktadir. Aerobik organizmalar igin serbest

radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir (62, 63).

Serbest radikal biyolojisindeki baslica sorun, olusan bu radikallerin ne
yaptigidir. Siiperoksit (02,_) radikali, hidroksil (HO.) radikali, hidrojenperoksit
(H20,) ve azotoksit (NO) gibi aktif oksijen radikallerinin pulmoner oksijen
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toksisitesi, iskemi sonrasi reperfiizyon hasari, iltihabi durumlar, yaslanma ve bir¢ok

kimyasallarin toksisitesinin nedeni olabilecegine inanilmaktadir (64).

Son derece toksik reaktif maddeler olan serbest oksijen radikalleri (SOR)
viicutta bir ¢ok biyokimyasal olay sonucunda olusup yine viicuttaki SOR gidericiler
tarafindan etkisizlestirilmektedir. Belirli bir diizeye kadar olan oksidan molekiil
artisginin, dogal anti oksidanlarla etkisizlestirilmesi bir denge iginde yiiriitiliir.
Travma, doku zedelenmesi, iskemi ve/veya reperflizyon sirasinda olusan asiri

miktardaki SOR' larin tampone edilememesi bir ¢ok zarara neden olmaktadir (65).

Normal metabolizmada oksido-rediiksiyon reaksiyonlariyla serbest oksijen
radikallerinin olugsumu bir bozukluk degildir. Ancak hiperoksi, inflamasyon, iskemi,
radyasyon, antibiyotik ve antineoplastik ilaclarin klinik uygulamalarinda oksijen
metabolizmasinin artmasi sonucu SOR olusumu artarak hiicresel membranlar,
enzimler, polisakkaritler ve niikleik asitler iizerinde toksik etki olusturarak doku

hasarina yol agarlar (63, 66, 67).

Hiicre disinda olusan SOR'leri hiicre bilesenleri ile etkilesmeden oOnce
plazma zarim1 ge¢gmek zorundadir. Bu nedenle plazma zar1i SOR igin kritik bir
hedeftir. Ayrica bu radikaller i¢in hem bir bariyer, hem de daha reaktif ve gecirgen
radikal tiirlerinin kaynagidir. Zarda bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara
oksijen baglanmas1 "lipid peroksidasyonu" olarak adlandirilmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun, zar yapi biitiinliiglinlin bozulmasi, olusan SOR'lerinin ¢esitli
hiicre bilesenleri iizerine etkisi ve SOR irilinlerinin sitotoksik etkileri gibi farkl
yollarla hiicre hasarina neden oldugu diistiniilmektedir (61).

Organizma fizyolojisinde bir ¢ok reaksiyonda rol oynayan serbest radikalleri
asir1  Uretimi veya antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigi
durumlarda oksidatif strese bagl olarak doku hasar1 olusabilir. SOR 6zellikle hedef
hiicresel makromolekiiller olan membran lipitleri, DNA, karbonhidratlar ve
proteinler ile reaksiyona girerek hiicre hasar1 hatta 6liimiine sebep olabilir (68, 69).

3.5.1 SOR ile Miicadele Asamalari

I- SOR arttiric1 etkenlerden uzaklasmak: Organizmada SOR diizeylerini
arttirict etkenler olarak 6zellikle oksidatif stres yapici nedenlerin ve risk faktorlerinin
iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi gerekir.

2- Tetikleyici biyokimyasal reaksiyonlar1 kirmak: Bu reaksiyonlar sodyum

aktif giriginin inhibisyonu, potasyum girisinin aktive edilmesi, intraselliiler
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laktoasidozun inhibisyonu mekanizmasiyla, sitotoksik ve vazojenik antiodem
girisimlerle veya fosfolipid resentezi hizlandiricilari, kalsiyum kanal blokdrleri, lipid
peroksidasyon inhibitorleri, siklooksijenaz inhibitorleri, 16kotrienlerin inhibisyonu,
opiad antagonistleri, platelet aktive edici faktor inhibitorleri, hipotermi ve H2 reseptor
antagonistleri kullanilarak engellenebilir.

3- SOR salgilayan hiicrelerin inaktive edilmesi: Notrofiller basta olmak iizere
inflamatuar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve asir1 birikimini inhibe etmektir.

4- Artmis oksidanlara karsi antioksidan kullanmak: Antioksidan etki tipleri;
stiptiriicii (scavenging) etki, yatistirict (quencher) etki, tamir (repair) etkisi, zincir
kirma (chain breaking) etkisi (61, 70).

Antioksidanlar1 dogal antioksidanlar ve ilaglar olarak iki grupta toplayabiliriz:

3.5.1.a Dogal Antioksidanlar
1- Enzimler: Superoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
hidroperoksidaz, sitokrom C oksidaz.

2- Mikromolekiiller: E vitamini ve analoglari, A vitamini, beta karoten, C vitamini,

glutatyon, N asetil sistein, iirik asid, metiyonin, kaptopril, bilirubin, glukoz.

3- Makromolekiiller: Seriiloplazmin, transferrin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin vb.
3.5.1.b ilaclar

Rekombinant SOD, 21 aminosteroidler, sitokinler, tiimor nekroz faktorii ve
interlokin-1, ksantin oksidaz inhibitorleri, flavanoidler, barbitiiratlar, trimetazidin,
indapamid.

Oksidanlarla etkilesip onlar1 tutma ve cok daha zayif yeni bir molekiile
cevirerek etkisiz hale getirmeye ‘siipiiriicii (scavenging) etki’ denir. Oksidanlarla
etkilesime girip onlara bir hidrojen aktararak inaktif hale getiren molekiillerin
etkinligine "yatistirict (quencher) etki" denir (61, 70).

3.6 Apoptozis

Apoptozis yada programlanmis hiicre Olimi, protein sentez inhibisyonu
yetenegi olan yeni proteinlerin olusmasinin s6z konusu oldugu hiicre 6liimiiniin aktif
bir formudur. Apoptozis hem koklea sensoryel hiicrelerindeki oksidatif stresin neden
oldugu hasar1 ortadan kaldirmak i¢in hem de normal i¢ kulak gelisimi i¢in 6nemli bir
siirectir. Isitsel sensdryel hiicrelerin oksidatif stres olusturuculari sunlardir: trofik
faktor kaybi, iskemi-reperfiizyon ve ototoksinler. Hem trofik faktdrlerin kaybi hem
de sisplatin gibi otoktoksinlerin etkileri sonucunda reaktif oksijen iriinlerinin ve

serbest radikallerin intraselliiler liretimi baslamaktadir. Reaktif oksijen iiriinleri ve
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serbest radikaller ile sensoryel hiicrelerin membran fosfolipidleri arasindaki etkilesim
sonucu aldehidik lipid peroksidasyon iiriinleri ortaya g¢ikar. Bu aldehidlerden, 4-
hidroksinonenal, hem isitsel noronlarda hemde saghi hiicrelerde apoptozisin
mediatorii olarak fonksiyon goriir (71).

Toksinler, iskemi-reperfiizyon veya radyasyon gibi cesitli nedenlere maruz
kalan hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelmektedir. Apopitotik bir
hiicrenin hem morfolojik hemde biyokimyasal oOzellikleri vardir. Bu ozellikler
niiklear fragmantasyon, kromatin kondensasyonu, hiicre biizligmesi, apopitotik
madde formasyonu ve DNA proteolizisidir. Geriye kalan hiicre artiklari, etraftaki
hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozisin tersine nekroz hiicre
Olimiintin pasif bir formudur ve 6zellikleri hiicresel sisme, organel hasari, plazma
membran yikimi ve hiicre muhtevasinin ¢evreye sagilmasidir (71).

Apoptozis morfogenezis sirasinda istenen bir siiregtir ve omurgalilarda
normal i¢ kulak gelisimi i¢in elzemdir. Eger bu siire¢ i¢ kulak gelisimini sekteye
ugratan bir anti-pitotik molekiil tarafindan engellenirse, membrandz labirentte
dismorfogenezis meydana gelebilir (72).

3.6.1 Apoptoziste Oksidatif Stres Hasarimin Rolii

I¢ kulakta oksidatif stresin neden oldugu hasar spiral ganglion néronlar1 kadar
koklear sacl hiicrelerde de apoptozisi indiikleyebilir. Norotrofin gerigekilmesi,
ototoksinlere maruziyet ve hipoksi-iskemi gibi durumlarda oksidatif strese yol agarak
apoptozise neden olurlar. Reaktif oksijen friinleri ve serbest radikaller bazi
metabolik yollarin iiriinii olarak ortaya cikarlar ve hiicresel proteinlerle etkileserek
hiicrede hasar olusturabilirler. Plazma membrami ile reaktif oksijen iirlinlerinin
etkilesimi sonucu 4-hidroksinonenal (HNE) gibi yiiksek reaktiviteye sahip bir lipid
peroksidasyon iiriinii olusur ve bu iiriin sensoryel hiicrelerde hasara ve dliime yol
acabilmektedir (73). HNE’nin ise sach hiicrelerde ve spiral ganglion noronlarinda
apoptozis yoluyla 6liime neden oldugu gosterilmistir (71).

3.6.2 Iskemi-Hipoksi ve Giiriiltiiniin Indiikledigi Apoptozis

Literatiirde, i¢ kulakta hipoksi ve giiriiltii travmasinin meydana getirdigi kotii
etkilerin irdelendigi baz1 ¢alismalar mevcuttur. Lamm ve Arnold (74) genis band
giirliltiiye maruziyet sirasinda koklear kan akiminda oldugu kadar parsiyel oksijen
basincinda da azalma oldugunu bulmuslardir. Pujol ve ark (75) ise hipoksi veya
giirliltiinlin korti organinda meydana getirdigi akut hasarin olduk¢a benzer oldugunu

gostermistir. Gliriiltiiye maruziyet, oksidatif stres ile alakalidir (76). Giiriiltiiye maruz
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kalindiktan sonra koklea lateral duvarinda tiyol tripeptid glutatyon seviyesinin arttigi
gbzlemlenmistir. Ayrica tiyol tripeptid glutatyon antioksidan enzim sisteminin,
giiriiltiilii ortamlarda aktive oldugu da ileri siiriilmiistiir (77).

3.7 Isitsel Uyarilmis Potansiyeller (Audidory Evoked Potentials, AEP)

Isitsel uyarilmis potansiyeller, odiyolojik testlerin bir parcasidir ve isitme
sisteminin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan elektriksel potansiyel cevaplarin izlenmesi ve
kaydedilmesi islemidir. Beyinsap1 uyarilmis cevap odyometrisi (Brainstem Evoked
Response Audiometry, BERA) en yaygin olarak kullanilan uyarilmis isitsel
potansiyeldir (78).

Ruth ve Lambert (78) 1991°de cevap igindeki primer komponentlere gore
yaptig1 siniflandirma su sekildedir: erken (ilk 10-15 msn), orta (10-80 msn) ve gec
(80-750 msn) (Tablo 1).

Tablo 1. Isitsel Uyarilmis Potansiyellerin Ruth ve Lambert’e Gére Siniflandirilmasi

Erken Latensi Komponentleri
1- EcochG
2- BERA
Orta Latensi Komponentleri
1- Auditory Middle Latency Response
2- 40-Hz Response
Geg Latensi Komponentleri
1- Late Latency Response
2- P-300 Response

Erken kompenentler, klik situmulusu takiben 10-15 msn’de ortaya ¢ikarlar. Bunlar
beyin sapi isitsel yollarinin aktivasyonu sonucu olusurlar (78, 79).

Orta latensi komponentleri, klik stimulusu takiben 10-80 msn icinde goriiliirler.
Bunlarin talamus ve isitsel korteksin aktivasyonu sonucunda olustugu diisiiniilmektedir,

fakat kismen refleks kas potansiyellerini de yansitabilirler. Bunlar isitme fonksiyonunu
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degerlendirmede kullanilabilir fakat norolojik lezyonlar1 degerlendirmede yetersizdirler
(78, 79).

Geg latensi komponentleri, kilik stimulusu takiben 80 msn’den sonra ortaya
c¢ikarlar. Bunlar isitme fonksiyonunu degerlendirmede kullanilabilir. P-300 komponeneti
ise kognitive kavrama fonksiyonunu degerlendirmede kullanilir. P-300 komponenti eger
sinyal kisi ile ilgiliyse ortaya ¢ikar (78, 79).

Erken komponentler primer olarak genis kullanim alan1 bulmuslardir. Ciinkii
erken komponentler stabildir ve subjektif olaylardan etkilenmeleri ¢ok azdir. Bununla
birlikte orta ve ge¢ komponentler igitme sisteminin daha yiiksek seviyelerinin durumu
hakkinda bilgi saglar ve bu nedenle AEP’in 6nemli bir parcasidirlar (78).

Biitin AEPs’ler, ECochG hari¢ bas c¢evresinde cesitli lokalizasyonlara
yerlestirilmis yiizeyel elektrotlardan kaydedilir. Bu yiizeyel elektrotlara ulasan elektriksel
potansiyeller siklikla c¢ok kiiciik ampliitiidliidiirler. Ornegin beyin sap1 yollarindan
kaynaklanan potansiyeller birka¢ yliz nanovolttur. Bu kiigiik elektriksel potansiyeller
ampliitiidii birka¢c yliz ya da bin kez daha biiylik olabilen elektriksel seslerin geri
yansimasindan olusur (78).

3.7.1 Beyinsapr Uyarilmis Cevap Odyometrisi (Brainstem Evoked Response
Audiometry, BERA)

BERA’nmm ilk tanimlanmasindan bu yana 20 yil ge¢mistir ve tahmini olarak
kokeni Jewet’in yaptig1 bir calismaya dayanmaktadir (80). BERA, kulaktan gelen uygun
isitsel stimulusu takiben ilk 10-15 msn i¢inde gozlenen, sekizinci kranial sinir ve beyin
sapiin afferent isitsel yollarinin néroelektrik aktivitesinin kaydedilmesi islemidir. Kafa
tizerindeki kaydedici elektrotlar ile beyin sapindaki cevabin gergek kaynagi relatif olarak
uzak bir mesafede oldugundan ‘uzak alan potansiyelleri’ olarak da isimlendirilirler ve bu
potansiyeller kulak ve isitsel sinir sistemi bozukluklarinin tanisinda ve intraoperatif
norofizyolojik izlemede dnemli rol oynamaktadirlar (78, 79).

BERA komponentlerinin dalga piklerini tanimlamak i¢in bir takim yd&ntemler
vardir. Ancak en ¢ok kabul géren yontem 1971 yilinda Jewett ve Williston (81) tarafindan
onerilen bi¢imdir. Bu isimlendirmede olusan dalga pikleri I’den VII’ye kadar Romen
rakamlariyla belirtilir.

BERA bas ¢evresine yerlestirilen {i¢ elektrot ile kaydedilir. Genellikle bir elektrot
basin tepesine (verteks yada yiiksek alin), diger iki elektrot mastoit iizerine, kulak
memesi lizerine ya da kulak kanalina yerlestirilebilir. Ek olarak toprak elektrot genellikle

alina yerlestirilir. Ayn1 anda iki kanaldan kayit (bir tanesi sitimulusun ipsilateralinde
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digeri ise kontralateralinde) yapilmasi yararhidir. Ciinkii cevabin bazi 6zellikleri kanalin
birinde ya da digerinde daha belirgin olabilir. Eger miimkiinse cevap filtreleri yaklasik
olarak 30-3000 Hz olmalidir. Daha dar bandpas filtreleri test ortaminda asir1 derecede
artefakt oldugunda kullamlabilir. Ozellikle esik tayini yapilacaginda, BERA ’nin yavas
komponentlerini korumak, V. dalga ve takip eden negatif dalgalar1 daha iyi
belirleyebilmek i¢in bandpas filtresinin diisiikk frekansi nadiren 50 Hz’in {izerine
cikarilmalidir. 10-12 msn analiz zamani genellikle ndrodiagnostik uygulama icin
yeterlidir. Fakat 20-25 msn’ye daha yakin bir analiz zamani infantlarda esik tayini i¢in
gereklidir (78).

3.7.1.a BERA Temel Sistemi

BERA sisteminin iki temel komponenti vardir: 1- Uyar (stimulus) kaynagi,
2- Kayit cihazi. Uyaran, klik, tone pip veya tone burst gibi isimlerle anilan ¢ok kisa stireli
bir akustik impulstur. BERA’da en sik klik uyaran kullanilir. Bu isitsel uyaran, isitme
sistemimde senkronize desarja yol agar. Uyar1 kaynaginda iiretilen uyaran, bir iletim
sisteminden geger ve kulaklik araciligi ile denegin test edilen kulagina verilir. Elektrot,
denek ile kayit sistemi arasina konulan metalik iletken bir ara yiizeydir. Bipolar kayitlarda
denegin kafa derisinde, kullanilan teknige gore segilen belirli yerlere {i¢ elektrot
yerlestirilir: aktif, referans ve toprak. Verilen uyaranin olusturdugu c¢ok kiigiik elektriksel
cevaplar, bu elektrotlar araciligi ile alinip bir preamplifikatér ve bir amplifikatérden
olusan amplifikasyon sistemine iletilir. Bu sistemde potansiyeller biiyiitiilerek averajlama
icin gerekli olan seviyeye getirilir ve daha sonra averajlama islemini yapan bilgisayara
iletilir. Bu bilgisayari, her birinde ¢esitli hesaplamalar yapabilen bir seri hafiza birimi
olarak algilayabiliriz. Bilgisayar, kulaga her uyaran verilisinde bir sonraki analiz islemini
baslatir. Yani zamana bagli olarak ¢alisir. Diger bir deyisle cevaplar belli zaman araliklar
ile ayn1 hafiza birimlerine giderler. Bu sayede zaman bagli olmayan EEG, nonfizyolojik
sinyaller ve kas hareketleri gibi aktiviteler uyarilmis potansiyellerden ayiklanir. Bu
averajlanmaya ragmen elektrofizyolojik sinyallere karigsabilecek biiyiikk voltajlarin
temizlenmesi amaci ile bilgisayarlarin icine bir otomatik artefakt engelleyici sistem de
yerlestirilmistir. BERA sistemi denekten algiladigi dalga latensileri ve pik ampliitiidleri
gibi veri parametrelerini averajlama sirasinda monitore yansitabilir (82).

3.7.1.b BERA Karakteristikleri

Normal popiilasyonda BERA, isitsel uyariy1 takiben ilk 10-15 msn’de goriilen 5-7
verteks pozitif pik ile karakterizedir ve bunlar Romen rakamlartyla gosterilirler. Dalga I,

IL, 111, IV ve V tutarh dalgalardir ve biitiin normal kisilerde ortaya ¢ikar. Dalga VI ve VII
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degiskendir ve stimule edilen kulaklarin sadece %43-84’linde ortaya cikarlar. Bu pikler
isitme yollar1 boyunca cesitli yerlerde lokalize olmus diploe sinirlerden senkronize noral
bosalmalar1 yansitir (78). Hayvan calismalar ile insanlarda yapilan ¢alismalarda BERA
komponentlerinden 1. dalganin igitme sinirinden, II. dalganin koklear niikleustan, III.
dalganin siiperior oliver kompleksten, IV. dalganin lateral leminiskus ve onun
cekirdeginden ve V. dalganin ise inferior kollikulustan kaynaklandig1 goriilmiistiir. Dalga
VI ve VII hayvanlarda yoktur. Dalga VI'nin medial genikulat niikleusundan
kaynaklandig1 ve dalga VII’nin de isitsel radyasyondan kaynaklandig: diistiniilmektedir

(83, 84). Sekil 5°te isitsel beyin sap1 potansiyellerinin sinirsel kokenleri gosterilmektedir.

Sekil 5. Isitsel Beyin Sap1 Potansiyellerinin Sinirsel Kékenleri
IC: inferior kollikulus, MG: medial genikulat, LL: lateral leminiskus, SO: siiperior oliver

kompleks, DCV: dorsal koklear niikleus, VCN: ventral koklear niikleus
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Dalga IV ve V BERA’nin en belirgin komponentleridir. Dalga V’i genellikle
belirgin bir negativite takip eder. Belirgin negativite bazen dalga V’den ziyade dalga IV’
takip edebilir. Normal kisilerin 1/4’tinde CZ-Al derivasyonunda ayri ayr1 IV, V gibi
goriilmez kombine dalga IV/V kompleksi olarak ortaya c¢ikabilir. Dalga V’in ¢ikan
kolunda kiiciik dalga IV veya dalga IV’in inen kolunda kiicliik dalga V seklinde
varyasyonlar da olabilir (79).

Akustik sinir ve beyin sap1 lezyonlar1 gibi patolojik durumlarin yan sira elektrot
yerlesimi, uyaran polaritesi, uyaranin hizi, filtreleme 6zellikleri ve uyaran 6zellikleri gibi
teknik faktorler beyin sap1 cevaplarinin morfolojisini, amplitiidiinii ve latensisini etkilerler
(85, 86). Fakat BERA, uyku durumu, genel anestezikler gibi patolojik olmayan bazi
durumlara olduk¢a direnglidir. BERA’nin hipotermiden etkilendigi bilinmektedir.
Markand ve ark (87), hipoterminin I., III. ve V. dalga latensilerini artirdigini, geg
dalgalardaki latensi artisinin daha fazla olmasi nedeni ile I-III, III-V ve I-V interpik
latensilerinin de (IPL) ayn1 zamanda uzadigini bildirmislerdir. Markand ve Hett, I.,II1. ve
V. dalga latensilerinin ve [-V IPL’nin 1sinin her 1 derece diisiiste kabaca %7 oraninda
arttigin1 ve 26 derece civarinda bu latensilerin ikiye katlandigini, 20 derece altinda BERA
komponentlerin  kayboldugunu tekrar 1sitmayla degisikliklerin geri dondiigiini
bildirmislerdir (87, 88).

Insanlarda ve laboratuar hayvanlarinda anestezi etkilerinin arastirildigi bir ¢ok
calismada da, BERA komponentlerinin latensilerinin ve ampliitiidlerinin barbitiirat ve
diger anestezik ajanlara karsi oldukea direncli oldugu gosterilmistir (89, 90).

3.7.1.c BERA’nin Klinik Uygulamalar

BERA otonérolojik hastaliklarin  tanist  ve konvansiyonel odiyolojinin
yapilamadig1 hastalarda isitme esigi tayini i¢in yapilir (78).

Isitme Esiginin Olgiilmesi: Isitme esigi tayininde genellikle V. dalga
kayboluncaya kadar azalan ses siddeti ile izlenir. Klik uyaran ile olusturulmus BERA
esigi 1000-4000 Hz frekanslarinda normal odiyolojik testten elde edilen 10-20 dB daha
kotiidiir (78). Bununla birlikte klik uyaran ile elde edilen BERA, baz1 6zel frekanslarda
odiyometrik konfigiirasyon yada sensitivite konusunda az bilgi saglar. Bundan bagka orta
kulaktaki iletim patolojileri BERA esiklerini etkiler (78).

Norodiagnostik Uygulamalar: BERA, sekizinci kranial sinir ve beyin sapi
yollarinin lezyonlarinin degerlendirilmesinde olduk¢a duyarli bir yontemdir. Bu test
yonteminde asagidaki cevap karakteristikleri degerlendirilmeli ve beklenen degerler ile

karsilastirilmalidir (78, 91).
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1- Dalgalar arasi latensi  (I-V, I-III, III-V)

2- Kulaklar arasi latensi

3- Absolii latensiler

4- Dalga komponentlerinin varlig1 ya da yoklugu
5- Ampliitiid oran1  (V/T)

6- Dalga morfolojileri

BERA anormallik kriterleri sunlardir (78, 79):

1- Dalgalarin olmayis1

2- 1, I1, II’den sonraki dalgalarin olmayisi

3- I-1I1, III-V ve I-V IPL’lerinde anormal uzama
4- V/I ampiiliitiid oraninin anormal kiigiilmesi

5-I-111, I1I-V ve I-V IPL’lerinde anormal artmus interaural farkliliklar

Bu bulgular arasinda en degerlisi dalgalar arasi latensi Ol¢limleri ve dalga V’in
kulaklar aras1 latensi farkliligidir. Dalgalar arasi latensiler bir merkezden diger merkeze
ilerleyen noral bilgi i¢in gerekli zamani yansitir. Bu ndral akist bozacak herhangi bir
bozukluk IPL’lerde uzamaya sebep olur (78).

Dalga IV ya da V’in dalga I ampliitiidiine oran1 ampliitiid anormalliklerini
belirlemede kullanilir. V/I ampliitiid orani, stimulus siddeti ve odiyogramin sekline gore
degisebilir. Bundan dolay1 bu parametreler klik ile olusan isitme esiginin normal oldugu
durumlarda kullanilabilir (79).

BERA akustik tiimor, serebellopontin kdsenin diger tiimorleri gibi sekizinci sinirin
cerrahi olarak manipule edildigi ameliyatlar esnasinda isitme fonksiyonunu intraoperatif
olarak izlemek amaciyla sekizinci sinirin agikta olan intrakraniyal parcasindan direkt
olarak kaydedilebilir (83).

3.8 Deksametazon

Deksametazon plasentadan en iyi gecen sentetik bir steroiddir. Tip iki
glukokortikoid reseptorlerine baglanarak 11-betahidroksisteroiddehidrogenaz-2
enzimi i¢in zayif substrat olduklarindan inaktivasyondan kurtulur ve  diger
kortikosteroidlere (hidrokortizon ve prednizolon) kiyasla daha az yikilir (92).
Maternal deksametazon, glukokortikoid reseptorlerine kortizolden daha fazla afinite
gosterir ve hiicre c¢ekirdegindeki reseptdrlere baglanarak tiim vital organ

sistemlerinin maturasyonu i¢in gerekli enzim sistemlerini uyarirlar (93). Farelerde
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glukokortikoidlerin gama-aminobutirik asit inhibitér néron modulasyonu yaparak
noral aktiviteyi baskiladigi gosterilmistir (94). Sentetik glukokortikoidler neonatal
enfeksiyon riskinde artisa ve adrenal supresyon gibi yan etkilere neden
olabilmektedir. ~ Ayrica  fotal hormonlarin  diurnal ritminide  olumsuz
etkileyebilmektedir (95). Deksametazon respiratuar distres sendromu, periventrikiiler
hemoraji ve nekrotizan enterokolit gibi hastaliklarin tedavisinde antenatal donemde
uzun yillardan beri kullanilmaktadir (96).

3.9 Tedavi Gruplarina Uygulanan Ajanlar

3.9.1 Aminoguanidin

Nitrik oksit (NO) hiicrelerde nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi tarafindan
sentezlenir. NOS’1n bilinen 3 izoformu vardir: néral NOS (nNOS), endotelyal NOS
(eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS). nNOS ve eNOS kokleada yaygin olarak
bulunmakta olup kalsiyum bagimlidirlar ve sagh hiicre fizyolojisinde rol alirlar (97).
iINOS ise kalsiyum bagimli degildir ve normal sartlarda kokleada bulunmaz (98).
Normal fizyolojik sartlarda siiperoksit radikaller tercihen SOD ile reaksiyona girer.
NO, SOD’dan daha hizli olarak siiperoksit radikalleri ile reaksiyona giren tek
endojen molekiildiir. iNOS tarafindan yiiksek diizeylerde iiretilen NO, siiperoksitlerle
reaksiyona girerek, proton verdiginde daha reaktif olan hidroksil radikallerine
doniisen peroksinitrit olusumuna yol acar. Bu reaksiyonlar sonucunda lipid
peroksidasyonu, DNA ve protein oksidasyonu ve hiicre 6liimii gergeklesir (99).

Aminoguanidin (AG), iNOS (inducible NOS) inhibitoriidiir ve yapisal olarak
L-arjinine (NO substrat1) benzer. NO sentezini inhibe eder ve peroksinitritide etkiler.
Ayrica antioksidan oOzellikleride vardir. I/R (iskemi/reperfiizyon) sonrast iNOS
aktivitesinde artma olmasi, peroksinitrit olugsmasina neden olmaktadir (100). I/R
sirasinda NO biyosentezi inhibe olursa, peroksinitrit olusumu azalacaktir (101).

INOS, I/R sirasinda indiiklenir ve bol miktarda NO {iretimine neden olur.
NO’in asir1 iiretimi, dokular i¢in zararli olan peroksinitritin olugsmasina yol acar.
Peroksinitrit hem nitritleyici hemde giiglii oksidan bir ajandir. Ayrica peroksinitréz
asit ve hidroksi radikalleri gibi yiiksek reaktif diiriinlere yikilabilir. AG’nin
antioksidan o6zellikleriden dolay1r serbest radikal aracili lipid peroksidasyonunu
onlenebilmektedir (102).

Iskemiyi takiben reperfiizyon fazinda siiperoksit iiretilmekte ve hizla NO ile
reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna neden olmaktadir (103). Bu sirada

peroksinitrit, peroksinitroz asit ve hidroksi radikalleri gibi yiiksek reaktif iirlinlere
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yikilmaktadir. Yani NO biyosentezi yoluyla peroksinitrit tiirevlerinin olusmasinin
Onlenmesi, reperfiizyon hasarini azaltabilecektir (104).

Yapilan caligmalarda AG’nin siiperoksit ve hidroksil radikallere kars1 serbest
radikal siipiiriicii oldugu lipid peroksidayonu iizerine etkili oldugu gosterilmistir
(105).

3.9.2 Kafeik Asit Feniletil Ester (Caffeic acide phenyethyl ester, CAPE)

CAPE fenolik bir antioksidandir ve antienflamatuar komponenti olan bir
propolistir (ar1 bali reginesi) (106). CAPE ayrica transkripsiyon faktorii olan niiklear
faktor-kB’ninde (NF-kB) spesifik bir inhibitoriidiir ve bunun antienflamatuar
etkinliginden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. CAPE, NF-kB ile DNA arasindaki
etkilesimi inhibe etmektedir (107). Ek olarak CAPE bazi hiicre tiplerinde apoptozisi
de indiiklemektedir (108).

Arasidonik ve linoelik asitin 5-lipoksigenaz tarafindan katalize edilmesini
inhibe etmektedir. 10 uM konsantrasyonda reaktif oksijen iirlinlerinin iiretimini
bloke eder (109). Baska bir g¢alismada CAPE’nin antienflamatuar, sitostatik,
antiviral, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin de oldugu gosterilmistir (110).

CAPE’nin 10 uM konsantrasyonda verilmesinin insan notrofillerinde reaktif
oksijen firiinlerinin Uretimini ve ksantin/ksantin oksidaz sistemini bloke ettigini
gosteren bir ¢alismada mevcuttur (111).

3.9.3 EGb-761

Ginkgo biloba agacinin kurutulmus yapraklar islenerek EGb 761 elde edilir.
Bu {iriin iki major grup madde igerir: flavo glikozidler ve terpen laktonlar (112).

Ginkgo biloba agac1 yapraklarindan elde edilen o6ziitlerden {iretilen
farmakolojik ajanlar yillardir c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Alerjik deri reaksiyonlari, bas agrisi veya bir takim gastrointestinal yakinmalar
disinda hemen hig yan etkileri yoktur (113).

Yapilan in vitro ¢caligsmalarda kiiltiire edilmis néronlarda EGb 761’in hipoksi,
hidrojen peroksit, glutamat, verapamil, nitrik oksit ve siyaniir ile indiiklenen hiicre
Oliimiinii onledigi gosterilmistir (114).

Ornegin EGb-761’in oral yoldan uygulanmasmin gegici global iskemi
olusturulan gerbillerin hipokampuslarinda néral Oliimii azalttigi, kalpte iskemi-
reperflizyon hasarina karst koruyucu oldugu ve ratlarda orta serebral arterde
okliizyon yapilarak olusturulan fokal iskemi sonrasi ndronal Olimii azalttig

bildirilmistir (115).
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Oral uygulanan EGb 761’in rat beyinlerinde iskeminin indiikledigi
mitokondrial oksidatif fosforilasyon komplekslerini diizenleyerek iskeminin yol
acacagl hasart Onledigi saptanmistir (116). Yani ginkgo biloba oOziitleri anti-
eksitotoksisite, serbest radikal olusumunun azaltilmas1 ve reaktif oksijen {iriinlerinin
stipiiriilmesi gibi birden ¢ok mekanizma ile néroproteksiyonu saglamaktadir (117).

Gingko biloba 6zlerinin (GBO) vazomodulan, platelet aktive edici faktor
antagonizmasi, antioksidan, anti-apopitotik ve noroprotektif etkileri vardir. Ayrica
servikal sendrom ve periferal arter dolasim bozukluklar1 nedeniyle meydana gelen
isitme kayiplarinin destek tedavisindede kullanilirlar (118).

GBO’nin anti-apopitotik ve noroprotektif aktiviteleri, toksik serbest

radikalleri siipiiriilmesi vasitastyla olmaktadir (119).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1 Denekler

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi Laboratuvari’ndan
200-300 gr agirhginda, 16 adet disi ve dort adet erkek Sprague-Dawley cinsi rat
temin edilmek suretiyle yapildi. Kullamlan sarf malzemeleri Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) birimi tarafindan saglandi. Calisma Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan izin alinarak gerceklestirildi.

Ratlarin  bakimi Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
(FUTDAM) 6zel yemlere ve suya istedikleri kadar ulasabilecekleri, 30x40x20 cm
boyutlarinda, iizeri gelik tel parmaklikla ortiilii plastik kafesler i¢inde yapildi. Ratlar

her kafese en fazla dorder adet dagilimlar1 yapilarak barindirildi.

Sekil 6. Deneklerin Bakiminin Yapildig1 Kafes

4.2 Esas Deneklerin Elde Edilmesi

Esas deneklerin elde edilmesi i¢in Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Cerrahi Laboratuvari’ndan temin edilen 16 disi ve dort erkek rat kendi aralarinda
ciftlestirilmeye birakildi. Ratlarin hamile kalip kalmadiklar1 giinliik servikal
stirintiilerle izlendi ve bdylece hamileliklerinin ilk giinii belirlendi. Fakat biitiin disi

ratlarin hamile kalmalar1 saglanamadi. Hamile kalmasi basarilan 12 adet disi rat her
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grupta altisar adet olmak tiizere iki gruba ayrildi. Bir gruptaki 6 hamile rata,
hamileliklerinin ~ {iglincii  trimestirinin ~ baglangicindan  (yaklasik 14.  giin)
hamileliklerinin son giiniine (yaklasik 21. giin) kadar 0.1 mg/kg/glin deksametazon
intraperitonal (IP) yoldan verildi. Diger gruptaki 6 hamile rata ise yine
hamileliklerinin 3 cii trimestirin baslangicindan hamileliginin son giiniine kadar 0.1
mg/kg/giin distile su IP yoldan verildi. Boylece ileride kullanilacak esas deneklerin
yaris1 prenatal donemde ekzojen steroide maruz kalmisken, diger yarisi ise ekzojen
steroide maruz kalmamis oldu. Her bir hamile ratin bes ile sekiz yavru dogurmasi
sonucu toplam 68 adet yavru rat elde edildi. Bu 68 yavru rattan 20 tanesi cesitli
nedenlerle 6ldii. Olen 20 rattan 18 tanesi steroid verilen gruba, 2 tanesi ise steroid
verilmeyen gruba mensuptu. Kalan 48 adet yavru rat ise denek olarak kullanildi. Bu
yavru denekler iizerinde ¢alismanin gergeklestirilebilmesi i¢in iki ay beklendi.

4.3 Deneklerin Gruplara Ayrilmasi

Yavru deneklerin biiyiimeleri i¢in iki ay beklendikten sonra, ilk 6nce denekler
her bir grupta 24 rat olmak lizere ekzojen steroide maruz kalanlar ve kalmayanlar
olarak iki gruba ayrildi. Bu siire sonunda deneklere isitme esiklerinin belirlenmesi
icin BERA testi uygulandi. BERA ile deneklerin igitme esiklerinin belirlenmesinden
bir hafta sonra, biitiin denekler ses izolasyonlu olan bir kafeste dort saat boyunca 110
dB giirtiltiiye maruz birakildi. Calismada kullanilacak olan aminoganidin, CAPE ve
EGb-761 gibi antioksidan ajanlar giiriiltiden 30 dakika once bir doz, giiriltii
uygulandiktan hemen sonra bir doz ve sonraki takip eden ii¢ giin i¢inde de her giin
birer doz olmak iizere toplam bes doz seklinde uygulandi. Giiriiltii uygulanmasi ve
antioksidan ajanlarin verilmesinden sonra denekler ekzojen steroid ve antioksidan
ajanlarin verilip verilmemesi géz Oniine alinarak her bir grupta alt1 rat olmak tizere

asagidaki gibi gruplara ayrildi:

Grup 1: Annesine 0.1 mg/kg/giin distile su enjekte edilen ve dort saat 110 dB

giiriiltii verilen grup (n=6).

Grup 2: Annesine 0.1 mg/kg/giin distile su enjekte edilen, dort saat 110 dB
giiriiltii verilen ve IP yoldan 200 mg/kg aminoguanidin enjekte edilen grup (n=6).

Grup 3: Annesine 0.1 mg/kg/giin distile su enjekte edilen, dort saat 110 dB
giiriiltii verilen ve IP yoldan 30 umol/kg CAPE enjekte edilen grup (n=6).

Grup 4 : Annesine 0.1 mg/kg/glin distile su enjekte edilen, dort saat 110 dB
giiriiltii verilen ve IP yoldan 100 mg/kg EGb-761 enjekte edilen grup (n=6).
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Grup 5: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon enjekte edilen ve dort saat
110 dB giiriiltii verilen grup (n=6).

Grup 6: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon enjekte edilen, dort saat 110
dB giiriiltii verilen ve IP yoldan 200 mg/kg aminoguanidin enjekte edilen grup (n=6).

Grup 7: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon enjekte edilen, dort saat 110
dB giiriiltii verilen ve IP yoldan 30 pmol/kg CAPE enjekte edilen grup (n=6).

Grup 8: Annesine 0.1 mg/kg/giin deksametazon enjekte edilen, dort saat 110
dB giiriiltii verilen ve IP yoldan 100 mg/kg EGb-761 enjekte edilen grup (n=6).

4.4 Deneklere Giiriiltii Uygulanmasi

Deney hayvanlarina giiriiltii verilebilmesi i¢in 1x 0.5x 0.5 m boyutlarinda, tist
kapag1 acilip kapanabilen, yan taraflarinda havalandirma deligi olan, su ve yiyecege

rahat ulagilabilen bir kafes hazirlandi. Ses yansimasini 6nlemek i¢in kafesin icerisi

strafor kopiik ile kaplandi.

Sekil 7. Deneklere Giiriiltiiniin Uygulandig1 Ses izolasyonlu Kafes

Gliriilti  uygulamasi icin, Interacoustics Clinical Computer Audiometer
Model AC40’ ta (Interacoustics Co., Danimarka) iiretilen genis band (6.000-12.000

Hz) giiriiltii odiometre ¢ikisindan direkt baglanti ile ses kayit cihazina kayit edildi.

42



Ses kayit cihazindan elde edilen sesin siddeti CEL-254 (Lucas CEL Inst. Ltd.
Hitchin, Herts, Ingiltere) ses seviye dlgeri ve Bruel-Kjaer tip 1613 oktav filtre setiyle
6-12 kHz’ de 6lgiilen degerlerin ortalamasi ile tayin edildi. Olgiimler kafesin farkli
noktalarindan yapilarak giriiltii diizeyi ortalama 110 dB+2 dB olacak sekilde

standardize edilerek dort saat siiresince stirekli olarak giiriiltii uyguland.

Sekil 8. Giiriiltii Seviyesi Olgiim Cihaz

4.5 Deneklere Antioksidan Ajanlarin Uygulanma Bicimi

Deneklere antioksidan ajanlar olarak aminoguanidin, CAPE ve EGb-761
(Tebokan Fort, Abdi ibrahim, Tiirkiye) isimli preparatlar bes doz seklinde IP yoldan
uygulandi. Uygulama bi¢imi $Oyle idi: Aminoguanidin grup 2 ve grup 6’ya her bir
doz 200 mg/kg , CAPE grup 3 ve grup 7’ye her bir doz 30 umol/kg ve EGb-761 ise
grup 4 ve grup 8’e her bir doz 100 mg/kg olacak sekilde giiriiltiiden 30 dakika 6nce
bir doz, giiriiltii uygulandiktan hemen sonra bir doz ve sonraki takip eden ii¢ giin

icinde de birer doz olmak iizere toplam bes doz verildi.
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Sekil 9. Bir Denege IP Yoldan ilag Verilisi

4.6 Deneklerin Isitme Esiklerinin BERA Testi ile Tespiti

Tiim deneklere giirtiltiiden bir hafta 6nce, 48 saat sonra ve iki ay sonra % 2’
lik ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer, Tiirkiye) 5 mg/kg ve ketamin hidrokloriir
(Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) 60 mg/kg kombinasyonu IM yoldan verilerek anestezi
saglandi. 24-26° C’ de sabit tutulan ses izolasyonlu bir odada, Homoth BERA-System
4000 marka BERA cihazi ile tiim deneklerin isitme esikleri tayin edildi. Yani giiriiltii
uygulanmadan bir hafta oOnce, giiriiltii uygulandiktan 48 saat sonra ve giiriiltii
uygulandiktan iki ay sonra olmak lizere her bir denegin {i¢ kez BERA ile isitme esigi

tayini yapilmis oldu.

110-40 dB SPL arasinda 0.1 msn siireli rarefaksiyon kligi Beyerdynamic
DT48 numarali kulaklik vasitasiyla deneklere verilerek BERA testi yapild.

Calismada kullanilan uyaranin 6zellikleri tablo 2’de verilmistir.
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Sekil 10. Bir Denege BERA Testi Uygulanirken

Tablo 2. Calismada Kullanilan Uyaranin Ozellikleri

Uyaranin Parametresi Kligin Durumu
Tipi Monoaural klik
Siiresi 0.1 msn
Hiz1 10/ sn
Polaritesi Rarefaksiyon

BERA kaydi elde etmek igin 1024 uyaranla elde edilen cevaplar averajlandi.
Elde edilen cevaplarda V. dalgalar isaretlendi. Calismamizda dalgalar pozitif ve
negatif dalgalar halinde monitorize edildi. Tiim Slgiimler sag ve sol kulak i¢in ayr
ayr1 yapildi ve her bir kayit iki kez kaydedilerek dalga formlarindan emin olunmaya

calisildu.
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Tablo 3. Calismada Kullanilan Kayit Parametreleri

Frekans alt sinir1 200 Hz

Frekans tist sinir1 3000 Hz
Amplifikator duyarlilig 20 mikrovolt/div
Averajlanan uyaran sayisi 1024

Analiz stiresi 10 msn
Gosterme duyarliligi 200 nv

Sekil 11. Normal Bir BERA Trasesi

4.7 Histopatolojik Degerlendirme

Denekler dort aylik iken yani giiriiltii uygulamasindan iki ay sonra BERA
testi ile isitme esigi tayini yapilmasinin ardindan yiiksek dozda ketamin hidroklorid
ve ksilazin hidroklorid verilerek anestezi saglandi. Verilen anestezi sonrasi, giyotin
sistemi yardimiyla tek hamlede denekler dekapite edildi. Ardindan her bir denek
yiiziistii yatirildi ve deneklerin bas kisimlarinin arkasindan 6ne dogru, buruna kadar
insizyon yapilarak kafa cildi ikiye ayrildi. Her iki yanda kiint diseksiyon yapilarak,
kafatas1 ortaya konuldu. Kafatas1 kemigi ortadan dikkatle kesilerek her iki tarafta
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timpanik bullalar ortaya konuldu. Timpanik bullada kabariklik yapan koklea, etraf

kemik dokuya zarar verilmeksizin 6zenle diseke edildi ve en blok olarak ¢ikarildi.

Sekil 12. Rat Timpanik Bullas1 ve Kokleas1

Her bir hayvanin ¢ikarilan koklealar1 %2 fosfat tamponlayic1 gluteraldehit
icinde saklandi. Elde edilen spesmenlerin yarist 151k mikroskopisi incelemesi
yapilmasi igin Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali’na ve diger
yarisida elektron mikroskopisi incelemesi yapilmasi i¢in Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali’na hizla transport edildi. Isik mikroskopu ile
kokleadaki apoptotik bulgular ve elektron mikroskopu ile de i¢ kulak yapilarinin

durumu degerlendirildi.
4.7.1 Ik Mikroskopisi incelemesi i¢cin Doku Preparasyonu

Diseke edilmis koklea spesmenleri %10 EDTA solusyonunda ii¢ hafta
boyunca dekalsifikasyona tabi tutuldu. Takiben dokular %10 formaldehit
solusyonunda 24 saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular 24 saat musluk
suyunda yikandi, dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrasyon saglandi.
Dokular xylolde seffaflastirildi ve parafin infiltrasyonu yapildiktan sonra bloklandu.

Parafin bloklardan polilizinli lam {izerine 5 pm’lik kesitler alindi.
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4.7.2 Elektron Mikroskopisi Incelemesi icin Doku Preparasyonu

Alman doku ornekleri EDTA (10 cc gluteraldehit %25, 70cc fosfat tampon,
6 gr EDTA) ve gluteraldehit ¢ozeltisi icinde dort hafta dekalsiye edildi. Ornekler
yeterince dekalsifiye olduktan sonra %2’lik osmiyum tetroksit ile postfiksasyon
yapildi. Dereceli alkollerden gecirilerek dehidrate edildi ve rutin elektron
mikroskobu doku takibi sonrasinda araldite CY212 epoxy resin kit i¢ine gomiildii.
60°C de 48 saat etiiv i¢inde polimerize edildi. Elde edilen bloklarin hepsinden iki pm
kalinliginda kesitler alindi. Korti organmna ait kisim dilimlendi ve 70-90 nm
kalinliginda kesitler bakir gridler iizerine alindi. Uranil asetat-kursun sitrat ile
kontrastlandiktan sonra Jeol JEM 1200 EX elektron mikroskobunda incelenip
fotograflandi.

4.7.3 Immunohistokimya

Kesitler ksilol ile deparafinize edildi. Alkol serilerinden gegerildikten sonra
distile su ile yikandi. Oda 1sisinda %0.1-1 H,O, ile inkiibasyon sonrasi fosfat
tamponlu salin (Phosphate Buferred Saline, PBS) ile yikandi ve avidin biyotin
boyama yontemine gecildi. Kesitler %10 normal bovin serum ile muamele edildi.
Daha sonra caspase-3 goat polyclonal IgG primer antikoru 1:400 oraninda normal
bovine serum ile dilue edildi. Kesitler +4° C¢de bir gece boyunca kaspaz ile inkiibe
edildi. Negatif kontrol kesitlerine sadece PBS damlatildi. Ertesi giin kesitler PBS ile
yikanip sekonder antikor (biotinli bovin antigoat), takiben HRP (Horse Radish
Peroxidase) ile inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra DAB kromojeni uygulandi.
Distile su ile yikanan kesitlere hemotoksilen ile zit boyama yapildi. Cesme suyunda
mavilik gidinceye kadar yikanan kesitler distile su ile yikanip alkol ve ksilol
serilerinden gecirildikten sonra kapatildi. Isik mikroskopu altinda preparatlar immiin
reaksiyonunun yayginligina gore az (+), orta (++) ve yogun (+++) siddette seklinde

degerlendirildi.

4.8 Istatistiksel Analiz

Deneysel calismalar sonucunda elde edilen BERA isitme esikleri sonuglari
kaydedildi. Guirtlti uygulanmadan oOnceki BERA esik sonuglart ile giiriiltii
uygulandiktan 48 saat sonraki ve giirliltii uygulandiktan iki ay sonra elde edilen
BERA esik sonugclari istatistiksel olarak karsilastirildi. Ayrica giiriiltii uygulandiktan
hemen sonraki ve giiriiltii uygulandiktan 2 ay sonraki BERA esik sonuglar1 da

istatistiksel anlamlilik bakimindan mukayese edildi.
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BERA ile belirlenen esik sonucglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda
gruplar arasindaki farkliliklar ¢ift yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplandi.
Post-Hoc hesaplamasi i¢inde Tukey’in t-istatistik analizi kullanildi. P degeri <0.05

anlaml olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1 BERA Testi Sonuclar

Girtiltic uygulanmadan bir hafta Once yapilan BERA testinde biitiin
gruplardaki deneklerin igitme esiklerinin normal diizeylerde oldugu saptandi. Yani
annelerine ekzojen dekzametazon verilen ve verilmeyen biitiin deneklerde 40 dB
diizeyinde V. dalgalar elde edilmisti ve deneklerin isitme esikleri bakimindan
istatistiksel olarak bir farklilik s6z konusu degildi.

Giiriiltii uygulanmadan 6nce (GO) annesine distile su verilen ve giiriiltiiye
maruz kalan grup olan grup 1’deki altt denegin isitme esiklerinin, grtlti
uygulamasindan 48 saat sonraki (GS-1) esiklerden ortalama 13 dB daha iyi oldugu
tespit edildi ve bu degerler arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.05). Grup 1°deki alti denegin GS-1’deki isitme esigi degerleri, giirtilti
uygulanmasindan iki ay sonra (GS-2) belirlenen isitme esigi degerlerinden ortalama
10 dB daha kétiiydii, fakat bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.

GO dénemde annesine ekzojen deksametazon verilen ve giiriiltiiye maruz
kalan grup olan grup 5’deki alti denegin isitme esiklerinin, GS-1 doneminde
belirlenen esiklerden ortalama 12 dB daha iyi oldugu tespit edildi ve bu esikler
arasindaki farklilik ta istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Yine grup 5’teki alti
denegin GS-1 ve GS-2 donemlerinde belirlenen isitme esigi degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05).

Ekzojen deksametazona maruz kalmamis, sadece giiriilti uygulanmasi ile
birlikte sirasiyla aminoguanidin, CAPE ve EGb-761 verilmis gruplar olan grup 2,
grup 3 ve grup 4’teki deneklerin GO isitme esikleri, GS-1 donemindeki isitme
esiklerine gore sirasiyla ortalama 5 dB, 3 dB ve 3 dB daha iyiydi. GS-1 dénemindeki
isitme esiklerinin ve GS-2 donemindeki isitme esiklerinden sirasiyla ortalama 2 dB,
0 dB ve 0 dB farkliydi. Bu degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilemedi (p>0.05).

Ekzojen deksametazon ve giiriiltiye maruz kalmis ve bir antioksidan ajan
olan aminoguanidin zerk edilmis grup olan grup 6’daki deneklerin GO dénemindeki
isitme esigi degerleri, GS-1 donemindeki esik degerlerinden ortalama 15 dB daha
iyiydi ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Buna karsin grup 6’daki
deneklerin GS-1 ve GS-2 dénemlerinde ve GO ve GS-2 dénemlerindeki isitme esigi
degerleri arasinda da anlamli bir istatistiksel farklilik tespit edilemedi (p>0.05).

50



Ekzojen deksametazon ve giiriiltiiye maruz kalmis ve bir antioksidan ajan
olan CAPE zerk edilmis grup olan grup 7°deki deneklerin GO dénemindeki isitme
esigi degerleri, GS-1 donemindeki esik degerlerinden ortalama 22 dB daha iyiydi ve
bu farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Buna karsin grup 6’daki
deneklerin GS-1 ve GS-2 donemlerinde ve GO ve GS-2 dénemlerindeki isitme esigi
degerleri arasinda anlamli bir istatistiksel farklilik ortaya ¢ikmamist1 (p<0.05).

Ekzojen deksametazon ve giiriiltilye maruz kalmis ve diger bir antioksidan
ajan olan EGb-761 zerk edilmis grup olan grup 8’deki deneklerin GO, GS-1 ve GS-2
donemlerinde yapilan igitme esigi degerleri bakimindan anlamli bir istatistiksel fark

bulunamadi (p>0.05).

Tablo 4. Giiriiltii Uygulamasindan 48 Saat Sonraki BERA Esikleri (GS-1)

Grup V. Dalganin Elde Edildigi Esik Degeri (dB)
Grup 1 60 60 40 50 50 60
Grup 2 50 60 40 40 40 40
Grup 3 50 40 40 40 40 50
Grup 4 50 40 40 50 40 40
Grup 5 40 60 60 40 50 50
Grup 6 80 60 60 50 40 40
Grup 7 50 40 80 80 60 60
Grup 8 50 50 40 60 40 50

Tablo 5. Giiriiltii Uygulamasindan 2 Ay Sonraki BERA Esikleri (GS-2)

Grup V. Dalganin Elde Edildigi Esik Degeri (dB)
Grup 1 40 50 40 40 50 40
Grup 2 40 40 40 60 50 50
Grup 3 40 40 40 50 40 50
Grup 4 50 40 50 40 40 40
Grup 5 40 60 70 40 50 40
Grup 6 40 50 40 60 40 40
Grup 7 40 50 40 80 60 50
Grup 8 60 50 40 40 60 40
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Sekil 13. Giiriiltii Uygulamasindan Onceki, 48 Saat Sonraki ve 2 Ay Sonraki Isitme

Esigi Degerlerinin Grafiksel Dokiimii
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5.2 immunohistokimyasal Bulgular

Grup 1: Annesine distile su enjekte edilen ve daha sonra giiriiltii uygulanan
gruba ait korti organinda immunreaktivite gézlenmezken (Sekil 14), bir kag spiral
ganglion hiicresinde (Sekil 15) ve stria vaskiilariste (Sekil 16) (++) siddetinde kaspaz

immiin reaktivitesi gézlendi.

Sekil 14. Grup 1°de Korti Organinda Kaspaz immun Reaktivitesinin Olmayist
(HEx20)
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Sekil 15. Grup 1°de Spiral Ganglion Hiicrelerindeki Immun Reaktivite (oklar) Ayirt
Edilmekte (HEx20)

Sekil 16. Grup 1°de Stria Vaskiilaristeki (++) Kaspaz ifadesi (*) (HEx10)
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Grup 2, 3, 4: Annesine distile su injekte edilen ve daha sonra giiriiltii
uygulanmasiyla birlikte koruyucu amagh 2, 3 ve 4 cii gruplara sirasiyla
aminoguanidin, CAPE ve EGb-761 injekte edilmesinin apopitotik bir marker olan
kaspaz ifadesinin grup 5’e¢ gore daha az yayginlikta ve siddette olugsmasina neden

oldu. Bu gruplarda korti organi ve stria vaskiilariste kaspaz immiin reaktivitesinin

olmadigi, spiral hiicrelerinde ise (+) siddetinde kaspaz ifadesinin oldugu saptandi
(Sekil 17, 18, 19).

Sekil 17. Grup 2‘de Korti Organinda (*) Kaspaz Immun Reaktivitesinin Yoklugu,

Spiral Ganglion Hiicrelerinde ise (+) Reaktivite (oklar) (HEx10)
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Sekil 18. Grup 3’de Korti Organinda (*) Kaspaz Negatiflik (HEx20)

a -

Sekil 19. Grup 4’de Spiral Ganglion Hiicrelerindeki (+) Kaspaz ifadesi (ok) (HEx40)
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Grup 5: Annesine deksametazon injekte edilen ve daha sonra giirilti
uygulanan grupta korti organinda (+) (Sekil 20, 21), stria vaskiilaris ve spiral
ganglion hiicrelerinde ise (+++) siddetinde (Sekil 21, 22) hem sitoplazmik hemde

niiklear kaspaz immiin reaktivitesi ayirt edildi.

Sekil 20. Grup 5°de Korti Organindaki (+) Kaspaz Immun Reaktivitesi (*) (HEx20)
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Sekil 21. Grup 5’de Stria Vaskiilaristeki (ok) (+++), Korti organindaki (*) (+)

Kaspaz Ifadesi (HEx10)

Sekil 22. Grup 5’de Spiral Ganglion Hiicrelerinde Hem Sitoplazmik (kalin ok)

Hemde Niiklear (ince ok) (+++) Kaspaz Immun Reaktivitesi (HEx10)
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Grup 6: Annesine deksametazon injekte edilen ve giiriiltii ile birlikte

aminoguanidin uygulanan deneklerin korti organinda kaspaz ekspresyonu

gbzlenmezken, spiral ganglion hiicrelerinde ve stria vaskiilariste (+) immiin

reaktivite saptand1 (Sekil 23, 24).

- ) L =% 1
", Vi x "l

Sekil 23. Grup 6’°da Spiral Ganglion Hiicrelerindeki (+) Immun Reaktivite (HEx20)
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Sekil 24. Grup 6’da Stria Vaskiilaristeki (+) Kaspaz Reaksiyonu (*) (HEx20)
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Grup 7, 8: Giiriiltii ve deksametazonun olusturacagi hassaslastirict etkilere
kars1 CAPE injekte edilen grup 7 ve EGb-761 injekte edilen grup 8 deneklerinde

korti organinda kaspaz ifadesi saptanmadi. Stria vaskiilaris ve spiral ganglion

hiicrelerinde ise grup 6’da oldugu gibi (+) siddetinde kaspaz immiin reaktivitesi

gozlendi (Sekil 25, 26).

Sekil 25. Grup 7’de Korti Organinda (+) Kaspaz Immun Reaktivitesinin Yoklugu
(*), Spiral Ganglion Hiicrelerinde ise (+) Siddetinde Kaspaz Ifadesi (ok) Oldugu

Ayirt Edilmekte (HEx20)
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Sekil 26. Grup 8’de Spiral Ganglion Hiicrelerindeki Kaspaz Immun Reaksiyonu (ok)
(HEx20)
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5.3 Elektron Mikroskopisi Bulgular:

Grup 1: Sachi hiicrelerin ince yapis1 incelendiginde ¢ekirdek normal
gorliinimdedir. Sitoplazmada ise organellerin bir miktar dejenere oldugu ancak
mitokondriyonlarin saglikli kaldig1 izlenmektedir. Sacl hiicreler arasindaki baglanti
birimleri ise kopmustur. Altlarindaki destek hiicrelerin ise ¢ekirdek ve sitoplazmalari
saglikli goriiniimdedir. Sagli hiicre ile destek hiicre baglantis1 ise zayiflamistir.
Apikal kutikiiler plakalarin (Apical Cuticular Plate, ACP) devamliliginda yer yer
kesilme goriilmektedir (Sekil 27).

Sekil 27. Sagh Hiicreler Arasindaki Baglanti Birimlerinin Kopmasi ve
Sitoplazmada Organellerinde Bir Miktar Dejenerasyon (uranil asetat+kursun sitrat,

orijinal biiyiitme x3000)
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Grup 2: Sach hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalar1 saglikli, bu hiicreler
arasindaki baglanti kompleksleri saglam olarak izlendi. Destek hiicrelerin ¢ekirdek
ve sitoplazmalart normal goriinliimde ancak destek hiicreler ile sagli hiicreler

arasindaki baglantilarda bir miktar ayrilma dikkati ¢ekmektedir. ACP devamliliginda

yer yer kesilme goriilmektedir (Sekil 28).

Sekil 28. Destek Hiicreler ile Sagli Hiicreler Arasindaki Baglantilarda Bir

Miktar Ayrilma (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal biiyiitme x3000)
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Grup 3: Bazi saglh hiicrelerin ¢ekirdekleri normal izlenirken komsulugunda
bulunan ve ara baglantilar1 kopmus diger sacl hiicrelerin ¢ekirdeklerinde apopitotik
goriintiiler dikkati ¢ekmektedir. Ayrica sitoplazmada genis vakuoller izlenmektedir.

Sagli hiicrelerin kendi aralarindaki baglantilarda oldugu gibi destek hiicreler

arsindaki baglantilarda da kopukluk izlenmektedir. Destek hiicrelerde yogun sitoliz

dikkati ¢ekmektedir (Sekil 29).

Sekil 29. Sagh Hiicrelerin Kendi Aralarindaki Baglantilarda Kopukluk ve
Destek Hiicrelerde Yogun Sitoliz (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal biiyiitme
x3000)
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Grup 4: Sach hiicre yapisi korunmustur. Sagh hiicrelerin biribiri ve destek

hiicreleri arasindaki baglanti kompleksleri saglikli olarak izlenmektedir. Destek

hiicrelerinde sisme ve sitoplazmasinda ise az miktarda sitoliz izlenmektedir (Sekil

30).

Sekil 30. Sagh Hiicrelerin Biribiri ve Destek Hiicreleri Arasindaki Normal

Baglant1 Kompleksleri (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal biiyiitme x3000)
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Grup 5: Sagh hiicrelerin bazilarinda ¢ekirdek normal ve sitoplazmada hafif
dejenerasyon izlenirken bazi sagli hiicrelerde ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasi ile
baslayan apopitoz dikkati c¢ekmektedir. Sacli hiicreler arasindaki baglanti
komplekslerinde ayrilma belirgin olarak dikkati ¢ekmektedir. Destek hiicrelerinin
sach hiicrelerle baglant1 ve iliskisi kopmus olarak gézlenmektedir. Destek hiicrelerin

sitoplazmasinda organellerin tiimiiyle lizise ugradigr gorilmektedir. ACP’de

dejenerasyon ve devamliginda bozulma belirgin olarak dikkati ¢ekmektedir (Sekil
31).

Sekil 31. Destek Hiicrelerinin Sagli Hiicrelerle Baglanti ve Iliskisinin
Kopmast ve Destek Hiicrelerin Sitoplazmasinda Organellerin Tiimiiyle Lizise

Ugramasi (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal biiyiitme x3000)
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Grup 6: Sacli hiicrelerin arasindaki baglantt kompleksleri biitiinliigiini
korumaktadir. ACP devamliliginda yer yer bozulma izlenmektedir. Destek hiicrelerin
saclt hiicrelerle arasindaki baglantilarda kopukluk ve destek hiicrelerdeki bozulma

belirgindir (Sekil 32).

Sekil 32. Sach Hiicreler Arasindaki Baglanti Komplekslerindeki Devamlilik

(uranil asetat+kursun sitrat, orijinal bilyiitme x3000)
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Grup 7: Sacli hiicreler arasi baglantilarda kopma belirgin olarak dikkati
cekmektedir. Sa¢l hiicrelerin ¢ekirdek zarinda erime ile birlikte ¢ekirdekte karyoliz

ve sitoplazmada sitoliz izlenmektedir (Sekil 33).

Sekil 33. Sach Hiicreler Aras1 Baglantilarda Kopma (uranil asetat+kursun

sitrat, orijinal biiylitme x3000)
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Grup 8: ACP’de devamsizlik, sag¢li hiicreler arasindaki baglanti
komplekslerinde kopma izlenmektedir. Sacl hiicreler ile destek hiicreler arasindaki
baglant1 komplekslerinde de ayrilma ve destek hiicrelerde dejenerasyon dikkati

cekmektedir (Sekil 34).

Sekil 34. Sagli Hiicreler ile Destek Hiicreler Arasindaki Baglanti
Komplekslerinde Ayrilma ve Destek Hiicrelerde Dejenerasyon (uranil asetat+kursun

sitrat, orijinal biiylitme x3000)
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6. TARTISMA

Fotal cevrenin herhangi bir nedenle degisiklige ugramasi (prenatal stres,
annenin beslenme durumu, ekzojen ilag veya maddeye maruz kalinmasi gibi)
gelismekte olan organizmanin sonraki hayatini etkileyebilmektedir. Fakat fotusun
canliligimin devami ic¢in ortama disaridan miidahale gerektiren bazi durumlar
sdzkonusudur. Ozellikle preterm dogum riski olan hamilelere ekzojen glukokortikoid
verilmesinin neonatal respiratuar hastaliklar, intraventrikiiler hemoraji ve O6lim
oranlarint azalttig1 bilinmektedir (120-122). Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda
prenatal donemde uygulanan glukokortikoid tedavisinin de dogumdan sonraki
yasami etkileyen sakincalar1 s6zkonusu olabilmektedir. Prenatal glukokortikoid
verilmesinin viicut boyutlari, beyin gelisimi ve bazi erigkin hastaliklarin kékeninde
rol oynadigini 6ne siiren ¢aligsmalar mevcuttur (123-125).

Prenatal glukokortikoid tedavilerinin organizmanin strese karsi davranissal ve
endokrin entegrasyonundan sorumlu merkez olan hipotalamo-pitiiiter-adrenal aks ve
hipokampus iizerinde hassaslastirici etkileri vardir (126).

Sentetik  glukokortikoidlere prenatal donemde maruz kalinmasinin
maymunlarda, insanlarda ve fotal rat beyninde ndrotoksik etkileri oldugu ve
erigskinlerde sistolik kan basincinin artmasi ile sonuglandigi gosterilmistir (127, 128).

Frank ve ark (129) hamile ratlarin fotuslarinda akciger maturasyonunu
stimule etmek i¢in 0.2 mg/kg tek doz deksametazon injeksiyonu yapmislar ve sonra
gestasyonel 19, 20 ve 21. giinlerde histerostomi ile fotuslar1 ¢ikardiktan sonra
akcigerlerini incelemisler, akciger ve viicut agirliklarinin daha az oldugunu tespit
etmislerdir.

Ahlbom ve ark (126), hamile Sprague-Dawley cinsi ratlara hamileliklerinin
son trimestirlarinda giinliik olarak 0.1 mg/kg deksametazon vermisler ve normal
zamaninda diinyaya gelen yavru ratlardan elde ettikleri hiicre kiiltiirlerinde oksidatif
stres olusturmak i¢in hidrojen peroksit (H,O,) ve metil civa (MeHg) ilave etmislerdi.
Sonugta H,O, ve MeHg ilave ettikleri ve deksametazon verdikleri ratlarin serebellar
granuler hiicrelerindeki apopitotik hiicre sayisinin kontrol grubundan fazla oldugunu
tespit etmiglerdi. Calismamizda prenatal donemde annesine deksametazon verilen ve
oksidatif stres olusturmak amaciyla 4 saat boyunca 110 dB giiriiltiiye maruz birakilan
grup 5’teki deneklerin korti organi, stria vaskiilaris ve spiral ganglion hiicrelerinde
apopitotik bir isaretleyici olan kaspaz ifadesinin, deksametazona maruz kalmayan

gruplara gore daha fazla oldugu gézlemlendi (Sekil 19, 20, 21).
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Normal sartlar altinda prenatal glukokortikoid tedavisi hiicreleri etkilemez.
Fakat oksidatif stresi indiikleyen etkenlerin varliginda apopitotik hiicre 6liimii
artabilmektedir (126). Kulagin akustik travmaya hassasiyetinin sempatik inervasyon
ablasyonuyla azaldig1 gosterilmistir. Yani sempatik sistemin stres sonucunda aktive
olmas1 ile isitme kaybini alevlenmektedir. Deksametazon verilen ratlarda stres
hormonlarinin yiikselmesi sdzkonusu oldugu i¢in, i¢ kulak giiriiltii travmasina hassas
hale gelmektedir (130). Bizim c¢alismamizda prenatal donemde ekzojen
deksametazona maruz kalmis grup 5, 6, 7 ve 8’deki deneklerde giiriiltii
uygulanmasindan dnce BERA ile belirlenen igitme esikleri, giiriiltii uygulanmasindan
sonra belirlenen esiklerden daha diisiik olarak belirlendi ve bu farklilik istatistiksel
olarak anlamliydi. Bu durum ekzojen steroide maruz kalinmasinin, i¢ kulag: giiriiltii
gibi stres olusturan etkenlere karsi hassas hale getirdigi goriisiinli desteklemektedir.

Kokleada c¢esitli akustik uyarimlarin morfolojik hasarlara neden oldugu
bilinmektedir. Siddetli giiriiltii kokleada mekanik ve metabolik hasar olmak iizere iki
mekanizma ile hasara yol agmaktadir. Kritik diizeyin altindaki giiriiltii biyokimyasal
hasara ve kritik diizeyin iistiindeki giiriiltii ise primer olarak mekanik hasara neden
olmaktadir (131). Akustik overstimulasyon metabolik aktiviteyi arttirmakta ve
enzimatik aktivitedeki azalma ile iliskili enerji tiiketimi artarak, kokleada
disfonksiyon ve morfolojik hasar meydana gelmektedir. Bu, genellikle koklear
fonksiyon i¢in elzem olan endolenf ve intraselliiler iyon muhtevasinin iyonik
kompozisyonunda rol oynayan iyon degisimi enzim sistemleri ile ilgilidir (132).

Bir ¢ok calismada giirilti sirasinda yada sonrasinda kokleada
mikrosirkulasyonun azaldigi ve histolojik olarakta vazokonstriiksiyon, artmis
vaskiiler permeabilite, eritrosit agregasyonu ve lokalize 6dem olustugu gosterilmistir
(133, 134). Ayrica intravital mikroskopik ¢aligmalarda koklear damarlarda kirmizi
hiicre hizinda ve damar ¢aplarinda azalma oldugu ortaya konulmustur (134, 135).
Uzamis hipoksi veya reperflizyona cevap olarak iskemik periyot sonrasinda SOR
meydana gelir. Oksijen radikalleri tarafindan olusturulan lipit peroksidasyonu ve
protein hasari, hiicre fonksiyonlarinda bozulmaya ve hiicrenin o&liimiine neden
olmaktadir (137). Serbest radikallerin yapimi ve aktivitesi koklear sensoriyal epitelde
hasar olusturarak isitme esigi degisikligine neden olmaktadir (137-140). Seidman ve
ark (141) bir ¢alismasinda anterior inferior serebellar arteri klemplemek suretiyle

kokleada kan akimini azalttiktan sonra, kokleada hipoksi/iskemi nedeniyle olusan
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hasar sonucunda meydana gelen KAP esik kaymalarinin SOD-PEG ve allopurinol ile
kismen de olsa 6nlendigini ortaya koymuslardi.

Serbest radikal siipiiriiclilerle giliriiltllye maruziyet sonucu olusan isitsel
sistem hasarinin Onlenebilecegine iligkin bazi1 c¢alismalarda rapor edilmistir:
Giiriiltiye maruziyeti takiben kokleada siiperoksit anyon radikalleri, hidroksil
radikalleri, malondialdehid (lipid peroksidasyon indikatorii) ve 8-isoprostan (SOR
indikatorii) tiretimi olmakta ve seviyeleri artmaktadir (34). Giiriiltliye maruziyet bazi
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttrir (142). Kokleada glutatyon seviyelerindeki
azalma ya L-buthionine-[S,R]-sulfoxime (glutatyon sentezi inhibitorii) yada
proteinden fakir diet, giiriiltiinlin neden oldugu koklear hasari giiclendirir (143).

Rybalko ve ark (144), 20 disi pigmente ratta maturasyon sirasinda giiriltiiniin
neden oldugu isitme kaybima hassasiyet durumunu calismis. Ug, dort, bes ve alt1
haftalik geng ratlar bir saat boyunca 120 dB SPL genis band giiriiltiiye maruz
birakilmisti. Esikler ve orta latensi cevaplar1 kaydedilmisti. Geng ratlardaki giirtiltii
maruziyeti, adultlardakine benzer isitme esigi paternleri gostermisti. Sonugta ilk bes
postnatal haftada ratlarin giiriiltilye daha hassas oldugunu tespit etmislerdir.
Caligmamizda sekizinci postnatal haftada giiriiltiiye maruz birakilan geng ratlarin
giiriiltii travmasina daha hassas oldugu yapilan elektron mikroskopik incelemelerde
saclt hiicreler arasindaki baglantilarda kopmalar ve destek hiicre sitoplazmalarinda
lizis gbzlenmesi suretiyle ortaya konuldu (Sekil 30).

Hayvan caligmalar1 ve klinik ¢alismalarda gelismekte olan isitsel sistemin
akustik travmaya, matur sistemlerden daha hassas oldugu gosterilmistir (145). Rat
modeli gelismekte olan isitsel sistemin giiriiltilye hipersensitivitesinin arastirilmasi
icin uygun bir modeldir. Ciinkii yenidogan ratlarin koklealar: olduk¢a immatiirdiir
(146). Ratlarda yapilan morfolojik caligmalarda, 151k ve elektron mikroskopisinde,
koklear yapilar ve sinaptik gelisme maturasyonunun yasamin yaklasik 16. giiniinde
tamamlandig1 gosterilmistir (147). Postnatal 24. giine kadar ise koklear gelismede
minimal degisiklik olmaktadir (148). BERA ile elde edilen isitme esikleri ise
yaklagik postnatal 24-36 gilinler arasinda yetiskin diizeylerine gelmektedir (149).
Calismamizdaki grup 8 deneklerinde giirliltliye maruziyet sonrasi herhangi bir
istatistiksel farkliligin saptanamamis olmasi, bu deneklerde koklear gelisimin
tamamlanip, BERA sonuglarinin adult diizeylerine gelmesinden dolayr olusmus

olabilir.
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Lenoir ve ark (150) 16-100 giinliik ratlara 30 dakika 120 dB giirtlti
uygulamiglar ve giiriiltii uygulandiktan yedi giin sonra 16-40 giinliik ratlarda ytiksek
frekanslarda biiyiik esik kaymalari oldugunu ve 60 veya 100 giinliik ratlarda ise
normal esikler oldugunu tespit etmislerdi. Freeman ve ark (151) 10 ve 15 giinliik
geng ratlara 102 dB genis band giiriiltiiyi 15 giin boyunca giinde 12 saat
uygulamislar, fakat bu yavru ratlarda yiiksek bir hassasiyet gézlemleyememislerdi.
Freeman, deneyinde gen¢ hayvanlarda sacl hiicre hasarinin yetiskin hayvanlara gore
daha fazla oldugunu, buna karsin BERA ve otoakustik emisyon kayitlarinda adult
hayvanlarda daha fazla degisiklik meydana geldigini tespit etmisti (151).

Rybalko ve ark (144), 3-6 haftalik ratlarda giiriiltiiye maruziyetten 6nceki
isitme esiklerini yetiskin ratlardakine benzer oldugunu tespit etmislerdi. Tiim ratlarda
giiriiltilye maruziyet benzer esik kaymasi paternleri meydana getiriyordu. Geng
ratlarda giiriiltiiye maruziyeti takiben ilk iki hafta icinde esiklerde diizelme
baslamisti. Calismamizda yer alan grup 6 ve 7°deki deneklerin isitme esiklerinin iki
ay sonra diizelme egiliminde ¢ikmis olmasi, hem verilen antioksidan ajanlarin
etkilerine hemde bu siire i¢inde spontan diizelmeye baglanabilir.

Canlon ve ark (3) deksametazon verdikleri ratlardaki koklea sacli hiicre
kaybinin, oksidatif stresi indiikleyen giiriiltii verilmedigi slirece normal sinirlarda
oldugunu gostermislerdi. Calismamizda annesine distile su verilen ve giiriilti
uygulanan grup 1’deki deneklerde sagli hiicre baglantilarinda kopma, destek
hiicrelerde lizis ve ACP devamlilifinda bozulma gibi patolojilerin, ekzojen steroid
verilen ve giiriiltii uygulanan deneklere kiyasla belirgin olarak daha az gézlemlendi
(Sekil 26, 30).

Glrtiltiye maruziyetten sonra saclt hiicre stereosilyalarinda degisiklik
olmaktadir. Giiriiltiiden hemen sonra stereosilyalar yumusak ve sarkik hale gelmekte
ve stererosilyalar arasindaki baglantilar kaybomaktadir (152, 153). Puel ve ark (154)
gore siddetli giiriilti, primer isitsel dendritlerde destriiksiyona yol acan i¢ sagh
hiicrelerden glutamat salinimina neden olmaktadir. Puel ve ark (154) histolojik
incelemelerde isitsel dendritler arasinda yeniden baglantilarin olugmasiyla isitmenin
geri donebildigini gostermislerdi. Geng ratlarda bu tamir mekanizmalarinin ve i¢
kulakta otoproteksiyondan sorumlu detoksifikasyon enzimlerin heniiz gelismemis
olmasmmin s6z konusu hipersensitiviteye neden oldugu sdylenebilir. Bizim
calismamizda ozellikle ekzojen steroid ve giiriiltilye maruz kalan grup 5 denekleri

tizerinde yapilan elektron mikroskopik incelemelerde sagli hiicre ve ACP
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devamliliginda bozulma ve destek hiicrelerde lizis gibi patolojilere rastlandi (Sekil
30).

Gao ve ark (155), orta ve yliksek siddetteki giiriiltiiniin, sagli hiicrelerdeki
stereosilyalarda patolojik degisiklikler meydana getirdigini ve ortaya ¢ikan esik
kaymalarinin stereosilya hasari ile ilgili oldugunu ileri siirmiislerdi. Calismamizda
saclt hiicre devamliliginda bozulma gibi patolojiler olusmus grup 5 deneklerinde esik
kaymalarinin daha fazla oldugu gézlemlendi (Sekil 30, Tablo 4 ve 5).

Chan ve ark (156), pigmente guinea piglere impuls giirtiltii (154 kPa veya 174
kPa: 198 dB veya 199 dB) verdikten sonra dis sagli hiicrelerin uzunlugunda ve
katihginda azalma oldugunu gdzlemlemislerdi. Iki hafta sonra hiicresel katilik ve
hiicre uzunluklarinda diizelmenin baslamasinin, hiicresel tamir mekanizmalarinin
aktivasyonu sonucu oldugu kanisia varmislardi.

Chan ve ark (156) impuls giiriiltii verdikleri tim guinea piglerde timpanik
membranda yirtilma oldugunu fakat, koklear kanama veya sensdryel epitelin i¢
kulakta ayrilmasi gibi makroskopik bir hasar belirtisi olmadigin1 gostermislerdi.
Bununla birlikte 1.5-10 saat boyunca impuls giiriiltii verdikleri deneklerde dis sach
hiicre sagkalim siirelerinin daha kisa oldugunu ve hiicre populasyonunun %70’inin
permebilize yada vakuolize oldugunu gozlemlemislerdi. Ayrica giiriiltii sonrasi erken
donemde (1.5-24 saat) hiicre katiliginda belirgin azalma olmasinin nedeninin,
giirliltiiniin dis sach hiicrelerin mekanik 6zelliklerini bozmasi sonucunda oldugunu
ileri stirmiislerdi. Ek olarak dis sa¢li hiicre uzunluklarinin azalmasinin nedenini ise,
dis sach hiicrelerin giirliltiye daha hassas olmasina baglamislardi. Histolojik
calismalarda dis sagli hiicrelerde bulunan kontraktil proteinlerin hiicre seklini
etkiledigi ileri siirtilmiistiir (157).

Yiiksek siddette impuls nedeniyle isitme kaybi olmasmin nedeninin,
kokleadaki metabolik ve mekanik stres arasindaki etkilesimler sonucu oldugu ileri
stiriilmistiir (158). ‘Kritik seviye’ olarak adlandirilan 120-125 dB ses basincinin
metabolik hasardan mekanik hasara kaymaya yol agtigi rapor edilmistir (159).
Bununla birlikte akustik asir1 uyarilmanin intraselliiler kalsiyum seviyesini arttirdigi
gosterilmistir (160). Artmis kalsiyum seviyelerinin proteolitik enzimleri aktive
ederek sitoskeletal degisikliklere veya hiicresel hasara neden oldugu bildirilmistir
(161).

Koklear hasar1 dnlemek i¢in, koklear iskemi ve reperfiizyonda etkili olan SOR

giderici ve membran stabilizatérii ilaglar kullanilmistir. Seidman ve ark (137),
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gliriiltiiniin kokleada kan akimini azalttigi ve hipoksiye yol agmak icin 90 dB
siddetinde 60 saat devamli giiriiltii ile koklear hasar olusturmaya calismis, allopiirinol
ve siiperoksid dismutazin bu hasar iizerine etkisini arastirmisti. Arastiricilar yaptiklar
bu calismada ilaclarin kismen etkili oldugunu, fakat ila¢ almayan gruba gore anlaml
bir koruyuculuk saglamadigini belirtmislerdi. Bu bulgularla giiriiltiiye bagli isitme
kaybinda SOR’un koklear hasar olusumunda etkili oldugu ve bunun ilaglarla kismen
Onlenebilecegi sonucuna varmiglardi. Calismamizda giiriiltilye maruz birakilan ve
CAPE ve aminoguanidin gibi antioksidan ajan verilen grup 6 ve 7 deneklerinde isitme
esiklerinde kismi diizelmeler elde edildi (Tablo 4 ve 5).

Yapilan bir ¢calismada, CAPE’nin akut uygulanmasi suretiyle, I/R’nin renal
lipid oksidasyonunun ve doku hasarminin suprese edildigi gosterilmistir (162). Irmak
ve ark (163), ratlarda 20 dakika bilateral karotid arter okluzyonu yapmak suretiyle
iskemi olusturmuglar ve okluzyonu serbest birakarakta rat beyninde reperfiizyon
meydana getirmislerdi. Reperfiizyon Oncesi ise IP yoldan 10 pM CAPE ve 25 uM
alfa-tokoferol vermislerdi. Hem CAPE’nin hemde alfa-tokoferoliin akut uygulanmasi
I/R’nun indiikledigi lipid peroksidasyonunu suprese ettigini, fakat CAPE’nin alfa-
tokoferole gore daha avantajli oldugu sonucuna ulagsmiglardi. Calismamizda
deksametazona maruz birakildiktan sonra giiriiltii verilen ve CAPE ve EGb-761
injekte edilen deneklerde (grup 7, 8) korti organinda apopitotik bulgulara
rastlanmamis olmasi, bu ajanlarin hassas hale gelmis kokleada koruyucu olduklarina
isaret etmektedir. CAPE’nin tavsanlarda reperfiizyonun indiikledigi spinal kord
hasarini azalttigin1 gosteren ¢alismalarda mevcuttur (164).

Szabo ve ark (65), serbest radikal temizleyicilerin etkileriyle ilgili yaptig1 bir
aragtirmada 90 dakikalik retinal arter okliizyonu sonrasinda reperfiizyon olusturmuslar
ve 4-24 saat sonra retinadaki iyon dagilimimi inceleyerek ilaclarin etkisini
degerlendirmislerdi. Bu caligmada ginkgo biloba ekstresi, allopiirinol ve siiperoksid
dismutaz kullanmislardi. Ginkgo biloba ekstresi ve siiperoksid dismutazin iskemi-
reperfiizyona bagli Na-Ca toplanmast ve K kaybini (retinal dokuda) belirgin olarak
azalttig1, buna karsilik allopiirinoliin anlamli bir degisiklik olusturmadigi tespit
etmislerdi. Szabo ve ark (165) retinal I/R’a bagli iyon degisikligi iizerine siiperoksid
dismutaz, ginkgo biloba ekstresi ve E vitamininin etkisini degerlendiren
caligmalarinda bu ilaglarin kullanim siiresine ve doza bagli olarak etki gosterdigini

ortaya koymuslardi.
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SOR blokerleriyle ilgili yapilan bir ¢alismada Bergmann (166), guinea piglere
bir saat siiresince 120 dB giiriiltii vermis ve terapotik ajan olarakta allopiirinol ve
dipridamol kullanmisti. Bu ilaglarin koruyucu etkisi olmadigini gézlemlemisti. Bizim
calismamizda grup 4 ve 8 deneklerinde kullanilan EGb-761’in hassas hale gelmis
koklea tizerinde koruyucu bir etkisi oldugu konusunda olumlu bir veri elde edilemedi
(Tablo 4 ve 5).

Antineoplastik ajan olarak kullanilan sisplatinin yiiksek frekanslar1 igeren
ndrosensorial isitme kaybina yol agti1 ve bu olayda reaktif oksijen iiriinlerinin rolii
oldugu bilinmektedir (167). Kelly ve ark (168) ratlarda yaptiklari ¢aligmalarinda
sisplatin ototoksisitesinde nitrik oksitin rolii olup olmadigini, iNOS inhibitorii olan
aminoguandin uygulamak suretiyle arastirmislardi. Ratlara sisplatin vermeden 3 giin
once ve sonra BERA yapmuslar, koklear dokularda nitrik oksit ve bir lipid
peroksidasyon marker1 olan malondialdehit diizeylerini calismiglardi. Sadece
sisplatin verilen ratlarda BERA esiklerinde anlamli kaymalar oldugunu ve
aminoguanidin verdikleri ratlarda ise esik kaymalarinin olmadigini gézlemlemislerdi.
Calismamizda giiriiltiiye maruz birakilan ve aminoguanidin verilen grup 6
deneklerinin BERA ile yapilan isitme esikleri tespitlerinde, giiriiltii oncesine kiyasla
istatistiksel olarak belirgin bir diizelme oldugu belirlendi (Tablo 4 ve 5).

Sonug olarak biitiin deney gruplarinda yapilan BERA sonuglarina gore, son
trimestirda ekzojen deksametazona maruz kalan ve kalmayan deneklerin BERA ile
saptanan isitme esikleri normal olarak belirlendi. Grup 5, 6 ve 7’deki deneklerin
gliriiltii uygulamasindan sonraki isitme esiklerinin ve giiriiltii uygulamasindan 6nceki
isitme esiklerinden daha yiiksek olarak belirlenmis olmast ve bu farkliligin
istatitstiksel olarak anlamli ¢ikmasi, ekzojen uygulanan deksametazonun kokleay1
giirliltii travmasina hassas hale getirdigine isaret etmektedir. Sirasiyla aminoguanidin
ve CAPE verilen grup 5 ve 6 deneklerinin isitme esiklerinde giiriiltii 6ncesine gore
diizelme elde edildigi gozlenmisken, EGb-761 verilen grup 8 deneklerinin isitme
esiklerinde herhangi bir degisme olmadigi belirlendi (Tablo 4 ve 5).

Isik mikroskopisi ile yapilan degerlendirmelerde ekzojen deksametazona
maruz kalan ve giiriiltii uygulanan grup 5 deneklerinde korti organi, spiral ganglion
hiicreleri ve stria vaskiilaris yapilarinda apopitotik bir isaretleyici olan kaspaz
ifadesinin belirgin olarak arttig1 tespit edildi (Sekil 19, 20, 21). Antioksidan ajan
uygulanan grup 6, 7 ve 8 deneklerinde korti organinda kaspaz ifadesi ayirt

edilemezken, antioksidan ajan verilmeyen grup 5 deneklerine kiyasla stria vaskiilaris
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ve spiral ganglion hiicrelerinde kaspaz immiin reaktivitesinin daha az oldugu
gozlemlendi (Sekil 22, 23, 24, 25). Bu veriler prenatal dénemde ekzojen
deksametazona maruz kalinmasmin isitsel sistemi giiriiltii gibi stres olusturucu
etkenlere hassas hale getirdigini diisindiirmektedir. BERA bulgularimiza gore
aminoguanidin ve CAPE’nin, EGb-761’den daha faydali oldugu belirlenmisken, 151k
mikroskopuyla yapilan immunohistokimyasal degerlendirmelerde her 3 ajaninda
yararli olabilecegi kanaatine varildi.

Elektron mikroskopisi ile yapilan degerlendirmelerimizde de ekzojen
deksametazon verilmesinin kokleay1 giiriiltii gibi stres olusturucu etkenlere karsi
daha hassas hale getirdigi gozlemlendi. Ekzojen deksametazon ve giiriiltiiye maruz
kalan grup 5 deneklerinde sagli hiicre ve APC devamliliginda bozulma, destek
hiicrelerde lizis gibi bulgulara daha yogun olarak rastlandi (sekil 30). Aminoguanidin
ve EGb-761’in CAPE’ye gore kokleada meydana gelen hasari diizeltmede daha
etkili olduklari belirlendi.
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