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OZET

Giiriiltiiye Baglh isitme Kaybinda Oleuropeinin Etkisinin Arastiriimasi

Dr. Ozgir KUMUS
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali
inciralti, iZMIR

Amag ve Hipotez
Bu calismamizda antioksidan Ozellikleri oldugu bilinen Oleuropein (OLE)
bilesiginin siganlarda olusturulan giriltiiye bagl isitme kaybi (GBIK) modelindeki

olasi koruyucu etkinliginin arastiriimasi amagclandi.

Gereg ve Yontem

Arastirmaya dahil edilen 28 erigkin erkek albino sigcan rastgele dort gruba
ayrildi.  Kontrol serum fizyolojik (SF) (n=7) grubu; gurultd verilmeyen ve etken
madde ¢ozeltisi ile es hacimde olacak sekilde 2 cc/kg/gun SF uygulanan grup,
kontrol OLE (n=7) grubu; guraltd veriimeyen ve 50 mg/kg/gun OLE uygulanan grup
olarak duzenlendi. Deney SF (n=7) grubu; gurulti verilen ve 2 cc/kg/gun SF
uygulanan grup, deney OLE (n=7) grubu; gurultt verilen ve 50 mg/kg/gin OLE
uygulanan grup olarak duzenlendi. Tum siganlara SF ve OLE oral gavaj yoluyla
uygulandi.

Deney grubundaki toplam 14 sigana 120 dB SPL siddetinde, 4 kHz oktav
bantta 4 saat sure ile gurulta verildi. i§itme duzeyi Olgumleri 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz
frekanslarinda igitsel uyariimis beyinsapi potansiyelleri (IUBP) ve distorsiyon Griini
otoakustik emisyon (DPOAE) testleri ile yapildi. IUBP ve DPOAE testleri guiriilti
verilmesi 6ncesinde ve gurultu verilmesi sonrasi 1, 7 ve 10. gunde yapildi.

Son testler sonrasi 10. gunde tum siganlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyonun
ardindan siganlarin temporal kemikleri ¢cikarilarak koklea ve spiral ganglion hicreleri
IStk mikroskobunda hematoksilen-eozin ve TUNEL boyama yontemiyle
degerlendirildi.



Bulgular

IUBP testi sonuglarina gére deney OLE grubunda, deney SF grubuna kiyasla
tum frekanslarda daha iyi isitme egikleri elde edildi. istatistiksel anlamlilik ise 8, 12,
16 ve 32 kHz frekanslarda goruldu (p<0,05). Histopatolojik degerlendirmelerde ise
deney SF grubuna kiyasla, deney OLE grubunda daha az spiral ganglion hicre

hasari izlendi. Ancak bu yonde istatistiksel anlamli farkhlik saptanmadi (p>0,05).

Sonug¢
Elde edilen bulgulara gore OLE gurultiye bagh isitme kaybinda
kullanilabilecek faydali bir antioksidan olabilir. Ancak bu koruyucu etkinin

kanitlanmasina yonelik ek arastirmalara ihtiyag bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Gurultuye bagli isitme kaybi, antioksidan, Oleuropein



ABSTRACT

The Investigation of The Effect of Oleuropein on Noise-Induced Hearing Loss

Dr. Ozgir KUMUS
Dokuz Eylul University, Medical Faculty, Otorhinolaryngology Department
inciralt, iZMIR

Objective and Hypothesis

In this study, it was aimed to investigate the possible protective effect of
Oleuropein (OLE) compound, which is known to have antioxidant properties in noise
induced hearing loss (NIHL) rat animal model.

Materials and Methods

Twenty-eight adult male albino rats included in the study were randomly
assigned into four groups. Groups were designated as: Control serum physiological
(SF) group (n = 7), the group which were not exposed to noise and administred
equivalent volume of active substance solution 2 cc / kg / day SF. Control OLE (n =
7) group, with no noise exposure and 50 mg / kg / day OLE administration. Test SF
(n =7) group; the group that was exposed to noise and administered 2 cc/ kg /day
SF; and test OLE (n = 7) group, the group that was exposed to noise and OLE
administered at 50 mg / kg / day. SF and OLE were administered via oral gavage to
all rats.

A total of 14 rats in the test group were subjected to noise at 120 dB SPL
4 kHz octave band for 4 hours. Hearing level measurements were made with
auditory brainstem responses (ABR) and distortion product autoacoustic emission
(DPOAE) tests at 4, 8, 12, 16 and 32 kHz frequencies. ABR and DPOAE tests were
performed before the noise exposure and on the 1st, 7th and 10th days after the
noise exposure.

After the last hearing assesments, all rats were sacrificed on the 10th day.
After sacrification, temporal bones of the rats were removed and the cochlea and
spiral ganglion cells were evaluated by light microscopy using hematoxylin-eosin
and TUNEL staining.



Results

ABR test revealed better hearing thresholds in the test OLE group at all
frequencies compared to the test SF group. Statistical significance was observed at
frequencies of 8, 12, 16 and 32 kHz (p <0.05). In the histopathological evaluations,
less spiral ganglion cell damage was observed in the test OLE group compared to
the test SF group. However, no statistically significant difference was found
(p>0,05).

Conclusion

Oleuropein might be a useful antioxidant that can be used in noise induced
hearing loss. However, additional research is required for confirmation of this

protective effect.

Key words: Noise induced hearing loss, antioxidant, oleuropein



1. GiRiS VE AMAC

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

insan ve toplum (izerinde olumsuz etki yapan ve istenmeyen seslere giiriiltii
denmektedir. Belirgin bir yapisi olmayan, icerdigi 0gelerle kisiyi bedensel veya
psikolojik olarak etkileyebilen ses duzeni olarak da tanimlanabilen gurulta,
insanlarda tinnitusa ve isitme kaybina yol agmasinin yani sira iletisimin
bozulmasina, stres artigsina, konsantrasyon bozukluklarina, ¢alisma guglugune,
uyku sorunlarina ve kardiyovaskuler hastaliklara neden olabilen ciddi bir mesleki
tehlike olarak kabul edilmektedir (1,2).

Asir gurultiye maruz kalmak en sik rastlanan onlenebilir isitme kaybi
sebebidir. Kuresel nufusun en az %5 ila %16'sinin gurultuden kaynaklanan igitme
kaybi riski altinda oldugu ve bunun 600 milyondan fazla insana karsilik geldigi
bilinmektedir. Dinya Saghk Orguti, tim isitme kaybi vakalarinin Ugte birinin
gurulttye maruz kalma ile iligkili oldugunu bildirmektedir (3,4).

Gurultaye bagli isitme kaybindan korunmada en temel strateji gurultanan,
olustugu kaynakta Oonlenmesi amaciyla kulak tikaglari ve kulakliklar gibi kisisel
koruyucu ekipmanlarin kullanimidir (5). Bunun disinda bazi meslek gruplarinin is
ortaminda maruz kaldig1 gurultinun giddeti ve suresinin belirlenen standartlarda
duzenlenmesi gerektigi konusunda yapilan bir¢gok ¢alisma mevcuttur (2).

Gurultaye maruz kalma sonrasi i¢ kulakta temel olarak mekanik ve metabolik
hasar sonucu igitme kaybi ortaya cikar. Serbest oksijen ve serbest azot
radikallerinin artiginin yarattigi oksidatif stres sonucu aktive olan apoptotik yolaklar
ve nekroza bagli olarak i¢ kulakta hiicre kaybr meydana gelir (6). Birgok aragtirmaci
tarafindan gurultiye bagh isitme kaybi ile mucadele amaciyla medikal tedavi
yontemleri gelistiriimeye calisiimaktadir. Bu amagla siklikla antioksidan ozellikteki
ajanlar kullanilmakla beraber henlz etkinligi genis capta kanitlanmig bir ajan
bulunmamaktadir (6).

Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk donemlerinde meyvede daha fazla
bulunan, olgunlasmanin ardindan metabolizasyonu sonucu miktari azalan bir
maddedir. Zeytinin acihgindan sorumlu bu bilesik, zeytin agacinin tamaminda
bulunmakla beraber en ¢ok yaprak kismindan izole edilmektedir. Birgok arastirmaci



tarafindan oleuropeinin guglu antioksidan etkilerinin oldugu ileri surilmektedir.
Bunun yani sira antiviral, antienflamatuar, antiaterojenik ve antikarsinojenik etkileri
oldugu da bildirilmistir (7-9).

1.2 Aragtirmanin Amaci ve Hipotezi

Oleuropein uygulamasinin gurultiye bagh isitme kaybi Uzerine olasi
etkilerinin degerlendiriimesi amaciyla gurultiye maruz birakilan siganlarin objektif
odyolojik ve histopatolojik yontemlerle incelenerek koruyucu etkinliginin olup

olmadiginin arastiriimasi1 amaglanmistir.

Arastirmanin hipotezi:

HO: Gurultuye bagli isitme kaybi olusturulan siganlarda Oleuropein bilesiginin isitme
kaybina kargi koruyucu etkisi yoktur.
H1: Gurultiye bagli isitme kaybi olusturulan siganlarda Oleuropein bilesiginin isitme
kaybina kargi koruyucu etkisi vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1 KULAK ANATOMISI VE iSITME FizyoLOJisi

2.1.1 insan Kulaginin Anatomisi ve isitme Fizyolojisi

Sesin kaynagindan kulaga ulasmasi havadaki, sudaki veya diger
ortamlardaki molekullerin kompresyonu ve rarefaksiyonundan (yani titresiminden)
ibaret olan dalgalar araciligi ile olur. Kulaga dalgalar halinde gelen bu ses enerjisi
bir yandan sirasiyla dis, orta ve i¢ kulak yapilarinda iletilirken diger yandan da
donusume ugrar. Son olarak i¢ kulakta elektriksel bir enerjiye donusturilmas bu
enerji koklear sinire ve santral baglantilardan gegerek temporal lob korteksindeki
transvers temporal girusa gelirler. Heschl Girusu da denilen bu bolge isitme merkezi
olarak adlandirilir (10).

2.1.1.1 Dis Kulak

Dis kulak, kulak kepgesi (aurikula) ile meatustan timpan membrana kadar
uzanan dig kulak yolundan olusmaktadir. Aurikulanin merkezi olan konka,
yetigkinlerde yaklagik 2.5 cm uzunlugundaki dig kulak yolu (DKY) ile devam eder.
DKY’nin lateral Ugte biri kikirdakli bolumdur ve serumen Ureten bezler ve kil
folikullerini icerir. Geriye kalan medial Ugte ikisi ise kemikle gevrili olan bolimdur ve
medialinde timpan membranla sonlanir (11).

Aurikula sekli ve kafadaki konumu ile gevredeki sesleri toplama iglevini gorur.
Yaklasik 135 derecelik bir agidaki sesleri toplar ve bunun digindakileri yansitir. Bu
yonuyle dis kulak ve kafa isitmede pasif ancak énemli bir role sahiptir. Aurikula
cukuru 4-5 kHZ' lik bir rezonans frekansina sahiptir. Aurikula, rezonans frekansinda
daha belirgin olmak Uzere sesin siddetini 6 dB kadar artirmaktadir (10,11).

Dis kulak yolu bir ucu acik, diger ucu kapali bir boru gibidir ve aurikuladan
gelen ses dalgalarini timpan membrana iletir. Bu iletme islevi esnasinda frekansa
0zgu bir amplifikasyon da yapar. Bu amplifikasyon 1-8 kHz arasinda belirgin olup
2.5-3 kHz'de pik yapar ve 15-20 dB'i bulur (10-12).



2.1.1.2 Orta Kulak

Orta kulak timpan membran, malleus, inkus ve stapes kemikgiklerini iceren
kisimdir ve yaklasik 2 ml hacmindedir. Timpanik anulusa olan pozisyonlarina gore
epitimpanum, mezotimpanum ve hipotimpanum alt bolumlerine ayrilir. Akustik
enerjiyi, dis kulak yolundaki hava ortamindan, kokleadaki sivi ortamina iletme
islevini gérir (10,13). iletim islevinin yani sira orta kulak bir empedans eslestirme
aygiti olarak da gorev yapar. Bu iglev U¢ sekilde gergeklestiriimektedir. Birinci faktor
timpan membranin etkin vibrasyon alaninin, stapes tabaninin etkin vibrasyon
alanindan 17 ila 20 kat genis olmasidir. ikinci faktér, kemikgik zincirin manivela
etkisidir. inkus uzun kolu manubrium mallei ve malleus boynundan 1,3 kat kisa bir
yapidadir. Uglincli faktér ise timpan membranin konveks yapisi olarak
aciklanmaktadir. Bu Ug faktorun yarattigi etki ile yaklasik 25-30 dB’lik bir kazang
ortaya ¢ikar (11,14).

Timpan membran pars tensa ve pars flaksida bolumlerinden olusur. Pars
flaksida yapisi geregi ses iletiminde aktif rol almaz. Pars tensa kisminda zar Ug
tabaka halinde olup lateralde epitel, medialde mukoza ve orta tabakada ise radier,
parabolik, sirkuler ve semilunar sekillerde dizilmis liflerin yer aldigi fibroz tabaka
bulunmaktadir. Fibroz tabaka kulak zarina rotasyon hareketi yaptirdigi ve gerginligi
sagladigi icin igitme fizyolojisi agisindan onemlidir (10).

Orta kulakta yer alan diger bir onemli yapi ise Ostaki tUpu yani
farengotimpanik tuptur. Orta kulak havalanmasi ve drenaj gorevlerini Ustlenir; hem
fizyolojik hem de patolojik bakimdan dnemlidir (11,12). Ayrica orta kulakta tensor
timpani ve stapedius adinda iki gizgili kas yer almaktadir. Tensor timpani kasi,
malleus ile temasta olup, malleusun uzun kolunu mediale dogru c¢eker ve kulak
zarinin titresimini azaltir. Stapes kasi ise stapesi orta kulaga dogru ¢eker ve yuksek
siddetteki seslerin i¢ kulaga girisini engellemis olur (11).

2.1.1.3 i¢ Kulak
Kemik labirent temporal kemigin petréz pargasi icinde yer almaktadir. isitme
ve denge duyusu ile ilgili spesifik duyu hucrelerini igerir. Yuvarlak ve oval pencereler

yoluyla orta kulak, koklear ve vestibuler akuaduktuslar yolu ile de kafa ici ile



baglantilidir. On labirent (koklea), vestibiil ve arka labirent (yarim daire kanallari)
olarak adlandirilan Ug yapidan ibarettir (15).

Membranoz labirent ise utrikll, sakkll, duktus semisirkularis, duktus
endolenfatikus, duktus perilenfatikus, duktus koklearis ve korti organindan olugur.
Membranoz ve kemik Ilabirentler arasinda sodyumdan zengin perilenf ve
membrandz labirentin icinde ise potasyum iyonlari bakimindan zengin
endolenf bulunur (11,15).

2.1.1.3.1 Koklea

isitme sisteminin reseptér organi olan kokleanin temel fonksiyonu, akustik bir
dalgay! santral sinir sistemine iletilebilecek sekilde elektrokimyasal bir uyarana
donusturmektir (10). Koklea, skala vestibuli, skala media ve skala timpani adi verilen
u¢ boélumden olugan, insanlarda uzunlugu 25-40 mm arasinda degisen, salyangoz
gibi, kendi ekseni etrafinda 2,5 tur donusli sarmal tarzdaki kemik kanaldan ibarettir
(10,11,16).

Kokleanin eksenini modiolus olusturur. icindeki kanallardan koklear damar
ve VIII. kranial sinir lifleri geger. Kokleanin ortasinda, kokleanin tumu boyunca
ucgen seklinde uzanan duktus koklearis (skala media) bulunur. Tabanda duktus
reuniens denilen ince bir kanalla vestibuldeki sakkulusa baghdir. Skala timpani ve
skala vestibuli kokleanin apeksinde, helikotremada birbiriyle baglantilidir (10—
12,16).

Skala vestibuli ve timpani, 4 mEg/L potasyum ile 139 mEq/L sodyum
konsantrasyonlu, ekstraselluler siviya benzeyen perilenf sivisini igerir. Skala media,
Reissner membrani, baziler membran, kemik spiral lamina ve lateral duvar ile
sinirlandirilmigtir. Skala media ise 144 mEg/L potasyum, 13 mEqg/L sodyum
konsantrasyonlu, intraselliler siviya benzeyen endolenf icermektedir (11).
Endolenfin stria vaskularis tarafindan Uretildigi kabul edilmektedir (11,16).

Cok kath yassi epitelden olusan stria vaskularis; endolenfteki yuksek K+,
dusuk Na+ iyon potansiyelini saglayan marjinal hiicrelerden, fagositoz yetenegi olan
intermediate hucrelerden, epitel ve endotelin bazal membraninin birlesmesinden
olusan ve molekul gegisine izin vermeyen bazal hucrelerden olusur. Stria

vaskaularisin mitokondri agisindan zengin olmasi nedeniyle kokleanin enerji kaynagi



oldugu ve transduksiyon igin olduk¢a Onem tasidigi dusunulmektedir. Stria
vaskularis Na+/K+ ATPaz, adenil siklaz ve karbonik anhidraz gibi endolenfe aktif
iyon pompalamasini ve sivi transportu islemini gergeklestiren enzimlerden
zengindir. Endolenfatik potansiyel enerjisi, stria vaskularis ve spiral ligament
mitokondrileri tarafindan aretilir (10,11,15,16).

Akustik enerji kokleaya, oval penceredeki stapes tabaninin piston benzeri
hareketi ile erigsmekte ve direkt olarak skala vestibulinin perilenfi ile eslesmektedir.
Perilenfe ulagan ses enerijisi, ortalama 32 mm uzunlugundaki baziler membranda
uzunlamasina ilerleyen dalgalar seklinde, bazaldan apekse dogru hareketlenmeye
yol acgar. Baziler membranin genigligi bazal kivrimdan apikal kivrima dogru giderek
artar. Bu durum frekans segiciliginde ve ses siddetinin algilanmasinda onem tagir.
Yuksek frekansh sesler tarafindan olugan dalgalar kokleanin apikal bodlgesine
ulasmazken, dusuk frekansh ses dalgalari baziler membranin tim uzunlugu
boyunca ilerlemektedir (10,11,16).

Koklear duktusun tabaninin i¢ kismi kemik spiral lamina tarafindan
olusturulur. Kemik spiral lamina igce dogru paralel iki gikinti yapar. Ust ¢ikinti spiral
limbus olup buraya tektoriyal membran yapisir. Membrandz spiral laminanin
basladigi alt cikintidan ise koklear sinir lifleri gecerek korti organina uzanir.
Membrano6z spiral laminanin alt kisminda skala timpani Ustunde korti organi yer alir.
Bu yapi, spiral limbustan i¢ sulkus ve dis duvardan dis sulkus ile ayrilir. Korti
organinda isitsel duyu hucreleri ve destek hucreleri yer alir. Duyu hicreleri i¢ ve dis
tlyll hiicreler (iTH, DTH) olmak (izere iki grup halinde dizilirler. ITH genelde tek sira
halinde dizilmigken, DTH’ler 3-4 duzensiz sira halinde dizilirler. Bunun disinda
destekleyici hucreler (Deiters, Hensen, Claudius, Boettcher), tektoriyal membran ve
retikler lamina (kutikller plaka kompleksi) korti organinda yer alirlar (Sekil 1)
(10,11,16).
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Dis Tiiylii Hiicre Tektoriyal Membran

Hensen Hiicreleri

Baziler Membran Deiters Hiicreleri Sinir Fibrili

Sekil 1. Korti organini olusturan yapilar.

(http://www.d.umn.edu/~jfitzake/Lectures/UndergradPharmacy/SensoryPhysiology

/Audition/OrganOfCorti.html| web sitesinden alinarak uyarlanmistir. Erigim tarihi:
16.05.2018)

Korti organi Uzerinde yer alan tektoriyal membran, aselltler yapida olup %97
su, %3 protein ve karbonhidrat igerigine sahip jel seklinde matriksi olan fibriler bir
yapidadir. Dis tuylu hicrelerin en uzun stereosiliyalarinin ucu tektoriyal membranin
alt yuzine yapisir veya igcine gomulur. Tektoriyal membran akustik uyariyla birlikte
tuylu hucrelerin hareketini kontrol eder ve baziler membran hareketiyle es hareket
sergiler (10).

2.1.1.3.1.1 Tuylu Hucreler

Korti organinda yer alan tuylu hucreler, mekanik enerjinin elektriksel enerjiye
donusturalmesinde dnem tagir. Her tuylu hicrenin korti organi iginde bir govdesi ve
kutikuler tabaka olarak adlandirilan kalin Ust yuzu vardir. Bu yluzden stereosiliya
denilen tuy demetleri ¢ikar. Bunlar gercek siliya olmayip hiucre membrani ile
kaplanmig aktin molekiillerinden olusan biiyiik mikrovilliler olarak kabul edilebilir. i¢
tlyli ve DTH' leri korti tiineli ile birbirinden ayrilirlar. ig tiyli hiicrelerin gevsek yaplli
blayuk bir govdesi ve dar bir tepesi vardir. Uzun eksenleri korti tineline dogrudur
(Sekil-1). Sinir lifleri ve uglari, hiicrenin alt kisminin etrafini sarar. Ustteki kalin
kutikuler tabakadan ¢ikan stereosiliyalar, koklear duktusun eksenine paralel 2 veya

3 sira halinde dizilirler. En igteki sira en kisa iken, en uzun olanlar en disa
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yerlesmistir. insanlarda 3500 kadar ITH oldugu bilinmektedir. Hiicreler yaklasik 12
mikrometre ¢apinda olup destek hucreleri ile gcevrelenmistir. Kokleadaki tum afferent
sinir sonlanmalarinin yaklasik %95'i ITH’ lerdedir (Sekil 2)(10,11,16).

Stereosiliya n

Tip baglantilan \ !

Transvers baglantilar

Stereosiliya

Tip baglantilar

Rudimenter

'::%';‘@T}:: N kinosiliyum
Kutikular 7| Kulli,kl:(lar i |
) tabaka Y, - \‘# tabaka ‘ 4
Ic '[uylu V4 ; igingud) Dis Taylu
Hiicre /,/_s’:l ;' Golgi organi '_‘...._.._ 3 Hicre
- - |
V| | |
/:!/.’ é’ & i
y 4 o i W
‘\(’ it Mitokondriler

& '
/ s |~ Mitokondriler
R §

/ Coe) )
/ Gt Ve, +-  Nukleus
/ G
4 "é,&’ ‘ \\(\ Nukleus
i
§ y
‘ / Sinaptik
‘ A Sinaptik bar bar Efferent

lifler

Efferent lifler

Afferent

lifler Afferent

lifler
Sekil 2. i¢ ve Dis Tiyli Hiicrelerin sematik gosterimi. ITH’ler flask bir yapiya
sahiptir. Genis afferent ve dolayl efferent innervasyon alirlar. DTH’ler silindiriktir

ve dogrudan afferent ve efferent innervasyon alirlar (16).

ic tlyld hicrelerin  tepesindeki stereosiliyalar, mekano-elektriksel
transduksiyon (MET) adi verilen iyon iletim kanallarina sahiptir. Bu kanallar,
stereosiliyalar en uzun siliyuma dogru egildiginde acilir. Mekano-elektriksel
transduksiyon kanallarinin agilmasiyla olusan potansiyel fark nedeniyle i¢ tuylu
hdcre icine K+ akigl gergeklesir ve depolarizasyon olur. Depolarizasyon ile hicre
iginin negatif yuku azalir. Hicre govdelerinde voltaj degisimine duyarl olan kalsiyum
(Ca+2) kanallari agilir. Perilenften hiicre icine Ca+2 akimiyla birlikte, ITH’ lerde

hidcre tabanindan sinaptik bosluga glutamat nérotransmiter salinimi baslar ve
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afferent fibriller ateslenir. Kalsiyumun artisi, kalsiyuma duyarli potasyum kanallarini
uyarir. Potasyumun disari gikmasi hlcreyi repolarize eder. Artan hucre i¢i Ca+2,
iyon pompasi yardimi ile hicre digina atilir. Stereosilyalarda dinlenim durumunda,
transduksiyon kanallari kismen agiktir ve ¢ok az miktarda norotransmitter
salinimina yol agmaktadir (10,17,18).

insanlarda 10000-13000 civarinda bulundugu bilinen DTH’ ler, yaklasik 8
mikrometre ¢apinda, silindirik yapida olup, ¢ekirdekleri afferent ve efferent sinir
uclarinin yapistigi alt kutba yakindir. DTH stereosiliyalari bazal kivrimda ‘W’
seklinde iken orta kivrimda V' seklinde, apekste ise duz bir dizilimdedir.
Stereosiliyalarin sayisi da bazalden apekse dogru azalirken, boyutu uzar. Anatomik
pozisyon ve frekans arasindaki bu iligki, tonotopik yerlesim olarak adlandirilir.
Ayrica baziler membranin yanitini guglendirerek gugsuz seslerin siddetinin
artinimasinda mekanik bir yukseltici rolu oynar. Koklear amplifikator mekanizmasi,
tuylu hacrelerin elektrik sinyallerine yanit olarak kasilma ve uzama yeteneklerine
dayandiriimaktadir. Bir stereosiliya demetindeki her siliya kisa fibrillerle bitisigindeki
daha uzun siliyalara baghdir. Ayni baglantilar iTH’ ler i¢in de benzer sekildedir
(Sekil-2) (16,17,19).

2.1.1.3.2 Kokleanin innervasyonu

Koklea, beyin sapiyla hem afferent , hem de efferent liflerle baghdir. Duyusal
bilgileri tagiyan afferent hucreler spiral gangliondadir. Bunlarin terminal dendritleri
tuylt hicrelere baglanir. Efferent sinir hucreleri ise beyin sapindadir ve lifleri spiral
gangliondan direkt gecer. insanlarda her koklear sinirde yaklasik 30000 miyelinli
sinir lifi vardir ve bunlarin tamami afferent liflerdir. Efferent lifler superior vestibuler
sinir igerisinde bulunur. Afferent lifler modiolustan gegctikten sonra spiral kanala
uzanir. Spiral ganglion hucrelerinin %95’i buyuk Tip | hdcrelerdir. Diger turlerden
farkli olarak buyuk kismi miyelinize olmayan bu liflerin tUmu bipolar tipte hicrelere
aittir. Tip | hiicrelerin terminal dendritleri iTH’ lerin gévdesinin alt kisminda, her
hicreye yaklagik 10 dendrit gelecek sekilde sinaps yaparlar (10,16).

Spiral ganglion hucrelerinin kalan %95’ lik kismi ise kuguktur ve bazen
miyelinize bazen de miyelinsizdir. Hucreler unipolar ya da bipolar olabilir. Tip Il hiicre
olarak adlandirilan bu hucrelerin dendritleri ise DTH’ lerle sinaps yapar (10).
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2.1.1.4 Santral isitsel Yollarin Anatomisi

Spiral gangliondaki bipolar hucrelerin santral uzantilari, VIII. Kraniyal sinirin
miyelinli, koklear kismini olusturur. Sinir i¢indeki lifler tonotopik bir konfigirasyonda
organize olmuslardir. Duguk frekansli sesler sinirin merkezinde yer alirken, ylksek
frekansli sesler sinirin dis yuzeyindeki apikal lifleri sarar (17,20).

isitsel bilginin islenmesi icin, santral isitme yollarinda yedi ana merkez
mevcuttur (Sekil 3). Asagidan yukariya dogru bu merkezler, medulla oblongata
duzeyinde koklear niUkleus, ponsta superior olivar kompleks, mezensefalonda
lateral lemniskus, inferior kollikulus ve superior kollikulus, talamusta medial
genikulat cisim ve isitsel kortekstir (10,16-18).

Koklear nukleustan ¢ikan liflerin gogu kontralateral superior olivar komplekse
ulasmakta, daha az sayidaki diger lifler ise ipsilateral superior olivar komplekse
uzanmaktadir. Superior olivar kompleksin, her iki kulaktan girdilerin birlestigi ilk
merkez oldugu dusunulmektedir. Superior olivar kompleksin Ustundeki igitsel
nukleuslar, kulaklardan gelen girdilerle birlikte eksitator veya inhibitor olabilir. Medial
superior olivar kompleks, dis tuylu hucrelerde sonlanan gaprazlanmis efferent liflerin
kaynagidir. Ayni sekilde lateral superior olivar kompleks de, i¢ tuylu hicrelerde
sonlanan gaprazlanmamis efferent liflerin kaynagidir (16,17,20).
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Sekil 3. Kokleadan, temporal lob korteksine dek isitme yollar (20).

2.1.2 Sigan Kulak Anatomisi ve isitme Fizyolojisi

Sicanlarin kulak anatomisi ve fizyolojisinin, insaninki ile benzer yapida olmasi
sebebiyle siganlar deneysel arastirmalarda yogun olarak kullaniimaktadir. Sigan
kulagi da insan kulagi gibi dis, orta ve i¢ kulak olmak Gzere ¢ kisimdan olugur (21—
23).

Dis kulak yolu medialinde, insandaki mastoid hicrelerine benzeyen bulla yer
alir. Bulla DKY’ yi anteriora dogru iter. Sigan timpan membraninda pars flaksida yer
almaz. Ayrica timpan membranda malleus ile inkus arasinda bir agiklik yer alir
(23,24).

Orta kulakta malleidoinkudal kompleks ve stapes olmak Uzere iki kemikgik

yer alir. Boyut olarak insandakinin yaklagik dortte biri buyukluktedir ve tUmu
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epitimpanum bolgesinde yerlesimlidir (23—25). Siganlarda timpan membranin yuzey
alani ile stapes tabani arasindaki oran yaklagik 33’tlr. Yine si¢anlarda manibrium
mallei ile inkusun uzun kolu arasindaki oran 3,21 olarak saptanmistir (23,25).

Koklea siganlarda 9-11 mm uzunlugunda, 2,5-3 turlu donuge sahip yapidadir.
insanlardakine benzer sekilde skala vestibuli, skala timpani ve skala media bulunur.
Perilenf ve endolenf igerigi yine insanlardakine benzer saptanmigtir. Kokleanin tim
kesitlerinde tektoriyal membran, Deiters hucreleri, Reissner membrani izlenmekte
olup, Hansen hucreleri her zaman gozlenmemigtir (23,24). Sigcanlarda DTH sayisi
yaklagik 7000 kadar iken, iTH sayisi 2000, isitsel sinir fibrilleri ise yaklasik 3000°dir
(18).
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Sekil 4. Laboratuvar hayvanlarinin insanla karsilastirmali igitme frekans araliklari.
ince ¢izgi 60 dB Sound Pressure Level (SPL), kalin gizgi ise 10 dB SPL siddetinde

elde edilen esik degerlerini gostermektedir (26).
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Deney hayvanlarinin bircogunun tiz frekans igitmesi insanlardan daha
iyidir. Bu varyasyonun ana nedeni, kiguk memelilerin, kafa ylUzeyinin ses Uzerindeki
zayiflatici etkisi ile saglanan yuksek frekansli ses-lokalizasyon isaretlerini kullanmak
icin daha buyuk memelilerden daha yuksek frekanslari duymak zorunda olmalaridir.
Sonug olarak, kucuk kafaya sahip olan memeliler genellikle buyuk kafalari olan
memelilerden daha iyi yuksek frekansl isitmeye sahiptir (26).

Siganlarin, yapilan davranigsal arastirmalar sonucunda, 0,25-70 kHz
araligindaki sesleri duydugu bildirilmistir. Siganlarin isitmesi algak frekanslardan
yuksek frekanslara dogru gidildikge artar. Siganlarda 8 kHz ve 32 kHz arasindaki
frekanslarda igitmenin en iyi dizeyde oldugu saptanmistir (Sekil 4) (26). Sican
kokleasinda da insandaki ile tam olarak benzerlik gostermese de tonotopik
organizasyon bulunmaktadir. Yuksek frekanslar bazalde, algak frekanslar ise
apikalde yerlegsim gosterirler (26).

2.2 GURULTUYE BAGLI iSITME KAYBI

2.2.1 Giiriiltii ve Giiriiltiiye Bagh isitme Kaybi1 Epidemiyolojisi

Gurulth, ansiklopedik olarak dinlenmekte olan seslere karigan istenmeyen
herhangi bir ses, sesbilimde periyodik olmayan frekanslardan olusan ses
birimlerinin olusturdugu tayfi tanimlamaktadir. insan ve toplum (zerinde olumsuz
etki yapan ve istenmeyen seslere gurultt denmektedir. Belirgin bir yapisi olmayan,
icerdigi O0gelerle kisiyi bedensel veya psikolojik olarak etkileyebilen ses duzeni
olarak da tanimlanmaktadir (1).

Gurdlth, insanlarda iletisimin bozulmasina, stres artisina, konsantrasyon
bozukluklarina, ¢alisma gug¢ligune, uyku sorunlarina, kardiyovaskuler hastaliklara,
tinnitusa, igsitme kaybina neden olan ciddi bir mesleki tehlike olarak kabul
edilmektedir (2,18).

Asirt gurultiye maruz kalmak en sik Onlenebilir isitme kaybi sebebidir.
Klresel nufusun en az %5 ila %16'sinin gurultiden kaynaklanan isitme kaybi riski
altinda oldugu ve bunun 600 milyondan fazla insani etkiledigi 6ne surulmusgtur.
Amerika Birlesik Devletleri nifusunun %15 ila %25’inin bir sekilde guriltiye bagli

isitme sorunlar oldugu saptanmistir. Dinya Saghk Orglti, tim isitme kaybi
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vakalarinin tgte birinin gurulttue maruz kalma ile iliskili oldugunu bildirmektedir (2—
4,19).

Glriltiye bagl isitme kaybi (GBIK), on yillarca siiren calisma, isyeri
ortaminda alinan 6nlemler ve dizenlemelere ragmen, ¢alisan bireylerin ikinci en sik
hastane bagvuru nedeni olan mesleki hastaliktir (2). Madencilik sektorl, insaat
sektort ve fabrika cgaliganlari (agir sanayi ve odunculuk) ve silahli kuvvetler
calisanlarinin GBIK’ den en sik etkilenen meslek gruplari oldugu bildirilmektedir (2—
4,18,27). Gurultye bagl isitme kaybina neden olan risk faktorleri yas, erkek
cinsiyet, dusuk sosyoekonomik diuzey, bilinen kulak hastaligi olmasi, diyabet ve
hipertansiyon gibi ek komorbid hastalik varligi olarak 6zetlenebilir (27).

Cevre gurultisunun temporal paternleri tipik olarak surekli, fluktuan, aralikh
(intermittan) veya impulsif olarak tanimlanmaktadir. Gurultiye bagl isitme kaybinin
duzeyi yas, cinsiyet, gurultinun temporal paterni, siddeti, frekansi, suresi, kaynaga
olan uzaklik, basin kaynaga gore konumu ve ek komorbid hastalik tanisi
olmasindan etkilenir (2,27,28).

Gurultaye bagli isitme kaybi saf ses odyogramda, genellikle 4 kHz frekansta,
3 kHz ve 6 kHZz' lik komsu frekanslara da yayilan tipik ¢entik goruntusu olusturur.
Genellikle 8 kHz' de duzelme gorulur. 4 kHz civarinda frekanslarin guraltiden en
fazla etkilenmesi, buyuk olasilikla DKY rezonans frekansi ve orta kulagin mekanik
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Presbiakuzi de tipik olarak yuUksek frekans
etkilenmesine yol agacagi i¢in; bu ¢entik yaglanmayla birlikte kaybolabilir ve bu da
GBIK' nin presbiakuziden ayirt ediimesini zorlastirir. Kronik giriltiye maruz
kalmanin da 8 kHz' de isitme kaybina neden olabilecegi bildiriimigtir. Maruz kalma
suresi arttiginda, tanimlanan ¢entik daha derin ve daha genig hale gelebilir ve yine
2 kHz, 1 kHz ve 0,5 kHz gibi daha disiik frekanslari da etkileyebilir. GBIK’' nin,
yuksek frekanslarda 75 dB’ den, dusuk frekanslarda ise 40 dB’ den daha ust
duzeyde izlenmedigi bildirilmekle beraber, uzun sureli gurultiye maruz kalan bazi
bireylerde ¢ok ileri derece isitme kaybinin da gorulebileceginden bahsedilmistir
(3,19,28).

Gurultiye bagh isitme kaybinin goruldugu frekansin, uyaranin frekansinin
yaklasik 1,5 oktav Uzerinde oldugu bildirilmigtir. Cevresel gurultuler genellikle genis
bant gurultd formunda olup maksimum uyarimin gerceklestigi frekans, genellikle
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1,5-2 kHz' dir. GBIK’nin 4 kHz yakininda gentik yapmasinin bir nedeni de budur
(18,29,30).

Gurdltd travmasinin, maruz kalmanin yogunluguna ve suresine bagl olarak
ic kulaga verdigi hasar 2 grupta siniflanabilir. Bunlar Gegici Egik Degisikligi (GED)
ve Kalici Esik Degisikligi (KED) olarak adlandirilir (2—4,28,29).

2.2.1.1 Gegici Esik Degisikligi (GED)

Gegici egik degisikligi, genelde gurultinun siddeti, frekansi ve maruz kalma
suresine gore degismekle birlikte 3 — 6 kHz arasi frekanslardaki isitme esiklerinin
dusmesi ile karakterize bir durumdur. Bu gegici durum 24 ila 48 saat igerisinde
dizelmektedir. isitmede azalmaya tinnitus, seslerin boguk isitilmesi, diplakuzi de
siklikla eglik eder (28,31). Patogenezinde, stereosilyalarin gegici sisligi, distorsiyonu
veya fuzyonu ve DTH’ lere ait stereosilyalarin tektoriyal membrandan ayriimasi
gosterilmistir (3,4). Gegici esik degisikligi sonrasi isitme eski dizeyine donse bile,
bu durumun yasla iligkili isitme kaybina yatkinlik olusturdugu bildirilmistir (3).

2.2.1.2 Kalici Esik Degisikligi (KED)

Kalici esik degisikligi, GED’ in dizelmemesi sonrasi ortaya ¢ikan ve kokleada
kalici hasarlarin gozlendigi genellikle irreversibl bir durumdur. Yogun gurultuye
maruz kalma (130 dB ve Uzeri, impulsif gurult) sonrasi kulak zari ve i¢ kulaga
dogrudan mekanik hasar (korti organin bazal membrandan ayrilmasi, perilenf
endolenf karigmasi vb.) olasihiginin yani sira, KED' nin karakteristik 6zelligi DTH ve
daha az olarak ITH 6limii ve ITH sinaptik baglantilarinin kaybidir. iTH' lerin afferent
terminallerinde sisme ve dejenerasyon olur, bunu afferent liflerin ve spiral ganglion
noronlarinin dejenerasyonu takip eder. Sinir liflerinin dejenerasyonlari, aylar veya
yillar boyunca ilerleme egilimi gosterirken, hucre hasarinin boyutu, guraltuye bagl
travmanin sona ermesinden sonra gunler veya haftalar boyunca artabilir.
Memelilerdeki tiylu hucreler yenilenmediginden, kayip geri dondurtlemez boyuta
ulasir (3,4,6,28,32).

Klasik olarak, akustik asiri uyarimin neden oldugu KED, iki gruba ayrilmigtir.
Akustik travma olarak adlandirilan tar, gok yogun bir sese (6rn., Patlayici bir gurulta)
tek ve kisa sureli maruz kalmadan kaynaklanir ve ani, genellikle agrili bir isitme
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kaybiyla sonuclanir. Diger tip isitme kaybina genellikle gurultiye bagl isitme kaybi
(GBIK) denir ve daha az yogun ses seviyelerine kronik maruz kalmaya bagl olugur
(28).

Gurultaye bagl isitme kaybina spesifik tanimlanmis semptom ve bulgular; 1)
Esas olarak DTH’ lerin etkilendigi, kalici bir sensorinéral isitme kaybi; 2) Odyolojik
bulgularda tanimlanan isitme kaybinin derecesine ve paternine neden olacak
dlzeyde kronik guralta oykusu (8 saat / gun, > 85 dB ) 3) 5 ila 10 yilhk guraltalt
ortamda kalma suresince kademeli olarak artan isitme kaybi; 4) Baslangicta 3 ila 8
kHz arasindaki yuksek frekanslari icerip, 2 kHz ve daha algak frekanslar
etkilemeyen igitme kaybi; 5) Odyolojik testlerle uyumlu konusmayi ayirt etme
skorlari ve 6) Gdurultye travmasinin sona ermesinden sonraki donemde de

stabillesen igitme kaybi olarak tanimlanmigtir (27,28).

2.2.1.3 Esdeger Enerji Kavrami

Esdeger enerji duzeyi kavramina gore, maruz kalinan sesin giddeti ile
suresinin carpimi sabittir. Bireylerin belirli bir periyotta (gunluk/haftalik) maruz
kaldig! ses enerji miktari esdeger enerji duzeyi (dBA) olarak ifade edilir. Bu kavram,
isitme hasarina neden olabilecek gurulti duzeyinin tahmininde kullanilir. Genelde
75- 78 dBA’ nin Uzerindeki gurultd, isitme hasarina yol agan seviye olarak kabul
edilir. Ulusal is saghg! ve guvenligi enstitusu (National Institute for Occupational
Safety and Health: NIOSH) ve is Giivenligi ve Sagligi Yénetimi (Occupational Safety
and Health Administration: OSHA)nin gurultu duzeyi ile maruz kalinmasi onerilen
sureye iliskin onerisi Tablo 1'de verilmektedir. NIOSH ses enerji duzeyi 3 dBA
arttiginda surenin yariya inmesi gerektigini onerirken, OSHA ses duzeyi 5 dBA

arttiginda maruz kalinmasi gereken surenin yariya inmesini onermektedir (3,18).
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Tablo 1. NIOSH ve OSHA’ya gore gurultu duzeyi ile maruz kalinmasi onerilen

sure iligkisi
Sure (Saat)
Giirulti Duzeyi (dBA) NIOSH OSHA
85 8 16
86 6,4 13,9
87 50 12,1
88 4 10,6
89 3,17 9,2
90 2,5 8
91 2 6,9
92 1,6 6,01
93 1,0 53
94 0,9 4,6
95 0,8 4

2.2.2 Giiriiltiiye Bagh isitme Kaybinda Objektif Odyolojik Degerlendirme

2.2.2.1 Otoakustik Emisyonlar (OAE)

Amerikali bilim adami Gold ilk olarak 1948 yilinda kokleada aktif bir
mekanizmanin var oldugu gorusunu ortaya atmistir. Bu teoriden 30 yil sonra 1978’
de ingiliz bilim adami Kemp, otoakustik emisyonlarin (OAE) varligini ispatlamigtir.
Yapilan arastirmalarda kokleanin sesli uyarana yanit olarak sadece bazalden
apikale dogru degil ayni zamanda geriye dogru enerji urettigi ortaya konulmustur
(33).

Saglikli kulaklarda uyaran olsun ya da olmasin kokleadaki DTH’ lerden
kaynaklanan OAE’ ler, i¢ kulak sivilari, kemikgik zincir ve timpan membran yoluyla
DKY’ na yayilir. Bu akustik enerjinin, DKY’ na yerlegtirilen gok hassas ve minyatur
mikrofonlarla kaydedilmesi ile OAE olculur (34).
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2.2.2.1.1 Otoakustik Emisyon Tiirleri ve Ozellikleri

Otoakustik emisyonlar uyaran kullanilip kullaniimamasina goére iki grup

olarak siniflanabilir; spontan otoakustik emisyonlar ve uyariimig (evoked) otoakustik

emisyonlar.

2.2.2.1.1.1 Spontan Otoakustik Emisyonlar

Saglikli geng kulaklarda higbir akustik uyaran olmaksizin 10 ile 30 dB SPL

duzeyinde yayilan saf seslere denir. 0,5-9 kHz araliginda gozlenebilir. Sensoérindral

isitme kaybinin 30 dB’ i astigi durumlarda g6zlenmedigi bilinmektedir (33).

2.2.2.1.1.2 Uyarilmig Otoakustik Emisyonlar

Uyariimis OAFE’lar, ortaya ¢ikarilmalari i¢in kullanilan uyaranlarin ¢egidine

gore siniflandirilirlar.

1.

Gecici Uyarilmis Otoakustik Emisyonlar (Transient evoked otoacustic

emissions, TEOAE): Kisa sureli akustik uyarandan sonra kaydedilirler.

Uyaran Frekansina Bagli Otoakustik Emisyonlar (Stimulus frequency

otoacustic _emissions, SFOAE): Surekli olarak ve dusuk siddette

verilen uyariciya cevaben ayni frekansta yayilan emisyonlardir.
Distorsiyon _Urtinii _Otoakustik _Emisyonlar _(Distortion _product

otoacustic emissions, DPOAE): Ayni anda verilen f1 ve 2 (f1<f2)

olarak isimlendirilen iki farkli frekanstaki saf sesin, kokleada meydana
getirdigi intermodulasyon distorsiyonunun olgumuadur. Bu iligkinin
fonksiyonu f2-f1, 2f1-f2 gibi farkh bigcimlerde olabilir. DPOAE’ lerin elde
edilmesinde temel frekanslarin arasindaki oranin onemi buyuktur.
Sinyal gurultd orani 3 dB ve uzerinde ise DPOAE yanitlari genellikle
var kabul edilir. DPOAE’ ler 40-50 dB HL’ yi agan sensorinéral igitme
kayiplarinda elde edilemez. Saglikh insanlarda %90 Uzeri oranlarda
DPOAE saptanmaktadir (33).

2.2.2.2 igitsel Uyarilmis Beyinsapi Potansiyelleri (lUBP)

isitsel

uyarilimis beyinsap! potansiyelleri (IUBP), uyaranin kokleaya

ulagmasinin ardindan ilk 15 milisaniyede (ms) ortaya cikan erken latansli

22



potansiyellerdir. Gergek anlamda bir isitme testi olmaktan c¢ok isitsel sistemdeki
afferent noéronlarin eszamanli ortaya ¢ikan aksiyon potansiyellerinin bir
yansimasidir (35).

isitsel uyariimis beyinsapi potansiyelleri ilk olarak Sohmer ve Feinmesser
tarafindan 1967°’de kaydedilmis, 1971 yilinda ise Jewett ve Williston tarafindan
gunumuzdeki haliyle tanimlanmigtir (36).

isitsel uyariimis beyinsapi potansiyellerinde toplam yedi adet dalga
tanimlanmigtir. Bunlar latanslarina gore I'den VII'ye kadar romen rakamlariyla
kiiglikten bilylige siralanarak isimlendirilmistir. [UBP dalgalarinin kaynaklandigi
dusunulen anatomik yapilar tek bir sinirsel yapi ile sinirlandirilamasa da kabul edilen

genel gorus asagidaki gibidir;

l. dalga: Koklear sinirin distal bolumu

¢ |l. dalga: Koklear sinirin proksimal bolumu

o |ll. dalga: Ventral koklear nukleus (bulbus)

e |V. dalga: Superior olivar kompleks (alt pons)

e V. dalga: Pozitif kismi lateral lemniskus (mezensefalon) , negatif kismi
inferior kollikulus (35,36)

isitme sisteminde patoloji bulunmayan bireylerde standart olarak I, 11l ve V.
dalgalar saptanirken, standart verteks — ipsilateral mastoid derivasyonlarinda ll, IV,
VI ve VII. dalgalarin gézlenmesi seyrektir. Bundan dolayi normatif calismalarda ve
ayirici tani amach testlerde sadece I, Ill ve V. dalgalan ilgilendiren olgimler
kullaniimaktadir. Esik saptama amagl uygulamalarda ise sadece V. dalganin varligi
arastirilir (35,36).

Klinik uygulamalarda isitme egiklerini tahmin etmeye yardimci olan bir aragtir.
IUBP, retrokoklear vyollarin isitsel beyinsapi boyunca  bUtlnliginin
degerlendiriimesine yardimci olmak icin de kullanilabilir ve bdylece kafa tabani

cerrahisi sirasinda isitsel iglevi izlemek igin de kullanilir (36).
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Medial Genikilat Cisim (VI.
ve Vil.dalga)

inferior Kollikulus (V.dalga,
negatif)

Lateral Lemniskus (V.dalga, pozitif)

Superior Olivar Kompleks
(Iv.dalga)

Ventral Koklear Niikleus (lll.dalga)

nm wvv

I Il Vil

Koklear Sinir Proksimal ve
Distali (I ve ll.dalgalar)

VI

VOLTAGE (uV)

ZAMAN

Sekil 5. isitsel Uyarilmis Beyinsapi Potansiyelleri Dalgalar ve Kaynaklandiklari
Dusunulen Sinirsel Yapilar (http://www.hearingfoundation.in/HearingTest.htm web

sitesinden alinarak uyarlanmistir. Erigim tarihi:16.05.2018)

IUBP testinde isitsel uyarilar klik ve ton burst uyaran olarak iki sekilde
verilebilir. Klik uyaran 100 mikrosaniyelik uyarandir ve 500 Hz - 4000 Hz
bolgesindeki isitmeden etkilenir. Ancak en ¢ok 2000-4000 Hz saf ses esikleri ile
uyumludur. Genis bant uyarim yaparak tum kokleadaki frekans yanitini saglarken,

ton burst uyaran klik uyarana kiyasla frekansa spesifik bilgi saglar (30,36).

2.2.3 Siganlarda isitmenin Degerlendirilmesi

Albino Wistar siganlar, rodentia takiminin Muridae familyasinda siniflanan
beyaz renkli sigan turadur. Bu siganlar birgok deneysel ¢alismada kullaniimasinin
yani sira ayni zamanda pet hayvani olarak da kullaniimaktadir. Deneysel

calismalarda tercih edilmesinin nedeni ¢abuk ureyebilmesi, beslenme ve bakim
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maliyetlerinin duguk olmasi, deneysel ¢alismalara kolay uyum gostermesi olarak
siralanabilir (37).

Sensorindral isitme kaybi ile ilgili cogu biyolojik ¢calisma, kedi, ¢ingilla, gerbil,
kobay, fare ve sigan Uzerinde gerceklestiriimigtir. Kediler dayanikli hayvanlar
oldugundan, wuzun sdreli elektrofizyolojik kayit igcin daha uygun olarak
degerlendirilmigtir. Molekuler biyoloji ve genomikteki hizli gelismelerle birlikte,
arastirmalar, sicanlarin ve farelerin, 6zellikle de genetik gesitliligin etkilerinin buyuk
Olcide azaldigi dogustan gelen suslarinin kullanimina dogru kaymistir. Ayrica
sicanlarin i¢ kulak anatomisi ve isitme fizyolojisinin, insandakiyle olan benzerligi
nedeniyle siganlar GBIK' e vyonelik deneysel arastirmalarda rahatlikla
kullanilabilmektedir (4,29).

Siganlarda isitme degerlendiriimesinde davranigsal ve elektrofizyolojik
yontemler uygulanabilir. Davraniglar yontemler isitme duzeyi ve frekansi hakkinda
oldukga genis bilgiler verse de hayvanlarin sartlandiriimasi gerekliligi de goéz 6nine
alinarak zaman kisitlihgi ve objektif bir ydontem olmamasi nedeniyle elektrofizyolojik
yontemlerin kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Bu nedenlerle, IUBP ve DPOAE testleri
fare, sigan ve diger deney hayvanlarinda en yaygin kullanilan yontemlerdir
(29,31,38).

Distorsiyon urunu OAE testi tuylu hucrelerin, o6zellikle de DTH’ lerin
fonksiyonu hakkinda bilgi verirken, i¢ kulagin tum fonksiyonuna iliskin ayrintil bilgi
verememektedir (33,36).

isitsel uyarilmis  beyinsapi  potansiyellerinde, klik uyaran isitsel
degerlendirmelerde kullanilmasina ragmen yapisi geregi frekansa spesifik bilgi
verememektedir. Bu nedenle frekansa spesifik bilgi veren tone burst iUBP’nin
kullanilmasi daha uygundur. Tone burst uyaran ile gergeklestirilecek igsitsel
degerlendirme, farkli frekans alanlari hakkinda daha ayrintili degerlendirme saglar.
Ayrica siganlarin igitebildigi frekans araliginin 70-80 kHz diuzeylerine dek gikmasi
nedeniyle mutlaka tiz frekans degerlendiriimeleri de yapilmahdir (26,29).

Disi sicanlarda, erkeklere gore dalga latansinda kisalma ve amplitidinde
artma izlenir. Bazi ilaglarin dalga latansinda veya amplitidinde kuguk degisiklikler
yapabilecegi bilinmektedir. Ketamin siganlarda siklikla kullanilan hizli ve kisa etkili
bir anesteziktir. Ketaminin bilindigi kadariyla latans ve amplitidde herhangi bir etkisi
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bulunmamaktadir. IUBP dalgalari viicut sicakhigindan etkilenir. Viicut sicakhigi 10°C
altina indiginde latansta uzama, amplitidde dusme, 42°C Uzerine ¢iktiginda ise
latansta kisalma gorulmektedir (39).

2.2.4 i¢ Kulakta Giiriiltiiye Bagli Hasarin Mekanizmalari

Yuksek siddette akustik enerji maruz kalma sonrasi tuylu hucrelerin,
noronlarin ve koklea lateral duvarinin mekanik etkiye bagli hasarlandigi ve
kaybedildigi 20 yildan uzun suredir bilinen bir durumdur. Ancak bu konuda yapilan
ileri arastirmalar sonucu GBIK’nin sadece mekanik etkiye degil ayni zamanda hiicre

ici bazi metabolik olaylara bagli oldugu gosterilmigtir (40).

2.2.4.1 Guriltuye Bagh Mekanik Hasar Olugsumu

Yuksek siddetteki gurultiye uzun sure maruz kalma veya ani, patlama
tarzindaki gurultuye kisa sureli maruz kalmayla beraber orta kulak ve i¢ kulak
yapilarinda mekanik hasar meydana gelebilir. Bunlar timpan membran
perforasyonu, kemikgik zincirde ayrilma, stereosiliyalarin tektoriyal membranla olan
baglantilarinin hasarlanmasi, taylt hicrelerin yapilarinin hasar gormesi (Sekil 6),
siliyalarin birbiri ile olan baglantilarinin kopmasi, destek hucrelerin ve bazal
membranin hasarlanmasi sonucu perilenf-endolenf karismasi ve skar olusumu
olarak Ozetlenebilir (3,4,6,28,40).

Sekil 6. Gurultuye bagh DTHlerde meydana gelen mekanik hasar.

(https://thehearinginstitute.org/hidden-hearing-loss-effect web sitesinden alinarak

uyarlanmistir. Erigim tarihi: 17.05.2018)
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2.2.4.2 Guriltuye Baglh Metabolik Hasar Olugumu

Gurultaye bagli isitme kaybi1 olusumunun buyuk bir bolimunden, hicrelerin
kendi icinde meydana gelen biyokimyasal sureclerin aracilik ettigi tiylu hicre hasari
sorumludur. Yaklasik 20 yil dncesine kadar daha az bilinen bu suregler, hiicre 6lumu
ve sag kalim mekanizmalari Uzerinde yogun arastirmalar yapan ve hucre 6lumunun
duzenlenmesinin kur arayislarinda onem tasidigi deneysel onkolojik aragtirmalarla
aydinlatilmaya baglanmistir (40).

2.2.4.2.1 i¢ Kulakta Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla giftelenmemis
elektron bulunduran yuksek enerjili, stabil olmayan bilegiklerdir. Serbest radikaller
bircok fizyolojik ve patolojik mekanizma ile ortaya gikabilirler. Hlcrelerde mekanik
ya da metabolik bir asir uyarilma sonucu reaktif oksijen turleri ve hucrelerde
halihazirda var olan antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif hasara neden olur (6,28,40).

Tayld hicre hasarinda serbest oksijen radikallerinin dnemli bir rolG oldugu
yaygin olarak kabul edilmektedir. Serbest oksijen radikallerinin yani sira, bir reaktif
azot Urunu olan peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksit (NO) ve superoksit radikalleri,
GBIK sonrasi erken dénemde hiicrede saptanan tehlikeli serbest radikallerdir. Bu
serbest radikaller, DNA, proteinler, sitozolik molekuller, hiicre yuzeyi reseptorleri ve
membran lipitleri dahil olmak Uzere hucreler i¢cinde ¢ok sayida bilesen ile kimyasal
olarak reaksiyona girerek hasara neden olurlar, bodylece birgok hucre igi
mekanizmay etkilerler. Gurultiye bagl isitme kaybinin yani sira, ototoksik ilaglarla
tedavinin de kokleada serbest radikal turlerinin olusumunu artirdigr gozlenmigtir
(28,40,41).

Serbest oksijen radikalleri, guraltu travmasinin hemen sonrasinda koklear
dokuda tespit edilmistir. Herhangi bir morfolojik hasar belirtisi ortaya ¢cikmadan 6nce
dahi tlylu hdcrelerde serbest radikaller gozlenir, bu da hasarin baslatiimasinda
rolleri oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, serbest radikallerin, sese maruz

kalmadan sonraki 7-10 gunluk surecte kokleada bazaldan apekse dogru yayildigi
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saptanmigtir. Bu durum, oksidatif stresin ilerleyici koklear hasari indukledigini
gostermektedir (40,42).

Serbest radikaller dogrudan ortaya ¢ikan biyokimyasal hasarin 6tesinde,
dolayli etkilere de sahiptir. Arastirmacilar, serbest radikallerin kokleada lipit
peroksidasyonunu tetikleyerek yuksek derecede toksik Urunlerin ortaya gikmasina
neden oldugunu saptamigtir. Lipit peroksidasyon urunlerinin kendisi apoptoza yol
acabilirken, izoprostanlar gibi vazoaktif lipid peroksidasyon drunleri de asir
guraltayle iligkili olabilecek dusuk koklear kan akimina yol agabilir. Gurultu kaynakh
iskemi ve takip eden reperfuzyon, pozitif bir geri besleme dongusunde radikal
olusumunu daha da artirabilir (6,40,42).

Serbest radikaller, interlokin-6 (IL-6) ve tumor nekroz faktoru-alfa (TNF-a) gibi
proinflamatuar sitokinlerin artisi yoluyla da inflamasyonda artisa yol acarlar. Bu
proinflamatuar mediyatorler de koklear hasari artirirlar (6,43).

2.2.4.2.2 Kokleada Kalsiyum Homeostazi ve Serbest Radikal Uretimi

Hucrelerde mitokondri, metabolizmasinin yan urtnleri olarak Uretilen serbest
radikallerin en onemli kaynagidir. Mitokondriyal kaynakh serbest radikaller, potent
bir antioksidan enzim olan NADPH gibi indirgeyici mekanizmalar tarafindan siki
sekilde kontrol edilir. Serbest radikallerin sitoplazmaya ge¢mesini mitokondriyal
membran sinirlar. Mitokondriyal membran buatunlginin ve / veya potansiyelinin
kaybi, radikallerin sitoplazmaya salinmasina ve ayrica serbest radikal Uretiminin
artmasina da yol acabilir. Kalsiyum homeostazi bu surecin dizenlenmesinde onemli
bir rol oynamaktadir (40).

Esterberg ve ark. aminoglikozid antibiyotiklerin, endoplazmik retikulum (ER)
ve mitokondri arasinda kalsiyum homeostazini bozarak tuylud hucrelerdeki
sitoplazmik serbest radikalleri indukleyebilecegini bulmuslardir. Aminoglikozidlerin,
kalsiyum akigini endoplazmik retikulumdan mitokondriye dogru artirabildigini
gostermiglerdir. Mitokondirde artan kalsiyum miktarinin ise, mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybina ve artan membran gegirgenligine yol actigini saptamiglardir
(44).

Serbest kalsiyum, yuksek duzeyde gurultiye maruz kalmanin hemen
sonrasinda hicre iginde artmig olarak bulunmustur. Bu kalsiyum artisi,
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ekstraselliler kompartmandan bazi iyon kanallari yoluyla olmaktadir. Hucre igine
gecen kalsiyum da intraselliler kalsiyum depolarini bosaltici etki goOstererek
kalsiyum duzeyinde belirgin artma meydana getirir. Hucre igi artan kalsiyum da hem
serbest radikal Uretimini tetikler hem de radikallerden bagimsiz olarak apoptotik ve

nekrotik hucre 6lum yolaklarini aktive eder (6,40).

2.2.4.2.3 Glutamat Eksitotoksisitesi

Glutamat, afferent liflerin eksitator norotransmitteri olarak gorev yapar. Asiri
guraltd, i¢ tuyld hucrelerin sinaptik araliklarinda norotransmitter olarak gorev yapan
glutamatin, asiri salinimina yol agar. Glutamatin asiri salinimi eksitotoksisite olarak
adlandirihr. Buna bagli olarak hucrede hizli bir sekilde serbest radikal olusumu
tetiklenir ve kokleada serbest radikal artisi gergeklesir. Bu sekilde de apoptoz ile
tuylU hicre veya noronal hucre 6lumu gergeklesir. Glutamatin disuk olmasi normal
eksitasyonun aksamasina, asiri yukselmesi ise kalsiyum homeostazisinin
bozulmasina neden olur. Glutamat hucre igine kalsiyum gegisine neden olarak
hlcreye hasar verir (6,18,29,40,45).

Glutamat eksitotoksisitesi; lipid peroksidasyonu, Na-K ATPaz aktivitesinin
engellenmesi, mitokondrial solunum enzimlerinin blokaji, gliseraldehit-3 fosfat
dehidrogenaz engellenmesi yoluyla hicre 6lumune yol agan, serbest radikallerin
ortaya ¢ikmasi ile sonuglanan bir dizi olaylar zincirini baglatir (6).

2.2.4.2.4 Programli Hiicre Oliimii ve Nekroz

Yogun gurultiye maruz kalma sonrasinda kokleadaki tlylu hucreler ve diger
hlcrelerde apoptoz ve nekrozun birlikte etkili oldugu gorulmustiur. Apoptoza daha
¢ok yogun gurultiye maruz kalan bolgelerde rastlanmakla beraber, nekroz
kokleadaki diger bolgelerde de yogun olarak gorulmektedir (46).

Apoptoz, organizmanin homeostazini surdurebilmesi igin gerekli olan
programli htcre olumudur. Apoptoz surecinde, komsu hicrelerle baglanti kopmasi
ve buzusme, kromatin yogunlagmasi ve hucrenin piknotik bir gorinim almasi
sonrasi hucre DNA’si nukleozomlarindan ayrilir. Ancak organellerin yapisal
batanltgu korunur. Hicre membrani yapisindaki fosfotidil serin, hiicre membrani i¢

yuzunden dis yuzine transloke olur. Hucrenin nukleusu kugulup pargalara ayrilir.
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Sonugta olugan apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagositoz
gerceklesir. Bu sure¢ sonucunda inflamasyon gézlenmez (46).

Apoptoz, ekstrensek ve intrensek yollarla uyarilan kaspazlarin bazi ardigik
reaksiyonlari tetiklemesi ile olur. Ekstrensek yol TNF-alfa (Tumor Nekroz Faktori)
gibi ekstraselluler bir habercinin transmembran 6lim reseptorlerini uyarmasiyla
baglar. Uyariyla beraber kaspaz-8 parcalanip kaspaz 3 ve 7’nin rol aldigi bir 6lum
yolagi aktive olur. intrensek yol ise mitokondriyal membran gegirgenliginin artmasi
ile baslar. Gegirgenlik artigi ile serbest radikaller ve sitokrom c hucre igine salinir.
Sitokrom ¢ APAF-1'e baglanarak apoptozomu olugturur. Olusan apoptozom ise
kaspaz-9 u aktive ederek olum yolagini baglatir. Bunun disinda kaspaz bagimsiz
diger yollarla da apoptoz aktive olabilir (3,40,47). Bcl-2 proteinleri apoptozun
duzenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bax ve Bak gibi proapoptotik aile Gyeleri,
apoptozu aktive ederken, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik Uyeler apoptozu inhibe
eder (40).

Nekroz; hucre gekirdeginin hasarlanmasi ve 6demlenmesi ile iliskili pasif bir
hidcre 6lum mekanizmasidir. Gurultd, 1s1, toksik maddeler gibi digaridan gelen
fiziksel ve kimyasal uyaranlar, hicrede iyon dengesinin bozulmasina yol agar. Bu
durumda hucreler sivi alir ve organeller siser. Plazma membran batunluga erken
asamada bozulur, buna bagli ozmotik dengenin de bozulmasiyla hucreler siserek
O0lume gider. Butunligu bozulan hucre igeriginin ekstraselliler bosluklara
gecmesiyle enflamasyon meydana gelir. Bu olay sonrasinda makrofajlar, nekrotik
dokuya gog¢ eder ve enflamasyon baslar. Apoptoz ile nekroz arasindaki en onemli
fark budur (30).

Gurultiye maruz kalma sonrasinda 6lum yollarindan hangisinin etkili olacagi
konusunda iki faktorin rol oynadigi dusunulmektedir. Bunlardan ilki uyaran
siddetidir. Gurultu 105 dB siddetinde ise genellikle nekroz tetiklenirken, 120 dB ve
lizerinde apoptozun etkili oldugu varsayilir. ikinci bir faktér ise morfolojik analizlerle
gurultye maruz kalma arasindaki zaman araliklaridir. Hasarin 1. Saatinden itibaren

baglayan apoptoz, dort ginden sonra azalir ve 30 gune kadar devam eder (48).
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2.2.5 Giiriiltiiye Bagl isitme Kaybinda Antioksidanlar ve Oleuropein

2.2.5.1 Antioksidanlar

Gurultuye bagh isitme kaybindan korunmada konvansiyonel koruyucu
yontemlerin  (gurultunin kaynaginda azaltilmasi, maruz kalma sdresinin
kisaltiimasi, kigisel koruyucu kulakhk vb. ekipmanlar kullanilmasi) yani sira
farmakolojik ajanlarin kullanimi konusunda yapilan arastirmalar halen devam
etmektedir (3,4,28).

Glutatyon, D-metiyonin, ebselen, asetil L-karnitin, resveratrol, askorbik asit
ve suda ¢ozunebilir koenzim Q gibi antioksidanlar, gurultiye maruz kalmadan 6nce
uygulandiginda hayvan modellerinde GBIK' ni azaltici etkiler gdstermistir. A1
adenozin reseptoru agonistleri, ferulik asit, D-metionin veya serbest radikal
cOpculeri olarak salisilat ve troloksun kombine olarak verildigi ve gurulta travmasinin
ardindan ¢ giine kadar olan tedavilerin de GBIK’ nda faydal etkileri oldugu
izlenmigtir. Antioksidanlar arasinda, N-asetilsistein (NAC), ¢esitli kosullar, hayvan
modelleri ve dozajlar altinda guriltu travmasini azaltmak icin muhtemelen en
kapsamli olarak degerlendirilen ajanlardandir. Bununla birlikte, NAC sadece
glriltiden énce verildiginde degil, ayni zamanda maruz kaldiktan sonra da GBIK’
na kargi koruyucu etkiler sergilemigtir. Sasirtici bir sekilde, bazi ¢alismalar da NAC’
In koruyucu etkisini gostermede basarisiz olmustur (4,6,21,49).

Bunlarin diginda norotrofik faktorler, kalsiyum kanal blokerleri, vazodilatator
ajanlar, glutamat antagonistleri ve steroid hormonlar da GBiK’ndan korunmada

kullaniimasi yonunde deneysel arastirmalar yapilan molekullerdir (4).

2.2.5.1.1 Oleuropein

ilk kez 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan kesfedilen
Oleuropein (OLE) adh bilesigin yapisi ancak 1960 yilinda tanimlanabilmistir.
Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk donemlerinde meyvede daha fazla bulunan,
olgunlagmanin ilerlemesi ile zamanla metabolize olarak miktari azalan ve meyveye
acihik veren bir maddedir. Zeytin agacinin tamaminda bulundugu bilinen bu bilesigin
dogada bilinen en 6nemli kaynagi zeytinciligin yan uranud olan zeytin yapragidir (60-
90 mg/g (kuru agirhk)) (7,8).
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Oleuropein, u¢ yapisal alt birimden olusmakta olup bunlar hidroksitriosol
diger bir deyigle 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2 diol olarak adlandirilan bir polifenol ile
sekoiridoit elenolik asit ve glikoz molekuludur (Sekil 7)(9,50,51).

HO
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Sekil 7. Oleuropein ve oleuropein hidroliz Grunlerinin  kimyasal yapisi.
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Oleuropein web sitesinden alinarak
uyarlanmistir. Erigim tarihi: 22.05.2018)

Zeytinin hasattan hemen sonra tuketilememesinden sorumlu olan bu
molekull, suda ¢Ozunebilme Ozelligine sahiptir. Klasik salamura yontemi, alkali
uygulamasi, enzimatik yontem ya da  hidrolize edilerek zeytinden
uzaklastirilabilmektedir. Enzimatik hidroliz yonteminde oleuropein B-glikozidaz
enzim aktivitesiyle glikoz ve oleuropein aglikona pargalanmakta, daha sonra esteraz
enzimiyle hidroksitriosol ve elenolik asit olugsmaktadir (Sekil 7)(7,51).

Oleuropein, enteral yolla alimdan otuz dakika ila iki saat sonra plazmada
maksimum konsantrasyonda saptanmigtir. Alti saat sonra ise plazmada bazal
degerlere donuldugu izlenmistir. Mide ve jejenumdan emildigi dusunulmektedir.
Doza, alim sekline (kati, sivida ¢6zinmus halde vb.) ve cinsiyete (erkek cinsiyette
daha hizli konjugasyona ugradigi bildirilmigtir) bagli olarak emiliminin ve atiliminin
degistigi gorulmuastir. En 6nemli metaboliti hidroksitriosoldur ve idrar ile konjuge
(glukronit ve sulfat ile) metaboliti olarak atiimaktadir. Sekiz saat icerisinde idrar ile

tum metabolitlerin atihminin tamamlandigi bulunmustur (52-54).
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Oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyel, antienflamatuar, antiaterojenik,
antikarsinojenik, antiviral aktiviteler dahil olmak Uzere gok sayida farmakolojik
Ozellige sahip oldugu birgok arastirici tarafindan ortaya konmustur. Oleuropeinin
ana biyoaktif metaboliti hidroksitriosolun, dogal olarak elde edilen guglu bir
antioksidan oldugu, diger yapisal alt birimi elenolik asitin ise guglu antiviral etki
gosterdigi bildiriimektedir (7,9,50,55-58).

Oleuropeinin antioksidan potansiyeli temel olarak hidroksil grubunun serbest
hidrojeni ve fenoksil radikalleri arasinda bir molekul i¢i hidrojen bagi olusumu
yoluyla radikal stabiliteyi artirma yetenegiyle aciklanabilir (59). Oleuropeinin gugli
antioksidan aktivitesi esas olarak kimyasal yapisinda hidroksil gruplarinin (6zellikle
1,2-dihidroksibenzen pargasi) bulunmasindan kaynaklanir. Bu hidroksil gruplari
oksidasyonu onlemek icin hidrojen vererek etki eder (57). Oleuropein ve ana
metaboliti olan hidroksitriosol; hidroksil radikalleri (OH), peroksinitrit (ONOOH-) ve
superoksit  radikallerinin  gug¢lu  temizleyicileridir.  Hidroksitriosolin  ana
metabolitlerinden olan homovalinik alkol ve tirozol de daha az potent sekilde benzer
etkiler sergilemektedir (9,58). Oleuropeinin, in vitro olarak, (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikali testi ile) oksidatif strese karsi koyabildigi, askorbik asit (C vitamini) ve alfa-
tokoferole (E vitamini) benzer bir antioksidan potansiyeli oldugu gosterilmistir (55).

Oleuropeinin lipit oksidasyonu Uzerindeki koruyucu etkileri, malondialdehit ve
4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi lipit peroksit yan drtnlerinin Uretimini azaltmasiyla
iligkilidir. Ayrica yapilan bir arastirma, saglikli gonullilerde OLE uygulamasinin doza
bagimli bir sekilde, in vivo lipit peroksidasyonunu gosteren 8-izo-PGF2a'nin idrarla
atilimini azalttigini géstermistir (59).

Oleuropeinin, enflamasyon bdlgesinde nétrofil myeloperoksidaz tarafindan in
vivo olarak uretilen guglu bir oksidan olan hipokloroz aside kargi radikal ¢opgusu
etkisi bulunmaktadir (59). Oleuropein ayrica gugli bir NO ¢Opgusudur. Ayrica
hdcrelerde induklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ekspresyonunu da artirmaktadir
(60). In vivo olarak (alloksan-diyabetik tavsanlarda), OLE, sUperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediktaz (GRx), katalaz (CAT) gibi
enzimatik antioksidanlarin dizeyini ve aktivitelerini ve glutatyon, alfa-tokoferol, beta-
karoten ve askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin seviyesini artirdigi
gosterilmigtir (57).
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel calisma olarak planlandi. Aragtirmadaki odyolojik
degerlendirmeleri yapan, siganlara ajan uygulamasi ve histolojik degerlendirmeleri

gerceklestiren arastirmacilar korlestirildi.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin  deneysel bolumu olan odyolojik degerlendirmelerin
uygulanmasi ve guriltuye bagh isitme kaybi modelinin olusturulmasi Dokuz Eylul
Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali Laboratuvar’nda gergeklestirildi.
Histopatolojik degerlendirmeler ise Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji Enstitlisi’'nde
gerceklestirildi. Arastirmaya Haziran 2017 tarihinde literatir tarama ile baglandi,
Subat ve Mart 2018’de veri toplama islemi ve deneysel arastirmalar yapildiktan
sonra, Eylul 2018'de sonlandirildi.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Galisma Gruplari

Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dal Laboratuvar’'nda
randomize bigimde outbred soy olarak uretilen wistar siganlarla deneysel olarak
gerceklestirildi. Wistar sigcanlarin deneysel arastirmalarda sagladigi pratik
avantajlar, insan kulagi ile anatomik ve fizyolojik benzerligi nedeniyle gurultiye bagh
isitme kaybina yonelik guncel literaturde yapilan arastirmalar sonucunda model
indUuksiyonu agisindan wistar siganlarin kullanildigi géz 6nune alinarak bu model
secildi.

Calismaya 28 erkek sicanin 56 kulagi dahil edildi. Tum siganlarin igitme
Olcimunden o6nce otoskopik / otomikroskopik bakisi yapilarak dig kulak kanallar

salim olanlar ile timpanik membrani normal olanlar arastirmaya dahil edildi.
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Arastirmada kontrol ve deney gruplari asagidaki sekilde planlandi:

Kontrol serum fizyolojik grubu (n=7): Kontrol grubunun bazal igitme dlgimunun
ardindan 1. saatten 10. gune kadar, 24 saat araliklarla her gun ayni saatte,
Oleuropein gozeltisiyle eg hacimde (yaklasik 2 cc/kg/gun) serum fizyolojik (SF) oral
gavaj yoluyla uygulandi. Arastirmanin 1, 7 ve 10. gununde isitme Oolgumleri
gerceklestirildi ve 10. gunun sonunda eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.
Kontrol OLE grubu (n=7): Deneysel kontrol grubu, bazal isitme degerlendirmesi
sonras! 1. saatten 10. glune kadar, 24 saat araliklarla her gun ayni saatte, 50
mg/kg/gun Oleuropein ¢oOzeltisi (distile su igerisinde 50 mg / 2 cc duzeyinde
¢ozullerek) oral gavaj yoluyla verildi. 1, 7 ve 10. gun isitsel dlgimlerin ardindan eter
anestezisi altinda sakrifikasyon gerceklestirildi.

Gurulti serum fizyolojik grubu (n=7): Gdurultd kontrol grubunun arastirma
oncesinde bazal isitme degerlendirmesi gercgeklestirildi ardindan protokole uygun
sekilde gurultu verildi. Gurdltu sonrasi 1. saatten itibaren 10. gline kadar, 24 saat
araliklarla her gun ayni saatte, Oleuropein c¢ozeltisiyle es hacimde (yaklasik 2
cc/kg/gun) serum fizyolojik oral gavaj yoluyla uygulandi. 1, 7 ve 10. gun igitme
Olcimleri ve 10. gun igitme Olgumunun ardindan eter anestezisi altinda
sakrifikasyon gergeklestirildi.

Gurulti OLE grubu (n=7): Gurultd deney grubuna bazal igitme degerlendirmesi
sonrasinda protokole uygun sekilde gurulttu verildi. Ardindan 1. saatten 10. gine
kadar, 24 saat araliklarla her gin ayni saatte, 50 mg/kg/gin Oleuropein ¢ozeltisi
(distile su igerisinde 50 mg / 2 cc duzeyinde ¢ozulerek) oral gavaj yoluyla verildi. 1,
7 ve 10. gun isitme olgumleri ve 10. gun isitme 6lcumunun ardindan eter anestezisi
altinda sakrifikasyon gercgeklestirildi.

Deneysel modeller uygun sartlarda ve cerrahi setler ile gergeklestirildi.
Sicanlar birbirinden kuyruklarina ¢izgi boyama yapilarak ayrildi. Sakrifikasyondan
sonra hayvanlar ve ortaya c¢ikan atiklar, tibb1 atik torbalarina alinarak Deney
Hayvanlari Multidisipliner Laboratuvari tarafindan hastanenin imha bolimuine
gonderilerek kurallara uygun kosullarda ve sekilde yok edildi. Gruplara yapilan
uygulamalar, isitme degerlendirmeleri ve si¢anlarin sakrifikasyonunun zamansal

cizelgesi Tablo 2 ‘de verildi.
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Tablo 2. Gruplara uygulanan deneysel islemlerin zaman gizelgesi.

Kontrol SF Kontrol OLE Gurultu SF Gurultua OLE
Calisma DPOAE ve ABR | DPOAE ve ABR | DPOAE ve ABR | DPOAE ve ABR
. ile bazal ile bazal ile bazal ile bazal
0. Gun (Bazal . . . . y . y .
degerlendirme degerlendirme degerlendirme degerlendirme
Olcumler)
(;a||§ma -SF oral gavaj -OLE oral gavaj -Gurdlta verilmesi -Gurilta verilmesi
1. Giin yoluyla yoluyla ve 1.saatte SF oral ve 1.saatte OLE
uygulanmas| uygulanmas| gavaj yoluyla oral gavaj yoluyla
_DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR =~ -Youlanmas! uygulanmas!
olgumu olgumu -DPOAE ve ABR -DPOAE ve ABR
olcima olcima
Calisma -SF oral gavaj -OLE oral gavaj -SF oral gavaj -OLE oral gavaj
1-7. Giin yoluyla yoluyla yoluyla yoluyla
uygulanmasi uygulanmasi uygulanmasi uygulanmas
Calisma -SF oral gavaj -OLE oral gavaj -SF oral gavaj -OLE oral gavaj
7. Giin yoluyla yoluyla yoluyla yoluyla
uygulanmasi uygulanmasi uygulanmasi uygulanmas
-DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR
Oleuimu Olcimu Olcima Olcuima
Calisma -SF oral gavaj -OLE oral gavaj -SF oral gavaj -OLE oral gavaj
7-10. Giin yoluyla yoluyla yoluyla yoluyla
uygulanmasi uygulanmasi uygulanmasi uygulanmas
Calisma -DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR | -DPOAE ve ABR
. Olcimu olcimu olcimu Olcimu
10. Gun

-Sakrifikasyon

3.4 Aragtirma Materyali

-Sakrifikasyon

-Sakrifikasyon

-Sakrifikasyon

Arastirmada ortalama 250-300 gr agirligindaki, 28 wistar cinsi (Rattus
norvegicus) erkek siganlar kullanildi. Siganlar Dokuz Eylul Universitesi Multidisiplin
Laboratuvari Deney Hayvanlari Birimi’nden Subat — Mart 2018 tarihlerinde temin
edildi. Sicanlar arastirma boyunca oda isisinda (20 £ 2 °C) ve 12’ ser saatlik aydinhk
/ karanhk ortaminda tutulup, standart pellet wistar sigan yemi ve dinlendiriimis
musluk suyu ile beslendi, su ve yeme serbestce ulasabilmeleri saglandi.
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3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin bagimli degiskeni: i§itme kaybindaki degisim

Arastirmanin bagimsiz degdiskeni: Oleuropein (OLE), ajan uygulama suresi, guraltt
modeli

Arastirmanin kontrollii degiskeni: Cinsiyet, agirlik

3.6 Veri Toplama Araglari

Literatiirde GBIK olusturulan hayvan modellerinde olasi koruyucu ajanlarin
etkisini arastirmak amaciyla objektif odyolojik tetkiklerin kullanimi yaygindir. Bu
amacla en cok tercih edilen yontem yuksek frekanslarin da degerlendirilebildigi
yiksek frekans IUBP ve DPOAE testleridir (28,61-63). Siganlarin yiiksek frekans
isitmelerinin daha iyi oldugu bilindiginden, arastirmamizda da yiiksek frekans IUBP
ve DPOAE testleri kullanildi. Ancak mevcut DPOAE test cihazimizile 1 kHz - 8 kHz
frekans araliginda olgum yapilabildigi ve yuksek frekans olgum o6zelliklerine sahip
olmadigi igin 8 kHz Uzeri DPOAE degerlendirmesi gergeklestiriliemedi.

Gorulebilir bir dig kulak yolu olan, kulak zari veya orta kulak patolojisi
olmadigi otoskopi ve gerektiginde otomikroskopi ile dogrulanan, kulak kepgesi, bas
ve govdesinde gorunen cilt patolojisi olmayan, DPOAE testinde uygun sinyal-gurulti
orani elde edilen siganlar arastirmaya dahil edildi. isitme degerlendirmeleri
oncesinde sigcanlara Ketamin hidroklorid (50mg/kg) ve Ksilazin hidroklorid (5mg/kg)
intraperitoneal yolla uygulanarak anestezi saglandi (64). Otoskopik bakisi dogal ve
DPOAE testinde yanit elde edilen siganlara yuksek frekans isitsel uyariimis
beyinsapi potansiyelleri testi uygulandi. isitmesinin normal oldugu odyolojik
degerlendirme ile belirlenen siganlardan rastgele secim yapilarak dort ayri grup
olusturuldu. Bazal igitme degerlendirmesi sonrasi iki gruba guriltu verildi.
Literatiirde glriiltii sonrasi 10. giinden sonra isitme esiklerinin stabillestigi, IUBP
esiklerinin yaninda tayla hicre kaybinin da 10 gun sonunda artig gostermedigi
bildirilmistir (6,18,30,62). Arastirmada bu nedenle travma sonrasi 1. saatten itibaren
10. gune kadar gruplara her gun OLE ve SF oral gavaj yoluyla uygulandi. Onuncu
gun, son odyolojik testlerden sonra sakrifikasyon gerceklestirildi.
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3.6.1 Giiriiltiiye Bagh isitme Kaybi Modelinin Olusturulmasi

Gurultaye bagh isitme kaybir modelinde gurulta verilmesi iglemi igin her bir
sican genisligi 14x14 cm, yuksekligi 12 cm, duvarlari ve tepesi tel, tabani plastik bir
kafese yerlestirildi. Gurultu veriimesi boyunca siganlarin suya ve pellet yeme
serbestce ulagsmalari saglandi. Gurultiye bagh isitme kaybi modeli igin, alt ve Ust
sinir frekanslari 2840 Hz - 5680 Hz olan 4 kHz oktav bant guralti kullanildi. Guralti
bilgisayar araciligi ile tretildi (Sekil 8). Uretilen akustik uyaran Kénig PRO-2008S
amplifikator ile guglendirilerek Spekon CT-51AS tweeter hoparlor ile sunuldu.
Hoparlor, kafes tabanini ortalayacak sekilde kafes tabanindan 25 cm yukariya
monte edildi. Gurultu siddeti, ses duzeyi Olger (sound level meter) mikrofonu kafes
tabaninin orta noktasina yerlestirilerek yapilan olgimlerde 120 dB SPL olacak
sekilde kalibre edildi. Her bir hayvan 4 saat sure ile gurlltiye maruz birakildr.

Gurdltiye maruz kalmayan siganlar da ayni kafeste 4 saat tutuldu. Siganlara

uygulanan guraltiye bagli isitme kaybi modeli Sekil 9 'da verilmektedir.

200 00 500 " > K - 0w B H: ¢
il saals

Sekil 8. Bilgisayar aracihgiyla Uretilen 4 kHz oktav band guriltiye ait frekans

spektrumu.
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Sekil 9. Sicanlara uygulanan GBIK modelinde giriiltii veriimesi islemi

3.6.2 Anestezi Yontemi

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve isitsel Uyarilmig
Beyinsapi Potansiyelleri Testleri (IlUBP) uygulanmasi dncesinde si¢anlara anestezi
uygulandi. Oncelikle 50 mg/kg %10’luk Ketamin (Ketasol 10 ml, 100 mg/ml flakon,
Richterpharma ag, Avusturya) ve 5 mg/kg Ksilazin (Basilazin %2, Bavet ilag San.
Ve Tic. A.$, Turkiye) intraperitoneal yolla verilerek anestezileri saglandi (64).
Siganlarin giriiltiiye maruz kalmasi sonrasi 10. giin DPOAE ve [UBP testlerinden

sonra yuksek doz eter solutularak sakrifikasyonlari gerceklestirildi.

3.6.3 igitme Degerlendirmesi
3.6.3.1 isitme Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve isitsel Uyarilmig
Beyinsapi Potansiyelleri Testi (IUBP); sicanlara giriltii veriimesi 6ncesinde
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isitmenin bazal degerlendirmesi amaciyla, guriltu sonrasinda ise 1., 7. gunde ve
10. gunde isitsel fonksiyonlari degerlendirmek amaciyla uygulandi.

Odyolojik testler anestezi altinda ve ortam gurultisu 40 dB SPL (A) 'nin
altinda olan bir odada uygulandi. DPOAE testinde 1 kHz sonrasi tum frekanslarda
sinyal-gurilti orani elde edilen ve IUBP testinde isitme esikleri 25 dB SPL ve altinda
elde edilen ratlar arastirmaya dahil edildi. Test boyunca siganlarin hipotermiye
girmelerini dnlemek amaciyla gozleri spang ile kapatilarak spot 15191 kullanildi. Spot
IsIgindan gozlerinin kurumamasi igin serum fizyolojik gozlerine araliklarla damlatildi
(Sekil 10).

Sekil 10. iUBP test uygulamasinda kullanilan test diizenegi
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3.6.3.2 Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi

DPOAE testleri “Otodynamics ILO-V6 Cochlear Emission Analyzer”, 5.61
(Otodynamics, London) versiyonu kullanilarak gergeklestirildi. DPOAE testi ortam
guraltisu 40 dB SPL (A)'nin altinda olan sessiz odada uygulandi. Siganlara yatar
sekilde problarin yerlesimine uygun pozisyon verilip sag ve sol kulaklara ayri ayri
test uygulandi. DPOAE testi icin f2 ve f1 frekanslari arasindaki oran (f2/f1) 1.22
olacak sekilde ayarlandi. L1-L2 seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1 = 75 dB
SPL, L2 = 65dB SPL) siddetinde tutuldu. DPOAE’ lar, 2f1-f2 frekansinda o6l¢uldU.
Her bir frekans igin sinyal gurultt orani 3 dB’ den buyuk degerler OAE var
olarak degerlendirildi. DPOAE, f1 ve f2'nin geometrik ortalamalarinda 1000, 1500,
2000, 3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz' deki sinyal-gurultu oranlari kaydedildi (Sekil
11).

Sekil 11. Siganlara DPOAE testinin uygulanmasi
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3.6.3.3 isitsel Uyariimis Beyinsapi Potansiyelleri Testi

isitsel uyariimis beyinsapi potansiyelleri testlerinde Intelligent Hearing
Systems (IHS, Miami, FL) cihazi Smart-EP 10 versiyonu kullanildi. Cihazin
kalibrasyonu IHS Corp. tarafindan gergeklestirildi. Uyaran olarak 37.1 / sn
tekrarlama sikliginda, alterne polaritede 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz’ de, uyaranin frekans
spektrumunu daha darlastirmak amaciyla Blackman zarfiyla, inig-gikis stresi 1000
ms olan ton burst uyaran kullanildi. Il. dalganin elde edildigi en dugik siddet duzeyi
siganin o frekanstaki isitme esigi olarak kabul edildi. 70 dB SPL siddetinden
baglanarak Il. dalga elde edildiginde siddeti azaltma, Il. dalga elde edilmediginde
siddeti artirma yontemiyle her iki kulagin isitme egikleri belirlendi. Egik Ustl
seviyelerde uyaran giddeti 10 dB, esige yaklastik¢ca uyaran gsiddeti 5 dB azaltilirken,
Il. dalga elde edilmediginde uyaran 5 dB artirildi. Elektrotlarla toplanan
biyoelektriksel yanitlar 30 - 3000 Hz bant gecirgen filtreden gegirilerek 31.3
mikrosaniye drnekleme hizinda analogdan dijitale ¢evrildi. 1024 averajlama sayisi
ile kayitlanan dalgalar, egigin bulundugu son siddet dizeyine kadar art arda ikiger
kez kaydedildi. Kayit sirasinda sub-dermal igne elektrotlar kullanildi. Aktif elektrot
vertekse, referans elektrot test kulagina, toprak elektrot ise karsi kulagin
ventrolateraline (kulak alti) yerlestirildi (Sekil 10,12). Elektrot direngleri 1 kohm’nin
altinda tutuldu. Uyaranin sunumunda 4 kHz dl¢iminde Intelligent Hearing Systems
ER3A insert earphone (300 ohm), ylksek frekans (8-32 kHz) olciminde ise
Intelligent Hearing Systems yuksek frekans insert kulaklk kullanildi.

Sekil 12. IUBP testi uygulamasi ve elektrotlarin yerlegimi
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3.6.4 Ajan Uygulamasi

Oleuropein toz formda (Santa Cruz Biotechnology Inc., CAS no:32619-42-4,
Dallas, Texas, ABD) 50 mg / 2 cc distile suda ¢ozulerek hazirlandi. Hazirlanan
¢Ozeltiden gunluk uygulanacak dozlar ayri ayri eppendorf tuplerine konularak -18
santigrat derecede saklandi. Her gun ajan uygulamasindan hemen 6nce ¢ozulup
oda sicakligina getirildikten sonra sicanlara verilmesi saglandi. 50 mg/kg/gin
dozunda, gurultd alan grupta gurultiden 1 saat sonra baslanacak sekilde 10 gun

boyunca, 24 saat araliklarla her glin ayni saatte, oral gavaj yoluyla verildi.

Oleuropein igin uygun oral gavaj dozu daha once yapiimis arastirmalarda
belirtilen dozlar dikkate alinarak belirlendi (56,65). Serum fizyolojik grubu OLE
grubunun aldigi ¢ozelti ile ayni hacimde 2 cc/kg/gun olacak sekilde gurultl sonrasi
1. saat baslanarak 10. gune kadar oral gavaj yoluyla verildi (Sekil 13). Gurultu
almayan OLE ve SF grubuna gurulta gruplariyla ayni zamanlama gizelgesinde ve
es dozlarda OLE ile SF uygulandi. Oral uygulama sonrasi herhangi bir toksisite

gOzlenmedi.

Sijnal Word: None

H: zards: Not classified Prevention: Wash hands tr ort
tig iy closed Disposal. Disposal should be inaccor da
Em ergency IF exposed or coicerned: Get medical advi

Lo"f At918 Santa Cruz Biotechnology, Inc. | 10410 Finnell <t. | Dall

Sekil 13. Oleuropeinin oral gavaj yolu ile uygulanmasi ve toz formundaki gorunumu
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3.6.5 Histolojik inceleme

3.6.5.1 Hematoksilen — Eozin Boyama

Tum sigcanlarin sag ve sol temporal kemikleri, 10. giin odyolojik incelemeleri
sonrasinda eter anestezisi altinda butun olarak diseke edilerek cikarildi. Hemen
sonrasinda hacminin 10 kati miktarda % 10 formalin soltsyonu i¢ine konuldu. Oda
Isisinda 48 saat tespit edildi. Doku Ornekleri, 5 gun %5 glacial asetik asit
solusyonunda dekalsifikasyona birakildi. Dekalsifiye oldugunda kesit alinarak
kontrol edilip ¢cesme suyunda bir saat yikandiktan sonra kasetlenip rutin parafin
doku takibine alindi. Hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 mikronluk kesitler
Hematoksilen - Eozin boyamasi ile boyanarak, histopatolojik olarak degerlendirildi.
Boyama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan hazirlanan preparatlar Olympus
BX-50 model 1sik mikroskobu ve video kameradan (Samsung 520, SCC-101BP)
olusan goruntu analiz sistemi (DP Controller Olympus Corp. 3.1.1.267) araciligiyla
bilgisayar ekraninda kaydedilerek degerlendirildi. Koklea orneklerinde korti organini
olusturan hucrelerin yapi ve dizilimleri, spiral gangliyon hucrelerinde sayi,
nukleuslarinda piknotik degisiklikler ve kromatolizis varligi ve stria vaskulariste

vakuolizasyon varligi kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.6.5.2 TUNEL Boyama

Koklear nukleus seviyesinden alinan kesitler dokudaki apoptotik hucreleri
gOstermek amaci ile Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Nick And
Labelling (TUNEL) teknigi ile boyandi (BIOTnA Biotech, TAAP01D). TUNEL
apoptoz boyama igin in situ cell death detection TUNEL system kiti kullanildi.
Kesitler boyama igin iki gece 37 °C, bir gece 60 °C’lik etuvde tutulduktan sonra, 3
degisim ksilol ile deparafinizasyon islemi gergeklestirilip, azalan derecede alkol
serileri ile dehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Kesitler doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 10 dakika %3’luk H202 uygulandiktan
sonra 15 dakika 20 micg/ml proteinase K ile inkube edildikten sonra, 3 defa 5’er
dakika fosfat tampon solisyonu (PBS) ile yikanarak 10 dakika pretreatment
solusyonunda bekletilip yikama yapmadan kesitler TdT-enzimi 37 °C’ de 2 saat
inkube edildi. Ardindan PBS ile oda sicakliginda 10 dakika yikanarak kesitler
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background reducing tamponda 30 dakika bekletildi tekrar PBS de 5 dakika yikanip,
anti-digoksigenin ile 37 °C’ de 60 dakika inkube edildi. Tampon solisyonu ile
yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun gorunurligund saptamak amaciyla
diaminobenzidine ile boyanip su ile yikandiktan sonra Mayers hematoksilen ile
zemin boyamasi yapilarak kesitler %70, %80 ve %96’lik alkollerde dehidratasyon
ve 30’ar dakika 3 degisim ksilol ile seffaflagstirma igleminden sonra entellan ile
kapatildi. Isik mikroskobunda koklea ve spiral gangliondaki tim hucreler sayilarak
bu alanlardaki pozitif kahverengi boyanan hucreler ile oranlanip % olarak apoptoz

pozitifligi belirlenmeye calisildi.

3.7 Arastirmanin Plani ve Takvimi
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Oleuropein uygulanan ve uygulanmayan gruplarin odyolojik test sonuglari
kendi aralarinda ve birbiriyle karsilagtirildi. Isik mikroskopisi altinda yapilan
incelemeler sonucunda gruplarin spiral ganglion hucrelerindeki piknotik hucre
oranlari da birbiriyle karsilastirildi. Veriler %95 persantil tarzinda sunuldu. Aragtirma
sonuglarinin istatistik analizi, SPSS icin Windows istatistik programinin 24.0
versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlhlik dizeyinde incelendi. Tum veriler ortalama
+ standart sapma olarak gosterildi. Shapiro — Wilk testi ile verilerimizin normal
dagilm sinirlarinda olmadigi izlendiginden nonparametrik testler kullanildi.
Tanimlayici istatistik ile birlikte, gruplar arasi farkhliklarin analizinde Kruskall Wallis
analizi kullanildi. Farklihgin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek igin Mann-
Whitney U testi kullanildi. Grup ici olgumler ise Friedman varyans analizi ve
Wilcoxon igaretli Siralar testi ile degerlendirildi.

3.9 Etik Kurul Onay!

Bu galisma, Dokuz Eylul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
46/2017 protokol numaral 14.11.2017 gun ve 20 sayili etik kurulu onayi
dogrultusunda gergeklestirildi (Ek 1).
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4. BULGULAR

Aragtirmada Oleuropein (OLE)" nin gurultiye bagh isitme kaybi modelinde
olasi koruyucu etkisi arastirildi. Olasi etkiyi degerlendirmek amaciyla her biri 7
sicandan olusturulan 4 grup rastgele ayrilarak bazal isitsel uyariimig beyin sapi
potansiyelleri (IUBP) testleri gerceklestirildi. Griiltii verilmesi ve ajan uygulamasi
sonrasi 1, 7 ve 10. ginlerde IUBP testinde esik ve distorsiyon {riinii otoakustik
emisyon (DPOAE) testinde amplitud dedisiklikleri degerlendirildi. Ayrica tum
gruplarda hematoksilen-eozin boyamasi ve TUNEL boyama yapilarak histopatolojik

olarak korti organi ve spiral ganglion hicreleri degerlendirildi.

4.1 igitsel Uyariimig Beyinsapi Potansiyelleri (iUBP)
4.1.1 Dalga Morfolojisi

Siganlara uygulanan bazal iUBP testinde elde edilen dalgalar morfolojileri
agisindan degerlendirildi. Bazal IUBP testinde I, Il, llI, IV ve V. dalgalar elde edildi.
Elde edilen dalgalar igerisinde Il. dalga en belirgin olan dalga, Ill. dalga genellikle II.
dalga ile bilegik ve en dusuk amplitudlu dalga olarak izlenirken V. dalga her zaman
elde edilemedi. ilk ortaya ¢ikan, en belirgin ve son kaybolan dalga olmasi nedeniyle
esigin belirlenmesinde Il. dalga kullanildi (Sekil 14-18).

SOL KULAK SAG KULAK

)
40L(B)
30L(B) I

"
: /
A NSO
g

n >
20L(8) \ o
pive ) i 30R(A)

+ i .
15L(B) zgi%“"’, R

.
10L(B). 15R(A)
o 15R(A}
10L(8)

10R(A)

Sekil 14. Kontrol grubundaki siganin sag ve sol kulagindan 4 kHz frekansta elde
edilen IUBP dalga morfolojisi
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Sekil 15. Kontrol grubundaki siganin sag ve sol kulagindan 8 kHz frekansta elde

edilen IUBP dalga morfolojisi
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Sekil 16. Deney SF grubundaki siganin sag ve sol kulagindan bazal élgiimlerde 12

kHz frekansta elde edilen IUBP dalga morfolojisi
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Sekil 17. Kontrol grubundaki sicanin sag ve sol kulagindan 16 kHz frekansta elde

edilen IUBP dalga morfolojisi
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Sekil 18. Kontrol grubundaki siganin sag ve sol kulagindan 32 kHz frekansta elde

edilen IUBP dalga morfolojisi

4.1.2 Tiim Gruplarin iUBP Esik Ortalamalari ve Degisimi
Dort grup sigan, gurlltuye maruz kalmayan; serum fizyolojik (SF) ve
Oleuropein (OLE) kontrol grubu ile guraltiye maruz kalan; serum fizyolojik ve OLE

deney grubu olarak iki kategoriye ayrilarak degerlendirildi.
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Gurultiye maruz kalan ve kalmayan tum gruplarda uygulamalardan once
yapilan bazal isitme degerlendirmesinde Kruskal-Wallis analizi ile gruplar arasinda
(p>0,05) (Tablo 3).
degerlendirmesi yapilan her bir frekanstaki ortalama egsik degerlerine bakildiginda,

anlamh farklihk go6zlenmedi Tam gruplarin isitme

en iyi degerlerin 16 kHz frekansinda oldugu goruldu.

Tablo 3. Tim gruplarin bazal isitme degerlendirmesindeki IUBP esik ortalamalari

ve standart sapma degerleri (dB SPL)

SF OLE SF OLE
18,57 £2,34 18,93+212 17,86+2,56 17,14 £ 2,56
18,93 +2,12 18,57+2,34 16,79+2,48 18,57 £2,34
17,14 +£2,56 15,71 £ 1,81 15,71 +2,67 15,00 + 1,96
16,07 £2,12 14,29 + 1,81 14,64 +2,37 15,00 + 1,96
19,64 +1,33 20,00+1,96 18,57 £3,63 17,85+ 2,56

Gurultiye maruz kalmayan SF ve OLE grubunun 4 kHz, 8 kHz, 12 kHz, 16
kHz ve 32 kHz frekanslarinda ajan uygulamasi oncesi ve sonrasi 1, 7 ve 10. gun
yapilan IUBP &lgiimlerinde elde edilen isitme esikleri, Friedman varyans ve
Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan analizlerde istatistiksel olarak birbirinden
anlamli farklihk gostermedi (Sekil 19,20) (p>0,05). OLE ve SF’ in igsitme diuzeyleri

uzerine herhangi bir etkisi saptanmadi.
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Sekil 19. Guriltiye maruz kalmayan SF (Kontrol SF) grubunun ajan uygulamasi
oncesi ve sonrasi IUBP esik ortalamalari
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Sekil 20. Gurultiye maruz kalmayan OLE (Kontrol OLE) grubunun ajan uygulamasi
oncesi ve sonrasi IUBP esik ortalamalari
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Gurualta verilmesi sonrasi yapilan 1, 7 ve 10. gun olgumlerinde deney SF ve
deney OLE grubunda tum frekanslarda orta ileri, ileri ve ¢ok ileri derecede igitme
kaybi saptandi (Sekil 21-22). Batun gruplarin her bir frekanstaki bazal, 1, 7 ve 10.

ginde saptanan [UBP esiklerinin maksimum, minimum, medyan, ortalama ve

standart sapma degerleri (dB SPL) ile Friedman varyans analizindeki p degerleri
Tablo 4 ‘te verildi.
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Sekil 21. Siganlara glriiltii verilmesi sonrasi 1.giin IUBP testinde 8 kHz frekansta

ileri duzeyde igitme kaybi 6rnegi
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Sekil 22. Siganlara giriiltii verilmesi sonrasi 1.giin IUBP testinde 16 kHz frekansta

ileri duzeyde igitme kaybi 6rnegi
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Tablo 4. Gruplarin her bir frekanstaki bazal, 1, 7 ve 10. gunde saptanan |IUBP

gerleri
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Gurulta verilen SF ve OLE gruplarinin bazal isitme degerlendirmeleri ile
gurdltd sonrasi 1. gun gergeklestirilen isitme olgumlerinde isitme kaybinda belirgin
artis goruldu ve bu artis Wilcoxon igaretli siralar testi ile 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz
frekanslarinda degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli farklihk saptandi
(p<0,01). YUz yirmi dB SPL siddetinde 4 kHz oktav bant guriltiye 4 saat maruz
kalan siganlarin gurultd sonrasi yapilan dlgumleri degerlendirildiginde, 4 kHz, 8 kHz,
12 kHz, 16 kHz ve 32 kHz frekanslari arasinda birinci ginden 10. gune kadar
gurdltiden en fazla etkilenen frekans 8 kHz olarak belirlendi.

Wilcoxon igaretli siralar testinde gurulta verilen SF grubunda, 4, 8 ve 32 kHz
frekansinda gurultiye maruz kalma sonrasinda 1-7. gun, 1-10. gun, 12 ve 16 kHz
frekansinda ise 1-10. giin IUBP sonuglari arasinda isitme kaybi agisindan anlamli
farkhlik gozlenirken; 7-10. gun olgumleri arasinda tum frekanslarda anlamli farklilk
gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. Gurultu verilen SF grubunda gurultu sonrasinda 1,7 ve 10. Gunler arasinda
isitme esik degisimlerinin istatistiksel dagilimi (* p<0,05) ve 1,7 ve 10. Gunlerdeki
dB SPL cinsinden isitme esik ortalamalari

4 kHz 8 kHz 12 kHz 16 kHz 32 kHz
1-7.Gunp | 0,002 0,009* 0,130 0,070 0,009*
1/7.GindB | 79,6 /73,9 | 92,1/84,9 | 80,7/785 | 79,6/76,4 | 87,1179,6
1-10. Ginp | 0,004* 0,003* 0,032* 0,027* 0,004*
1/10.Gin dB | 79,6 /73,9 | 92,1/86,0 | 80,7/76,7 | 79,6 /75,0 | 87,1/79,2
7-10.Gunp | 1,000 0,317 0,059 0,234 0,763
7J10.GindB | 73,9/73,9 | 84,9/86,0 | 78,5/76,7 | 76,4/75,0 | 79,6 /79,2

Guralta verilen OLE grubunda ise Wilcoxon igaretli siralar testinde 4, 8, 12,
16 ve 32 kHz frekansinda girlti verilmesi sonrasinda 1-7. giin, 1-10. Giin i{UBP
sonuglari arasinda igitme kaybi agisindan anlamh farklilik goézlenirken; 7-10. gln
Olgumleri arasinda tum frekanslarda anlamli farklihk gézlenmedi (p>0,05) (Tablo 6).
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Tablo 6. Gurultu verilen OLE grubunda guraltt sonrasinda 1,7 ve 10. gunler

arasinda isitme egik degisimlerinin istatistiksel dagilimi (* p<0,05) ve 1,7 ve 10.

Gunlerdeki dB SPL cinsinden igitme esik ortalamalari

4 kHz 8 kHz 12 kHz 16 kHz 32 kHz
1-7.Gunp |  0,002* 0,003 0,002 0,001* 0,001*
1/7.GindB | 77,1/70,0 | 87,8/81,7 | 80,7/69,2 | 76,4/66,4 | 78,9 /63,2
1-10.Glnp | 0,002* 0,002 0,001* 0,001* 0,001*
1/10.GindB | 77,1/69,2 | 87,8 /80,0 | 80,7/68,2 | 76,4/ 65,7 | 78,9/61,7
7-10.Ginp | 0,726 0,059 0,257 0,480 0,331
7.10.GindB | 70,0/69,2 | 81,7/80,0 [ 69,2/68,2 | 66,4/65,7 | 63,2/61,7

Her bir frekansta elde edilen isitme esiklerinin gruplara ve gunlere gore

degisimi Sekil 23-27°de verilmistir. Buna gore Deney OLE grubunun isitme esikleri

ortalamalari, tim frekanslarda Deney SF grubuna gére daha iyi olarak saptanmigtir.

Mann-Whitney U testi ile yapilan analizde ise Deney OLE grubunun 8, 12, 16 ve 32

kHz frekanslardaki 7 ve 10. giin IUBP esiklerinde Deney SF grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha iyi esikler elde edildi (p<0.05). Deney SF
ve Deney OLE grubuna ait 4 kHz, 8kHz, 12 kHz, 16 kHz ve 32 kHZ'e ait igitme egsik
degisimleri ortalamalarinin Mann-Whitney U testi ile yapilan analizlerdeki p degerleri
Tablo 7’ de verildi.

Tablo 7. Deney SF ve Deney OLE grubuna ait 4 kHz, 8kHz, 12 kHz, 16 kHz ve 32
kHZ'e ait isitme esik degisimleri ortalamalarinin Mann-Whitney U testi ile yapilan

analizlerdeki p degerleri (p<0,05%)

4 kHz 8 kHz 12 kHz 16 kHz 32 kHz

(p degeri) | (p degeri) | (p degeri) | (p degeri) | (p degeri)
1. Gln 0,382 0,058 0,887 0,407 0,096
7. Gln 0,116 0,037* 0,003* 0,001* 0,008*
10. Gun 0,067 0,026* 0,020* 0,005* 0,003*
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Tim Gruplarin 4 kHz isitme Esikleri Ortalamalari

Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
M Bazal M1.Gin M7 .Gin ™10.Gln

iUBP Esikleri (dB SPL)
L N W B U1 OO N 00 L
o O O O o o o o o

o

Sekil 23. Tum gruplarin 4 kHz frekansinda glinlere gére IUBP esik degisimleri
Tiim Gruplarin 8 kHz isitme Esikleri Ortalamalari
100
90

80
70
60
50
40
30
20
2§

Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
M Bazal W1.Gun M7.Gin ®10.Giln

iUBP Esikleri (dB SPL)

o

o

Sekil 24. Tum gruplarin 8 kHz frekansinda glinlere gére IUBP esik degisimleri
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Tiim Gruplarin 12 kHz isitme Esikleri Ortalamalari
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M Bazal ®M1.Gun ®7.Gun ™10.Gun
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o O

Sekil 25. Tim gruplarin 12 kHz frekansinda giinlere gére IUBP esik degisimleri
Tiim Gruplarin 16 kHz isitme Esikleri Ortalamalari
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Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
M Bazal ®1.Gin ®7.Gin =10.Gln

iUBP Esikleri (dB SPL)

o O

Sekil 26. Tim gruplarin 16 kHz frekansinda giinlere gore IUBP esik degisimleri
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Tim Gruplarin 32 kHz isitme Esikleri Ortalamalari
100
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20

Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
M Bazal ®1.Gin M7.Gln 10. Gun

IUBP Esikleri (dB SPL)

o

Sekil 27. Tim gruplarin 32 kHz frekansinda giinlere gére iIUBP esik degisimleri

Gurdltiye maruz kalan ve kalmayan gruplarda sag ve sol kulakta elde edilen
bazal, 1, 7 ve 10. gun isitme esikleri kendi icinde Wilcoxon isaretli siralar testi ile
degerlendirildiginde higbir grupta kulaklar arasinda anlamli farklilik olmadigi izlendi.
Her bir gruptaki sicanlarin sag ve sol kulaklarina ait iUBP esiklerinin ortalama ve

standart sapma degerleri Tablo 8'de verilmektedir.
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Tablo 8. Her bir gruptaki siganlarin sag ve sol kulaklarina ait IUBP esiklerinin

ortalama ve standart sapma degerleri

Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol

Bazal | 19,29+1,89 | 18,57+2,44 | 20,00£0,00 | 17,14+2,67 | 17,86+2,67 | 17,86+2,67 | 17,14+2,67 | 17,14+2,67
1.
. 19,29+1,89 | 20,00+2,88 | 20,00+0,00 | 17,86+2,67 | 82,86+5,66 | 76,43+6,90 | 80,0048,16 | 74,29+6,07
Gin

4
7.

LdaE Gi 19,20+1,89 | 18,57+2,44 | 18,57+2,44 | 17,14+2,67 | 76,43+3,78 | 71,43+6,90 | 74,29+9,32 | 65,71+5,34
an
10.
Gi 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 18,57+2,44 | 76,43+4,75 | 71,43+4,75 | 72,8+11,49 | 65,7145,34
an
Bazal | 18,5742,44 | 18,57+2,44 | 18,57+2,44 | 19,29+1,89 | 16,43+2,44 | 17,14+2,67 | 19,29+1,89 | 17,86+2,67
1.
. 20,00+2,88 | 19,29+1,89 | 18,57+2,44 | 20,00+0,00 | 90,71+4,49 | 93,57+2,44 | 87,8646,36 | 87,86+6,98
Gin

8

kHz | 7

| g 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 85,71+3,45 | 88,57+3,78 | 81,4348,52 | 82,14+8,09
an
10.
Gi 19,29+1,89 | 19,29+1,89 | 19,29+3,45 | 20,71+1,89 | 85,71+3,45 | 86,43+3,78 | 79,2+10,17 | 80,71+7,86
an
Bazal | 15,711,809 | 15,71+1,89 | 16,43+2,44 | 17,86+2,67 | 15,71+1,89 | 15,71+3,45 | 15,00+0,00 | 15,00+2,88
1.
Gi 16,43+2,44 | 16,43+2,44 | 17,86+1,89 | 17,14+2,67 | 80,71+6,72 | 80,71+7,31 | 83,57+7,48 | 77,86+6,98
an

12

kH £

idop? Gi 16,43+2,44 | 16,43+2,44 | 15,71+3,45 | 17,14+2,67 | 80,00+5,00 | 77,144566 | 72,8+10,74 | 65,7149,75
an
10.
Gi 15,71+1,89 | 15,71+1,89 | 16,43+2,44 | 15,00£0,00 | 77,86+4,88 | 7571534 | 70,7+12,39 | 65,7+10,17
an
Bazal | 14,291,809 | 14,29+1,89 | 15,711,890 | 16,43+2,44 | 13,572,44 | 15,71+1,89 | 15,00+0,00 | 15,00+2,88
1.
Gi 17,1443,93 | 15,00+2,88 | 15,71+3,45 | 16,43+3,78 | 78,57+2,44 | 80,710,17 | 77,1445,66 | 75,71+5,34
an

16
7.

e Gi 14,29+1,89 | 14,29+1,89 | 15,00+2,88 | 15,00£0,00 | 76,43+4,75 | 76,43+556 | 66,43+9,88 | 66,43+9,88
an
10.
Gi 14,29+1,89 | 13,57+2,44 | 15,00+0,00 | 15,00£0,00 | 75,71+3,45 | 74,29+4,49 | 66,4+10,69 | 65,0£10,40
an
Bazal | 19,29+1,89 | 20,71+1,89 | 20,00£0,00 | 19,29+1,89 | 17,86+3,93 | 19,29+3,45 | 17,86+2,67 | 17,86+2,67
1.
Gi 19,29+1,89 | 20,71+1,89 | 20,71+1,89 | 21,43+3,78 | 86,43+8,01 | 87,86+5,66 | 80,0+18,48 | 77,86+8,59
an

32
7.

ks Gi 19,29+1,89 | 20,00+2,88 | 20,00+0,00 | 20,71+3,45 | 82,14+8,59 | 77,14+8,09 | 63,5+23,40 | 62,8+18,45
an
10.
Gi 19,29+1,89 | 18,57+2,44 | 20,00+0,00 | 20,71+1,89 | 81,43+6,90 | 77,14+7,55 | 61,4+19,51 | 62,1+18,67
an
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4.2 Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Bulgulari

Distorsiyon urtnu otoakustik emisyon (DPOAE) testinde 1 kHz, 1,5 kHz, 2
kHz, 3 kHz, 4 kHz, 6 kHz, 8 kHz frekanslarinda ve 75/65 dB SPL uyaran
siddetlerinde sinyal gurultd orani hesaplanarak amplitudler degerlendirildi. Kontrol

SF grubu digindaki gruplarin bazal DPOAE amplitudleri 1 kHz'den 8 kHz'e dogru

gittikce artig gosterdi. Kontrol SF grubunda en yuksek amplitid 6 kHz' de

saptanirken, diger gruplarin hepsinde en dusuk amplitid 1 kHz'de, en yuksek

amplitid ise 8 kHz'de elde edildi. Bazal DPOAE amplitidlerine iligkin ortalama ve

standart hata degerleri Tablo 9'da verildi.

Tablo 9. Tum gruplarin bazal DPOAE amplitudleri ve standart hata degerleri

Gruplar
Kontrol SF Kontrol OLE Deney SF Deney OLE
Frekans
1 kHz 0,20+0,2 0,13+ 0,1 0,37 +0,2 0,04 + 0,04
1,5 kHz 6,54 £ 1,7 4,00+1,6 6,14 £ 1,3 9,95+24
2 kHz 21,70+ 1,3 20,30+ 1,4 21,7+£0,5 20,20+ 0,7
3 kHz 26,50 + 1,1 22,12+1,8 26,27 + 0,9 23,11+14
4 kHz 3447 +1,0 34,91 +1,1 35,86+ 1,0 32,25+1,8
6 kHz 43,42 +1,3 40,70+ 1,9 41,29+ 0,4 40,60 + 0,6
8 kHz 42,86 + 0,7 41,27 +1,0 41,80+ 0,6 43,77 £ 1,1

Tam gruplarin bazal DPOAE amplitud ortalamalari Mann-Whitney U testi ile

ikiserli olarak karsilastirildiginda, higbir grup arasinda istatistiksel anlamh farkhlik

saptanmadi (p>0,05). Gurlltiye maruz kalmayan Kontrol SF ve Kontrol OLE

gruplarinin bazal, 1.gun, 7.gun ve 10.gun DPOAE amplitudleri arasinda Friedman

varyans analizinde istatistiksel anlamli farkhlik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 10. Kontrol SF ve Kontrol OLE gruplarinin 1,7 ve 10. Gun DPOAE yanitlarinin

ortalama amplitudleri ve standart hata degerleri (dB)

Giin Frekans Kontrol SF Kontrol OLE
1 kHz 0,07 £ 0,04 0,30+ 0,2
1,5 kHz 7,32+21 343+1,3
2 kHz 14,97 £+ 2,6 16,00 £ 1,2

1. Gun 3 kHz 2522 +1,3 23,96 ++1,9
4 kHz 34,40 +1,4 32,51+2,0
6 kHz 40,12+0,8 40,32 £ 2,2
8 kHz 38,59+1,3 38,34 £1,6
1 kHz 0,07 £ 0,07 0,52+0,3
1,5 kHz 8,00+ 1,8 10,5+2,2
2 kHz 15,60+ 1,9 17,00 + 2,0
7. Gln 3 kHz 2450+1,6 24,40+ 1,8
4 kHz 34,52+1,0 33,48 £2,0
6 kHz 40,55+ 0,8 39,67 + 2,1
8 kHz 39,27 + 1,1 38,70 + 1,1
1 kHz 0,43+0,2 0,00 +£0,0
1,5 kHz 9,70 £ 2,2 10,97 £ 2,2
2 kHz 15,82 + 2,3 16,20 £ 2,2
10. Gun 3 kHz 2480+1,4 2432+1,8
4 kHz 32,84 +1,3 31,91+1,9
6 kHz 40,94 £+ 1,0 40,97 £ 2,7
8 kHz 39,69+1,4 36,58 £1,9

Gurultye maruz birakilan Deney SF ve Deney OLE gruplarinin guriltu
sonrasli 1, 7 ve 10. Gun DPOAE yanitlar tamamen kayboldugundan bu verilerle ilgili

istatistiksel analiz gergeklestirilemedi.
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4.3 Histolojik Goruntiileme Sonuglari

4.3.1 Isik Mikroskopi Bulgulari

Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlarin sakrifikasyonundan sonra kesitler
elde edilerek timine Hematoksilen-Eozin (HE) boyamalari yapildi ve histolojik
olarak i¢ kulak ve spiral ganglion hicreleri degerlendirildi.

Kontrol SF ve kontrol OLE gruplarinin i¢ kulak kesitleri incelendiginde; HE
boyamasinda kokleanin skala vestibuli, skala media ve skala timpani olmak tzere
3 bolime ayrildigi izlendi. Skala media ile skala vestibilinin birbirinden Reissner
membrani ile ayrildigi gdzlendi. Skala mediada korti organi ve tabaninda ise baziler
membran tanindi. Baziler membranin Uzerinde tuylu hucreler ve destek hucreleri
go6zlendi. Korti organinin yan duvarinda stria vaskularis ve marjinal hicreler tanindi.
(Sekil 28,29,31). Korti organinin daha yakin buyttmesi sekil 30 ‘da verildi.

Stria Vaskilaris

Tiyli Hiicreler
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Sekil 28. Kontrol OLE grubuna ait korti organin 100x buyitmede HE boyamasi

62



-

Sekil 30. Kontrol OLE grubuna ait korti organin 400x buyutmede HE boyamasi
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Sekil 31. Kontrol SF grubuna ait koklea kesitinin 10x buytutmede HE boyamasi

Spiral gangliona ait HE boyamasinda kontrol grubundaki siganlarin histolojik

goruntilemeleri izlenmektedir. (Sekil 32,33)

. &, % ’f’_, = '
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Sekil 32. Kontrol OLE grubuna ait spiral ganglion kesitinin 100x biyitmede HE

boyamasi
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Sekil 33. Kontrol SF grubuna ait spiral ganglion kesitinin 100x bliyitmede HE
boyamasi

Deney SF ve Deney OLE grubunun histopatolojik incelemelerinde HE
boyamasiyla kontrol grubuna kiyasla 6zellikle spiral ganglion hicrelerinde belirgin
olacak sekilde piknotik degisiklikler, hiucre sayisinda azalma, schwann huicre
proliferasyonu ve hicre morfolojisinde bozulmalar gézlendi. Korti organina ait
incelemelerde ise hlicrelerde dizilim bozuklugu dikkati ¢ekti (Sekil 34-37).
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Tiiylii hiicrelerde dizilim bozuklugu

Tokhrlyal membranda aynima

Sekil 34. Deney SF grubuna ait korti organi kesitinin 100x blytutmede HE boyamasi.

Okla gosterilen hicrelerde morfolojik bozukluklar izlenmekte

Sekil 35. Deney SF grubuna ait spiral ganglion kesitinin 100x buyutmede HE

boyamasi. Okla gosterilen hicrelerde piknotik degisiklikler ve hiicre dejenerasyonu

izlenmekte
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Sekil 36. Deney OLE grubuna ait spiral ganglion kesitinin 40x buylutmede HE
boyamasi. Hucrelerde piknotik degisiklikler ve hucre dejenerasyonu izlenmekte

Sekil 37. Deney OLE grubuna ait spiral ganglion kesitinin 100x blyutmede HE

boyamasi. Hucrelerde piknotik degisiklikler ve hlcre dejenerasyonu izlenmekte.

Schwann hicre proliferasyonu okla gosterildi
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Isik mikroskobik incelemede, sigan spiral ganglionlarindaki piknotik hucre
yuzdeleri tum gruplardaki her hayvan igin ayri ayri degerlendirildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda deney SF grubuna kiyasla, deney OLE grubunda piknotik
hdcre yuzdesinin daha az oldugu saptandi (Tablo 11).

Tablo 11. Tum gruplarda HE boyamasiyla yapilan 1sik mikroskobik incelemede
spiral ganglionlardaki piknotik hucre yuzdelerinin ortalama + standart sapma ve

minimum/maksimum degerleri

Piknotik Hucre
% Ortalama + Std.Sapma % | Minimum/Maksimum %
Gruplar
Kontrol SF 0,86 + 0,90 0/2
Kontrol OLE 0,86 + 0,90 0/2
Deney SF 20 £ 3,21 16/25
Deney OLE 16,29 + 4,71 11/24

Mann-Whitney U testi ile gruplar arasinda yapilan ikigerli analizlerde deney
SF ve deney OLE grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 12).

Tablo 12. Tum gruplarda HE boyamasiyla yapilan 1sik mikroskobik incelemede
spiral ganglionlardaki piknotik hicre yuzdelerinin Mann-Whitney U testi* ile ikigerli

analizi

Gruplar P degeri”
Deney SF — Deney OLE 0,124
Kontrol SF — Deney OLE 0,001
Deney SF — Kontrol OLE 0,001
Deney SF — Kontrol SF 0,001
Kontrol SF — Kontrol OLE 1,00
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4.3.2 TUNEL Teknigi ile Korti Organi ve Spiral Ganglion Hiicrelerinde Apoptoz
Belirlenmesi

Terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) dUTP Nick-End Etiketleme
(TUNEL) testi, apoptozun ge¢ evrelerinde yaygin DNA yikimina ugrayan apoptotik
hlcreleri saptamak igin tasarlanmisgtir. Bu yontemde, TdT' nin bir sablondan
bagimsiz olarak cift iplikli DNA kopmalarinin kiint uglarini etiketleme yetenegine
dayanarak apoptik hicreler boyanmaktadir (66).

Apoptoz oranini saptayabilmek amaciyla, hazirlanan i¢ kulak kesitlerinde
TUNEL ydéntemiyle boyama yapilarak TUNEL pozitif hiicreler arastiridi.

Kontrol SF ve kontrol OLE gruplarinda korti organi ve spiral ganglion
hicrelerinde TUNEL pozitif hiicreye rastlanmadi ve normal histolojik yapi izlendi
(Sekil 38).

Sekil 38. Kontrol SF grubunda TUNEL teknigi ile yapilan boyamalarda korti

organinin 100x buyutmede 1g1k mikroskobik goruntusu.

Deney SF ve deney OLE gruplarinda da korti organi ve spiral ganglion
hicrelerinde TUNEL pozitif hlicreye rastlanmadi (Sekil 39).
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Sekil 39. Deney SF grubunda TUNEL teknigi ile yapilan boyamalarda spiral

ganglion hucrelerinin 100x buyutmede 1s1k mikroskobik goruntusu.
Deney grubuna ait tum i¢ kulak kesitlerinde TUNEL teknigi ile apoptotik

boyanan hucreye rastlanmadigi i¢cin bu konuda kargilastirma ve istatistiksel

degerlendirme gerceklestiriimedi.
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5. TARTISMA

Asirt gurlltiye maruz kalmak en sik onlenebilir igitme kaybi nedenidir.

Glriltiye bagh isitme kaybinin (GBIK), diinya nifusunun en az %5 ila %16'sini
ilgilendirdigi ve bu oranin 600 milyondan fazla insana esit oldugu 6ne surulmektedir
(3). 2011-2012 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’ nin Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezlerince (CDC) yapilan bir aragtirmada Amerika Birlegik Devletleri nufusunun
%6 ila %24’Gnun gurdltuye bagli isitme sorunlari oldugu saptanmistir (67). Dlnya
Saghk Orgiti, tim isitme kaybi vakalarinin Ggte birinin glriltiye maruz kalma ile
iligkili oldugunu bildirmektedir (2). Yine bazi aragtirmacilara gore 12-19 yas arasi
genc¢ nufusun %17 kadarinin isitme degerlendirmelerinde tek veya her iki kulakta
GBIK ile uyumlu bulgular gézlenmistir (68).

Diinya nifusunun cogunu ilgilendiren GBIK, insanlarda stres artigina,
psikolojik sorunlara, konsantrasyon bozukluklarina, c¢alisma gugc¢ligune, uyku
sorunlarina ve kardiyovaskuler hastaliklara yol agmaktadir. Genel olarak yasam
kalitesinin bozulmasina neden olan bu durumun 6nlenmesi ve/veya tedavi edilmesi
gunumuze dek birgok arastirmacinin ilgi odagi olmustur (2).

Gurualtaye bagh isitme kaybi icin guinumuze dek kanitlanmigs spesifik bir tedavi
segenegi olmadigindan, kulak tikaci gibi yuksek guriltuye karsi koruma saglayan
materyallerin kullanimi hala birincil stratejidir. Bununla birlikte, bu materyallerin
etkisi duzenli ve etkili kullanima baghdir. Epidemiyolojik bir ¢alismada, askeri
personeller arasinda kulak koruyucu kullanimindan yarar saglandigini ancak bunun
tam bir koruma saglamadigi gorulmustur. Bunun iki olasi nedeni olarak yetersiz
kullanim ve saha kosullarinin, laboratuvar kosullari ile bariz farklliklar gosterdigi
One surulmustar. Ayrica, kulagl kapatmak cevresel farkindaligi ve iletisimi de
engelledigi i¢in tercih edilmemektedir (69).

Gurultaye bagli isitme kaybindan korunmada gunimuze dek birgok hayvan
modelinde ve bazi klinik ¢alismalarda farmakolojik tedaviler denenmistir. Bu tedavi
segenekleri, GBIK' nin olusma mekanizmasinin gesitli basamaklarina etki etmesi
amaglanarak tercih edilmigtir (69). Bunlardan en sik kullanilani steroid tedavileridir.
Temel olarak guraltinin yol agtigi inflamatuar yanitlari baskilayarak etki etmesi
amaciyla en sik deksametazon ve metilprednizolon kullaniimigtir. Wang ve ark

kobaylarda GBIK modeli olusturulmasi sonrasi intraperitoneal yoldan, Takemura ve
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ark ise yine kobaylardaki GBIK modelinde intratimpanik yoldan deksametazon
uyguladigi calismalarda, isitme kaybina kargi koruyucu etkiler saptamislardir
(70,71). Buna karsin sicanlarda 120 dB SPL ile olusturulan diger bir GBIK
modelinde deksametazonun koruyucu etkisi olmadigi belirtiimistir (72).
Deksametazonun, GBIK ile bagvuran hastalarda oral steroid ve oral steroid ile
beraber intratimpanik yolla uygulandigi bir klinik arastirmada, kombine kullanimin
koruyucu etkileri oldugu gozlenmigtir (73).

Steroidler disinda hayvan modelleri ve klinik arastirmalarda en sik kullanilan
diger maddeler antioksidan grubu ajanlardir. Bu ajanlar GBIK’ daki oksidatif stresi
baskilayarak etki ederler. Bu ajanlardan bazilari N-asetil sistein (NAC), vitamin A,
C, E, B12, furosemid, Koenzim Q, timokinon olarak izlenmistir (61,62,74,75).

Gurultiye bagli igsitme kaybinin hucresel patogenezinde bilindigi Uzere
glutamat eksitotoksisitesi, azalmis koklear kan akimi, kalsiyum metabolizmasinin
bozulmasi ve aktive olan apoptoz yolaklari rol almaktadir. Bu asamalara etki etmesi
amaciyla sirasiyla bir NMDA antogonisti olan dizosilpin, bir vazodilatator olan
pentoksifilin ve magnezyum, kalsiyum kanal blokerleri ve JNK yolagi inhibitorleri gibi
antiapoptotik sayisiz ajan hayvan modellerinde ve klinik arastirmalarda
kullanilimigtir (3,69).

Calismamizda antioksidan Ozellikleri oldugu kabul edilen Oleuropein (OLE)
bilesiginin, siganlarda olusturulan GBIK’ na kars! olasi koruyucu etkileri odyolojik ve
histopatolojik yontemlerle arastirildi. Gurultuye bagh isitme kaybinda OLE’ nin
etkisine yénelik ingilizce ve Tirkge literatiir taramasinda benzer bir arastirmaya
rastlanmadigindan arastirmamiz bu yondeki ilk galisma olarak 6nem tagimaktadir.

Laboratuvar hayvanlarinda gurultiye bagh igitme kaybi modeli Uzerinde
yillardir calismalar gergeklestiriimektedir. Bu amacla siklikla si¢anlar, kobaylar,
cingillalar ve tavsanlarin kullanildigi goérilmektedir. Siganlarin i¢ kulak anatomisi ve
isitme fizyolojisinin, insandakiyle olan benzerligi nedeniyle sicanlar GBiK’e yénelik
deneysel arastirmalarda rahatlikla kullanilabilmektedir (4,29). Wistar siganlarda
dalga morfolojisinin incelendigi bir arastirmada iUBP dalgalarindan II. dalganin en
belirgin dalga oldugu, IV ve V. dalganin genelde birbirine bitigsik olarak benzer
amplitidde izlendigi ve en dugsuk amplitudli dalganin da Ill. dalga oldugunu
saptamiglardir. |. dalganin kaynaginin, insanlarda gozlenen I. ve |l. dalga ile ayni
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kaynak olan isitme sinirinden kaynaklandigini, Il. dalganin ise insandaki Ill. ve V.
dalganin analogu olarak koklear nukleus kompleksinden kaynaklandigini, Ill.
dalganin ise superior olivar kompleks kaynakli oldugunu ve insandaki IV. dalganin
analogu oldugunu géstermislerdir (76). Siganlarda olusturdugumuz GBIK modeli
kullanilan ¢alismamizda da ABR oOlgumlerinde esik belirleme amaciyla ilk ortaya
ctkan, en belirgin ve son kaybolan dalga olmasi nedeniyle Il. dalga kullanildi.

Sisplatin ototoksisitesinde OLE’nin koruyucu etkisine yonelik yapilan, 24 disi
si¢anin ug¢ gruba ayrilarak incelendigi bir arastirmada deney grubuna intraperitoneal
yoldan iki gin boyunca 8 mg/kg/gun sisplatin verilerek ototoksisite modeli
olusturulmus ve bu gruba birinci ginden baslayarak 15 gun boyunca 50 mg/kg/gun
dozunda OLE gavaj yoluyla uygulanmistir. Tum gruplara ajanlarin verilmesinden 30
dakika once ve sisplatin uygulamasinin 15. ginunde 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ve 35 kHz
frekanslarda DPOAE Olgumu yapilmistir. Sisplatin ve OLE verilen grubun 15. gin
DPOAE sonuglari, sadece sisplatin verilen grupla karsilastirildiginda 6, 12, 18, 24
ve 35 kHz frekanslardaki amplitudlerin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek oldugunu bulmuslardir (65). Arastirmamizda ise yiiksek frekans [UBP testi
ile yapilan degerlendirmede koruyucu etki agisindan istatistiksel anlamli farklilik 8,
12, 16 ve 32 kHz esiklerde bulunmus olup sonuglar bu agidan uyumludur. Ancak
klinigimizde yuksek frekans DPOAE cihazi bulunmadigindan ve guriltu verilmesi
sonrasi DPOAE’ de 6 ve 8 kHz frekanslar dahil tum yanitlar kayboldugundan saglikh
bir kargilagtirma yapmak mumkun degildir.

Oleuropeinin antioksidan, antiinflamatuar, antiviral ve antikanser etkileri
oldugu birgok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur. Zhang ve ark., siganlarda
olusturulan deneysel otoimmun myokardit modelinde 20 mg/kg/gun OLE’ yi 4 hafta
boyunca oral gavaj yoluyla uygulamiglar ve bu sure sonunda histopatolojik,
immunhistokimyasal ve hemodinamik degerlendirmeler yapmiglardir. Yaptiklar
histopatolojik degerlendirmelerde OLE’nin sigan myokard dokusunda inflamatuar
hdcre infiltrasyonunu azalttigini, proinflamatuar sitokin duzeylerini ve T lenfosit
proliferasyonunu dusurdagunu bulmuslardir (77).

Potocnjak ve ark’nin farelerde olusturdugu, sisplatinin indukledigi akut renal
yetmezlik modelinde 5, 10 ve 20 mg/kg/gun OLE, sisplatin verilmesinden 48 saat

sonra iki gun boyunca oral gavaj yoluyla verilmigtir. Oleuropein verilen grupta tre
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ve kreatinin duzeylerinin veriimeyen gruba kiyasla dusik oldugunu, oksidatif bir
enzim olan CYP2E1 ve lipit peroksidasyonu son urunleri olan 4-HNE (4-
hidroksinonenal) ve 3-NT ‘nin ekspresyonunun azaldigini, TNF-alfa gibi
proinflamatuar sitokinlerin duzeyinin azaldigini, p53, Bax ve Bcl-2'nin western blot
teknigi ile olgumu ve TUNEL yoOntemi ile renal apoptozun baskilandigini
bulmusglardir. En etkili dozun 20 mg/kg/gun oldugunu belirtmislerdir (78). Benzer
sekilde Geyikoglu ve ark. tarafindan siganlarda olusturulan sisplatine bagli akut
renal yetmezlik modelinde de 50, 100 ve 200 mg/kg/gun OLE 3 gin boyunca
intraperitoneal yolla uygulanmistir. Bu arastirmada oksidatif DNA hasarinin gtvenilir
bir gostergesi olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) ve lipit peroksidasyonu
goOstergesi olan malondialdehit (MDA) duzeyleri Olgulerek oksidatif hasar
gOsterilmistir. Oleuropein dozu 100 ve 200 mg/kg/gun olarak duzenlenen gruplarda
8-OHdG ve MDA duzeyleri benzer oranda azalmistir. Bu durumu, 100 mg/kg/gun
dozunda OLE’nin gu¢lu antioksidan etkilere sahip oldugu ve sisplatine bagh renal
hdcre hasarinda koruyucu etkileri oldugu seklinde yorumlamiglardir (56).
Sigcanlarda olusturulan deltametrinin indukledigi norotoksisite modeliyle
yapilan diger bir calismada ise deltametrin verilmesi oncesi yedi gun boyunca
si¢anlara 20 mg/kg/gun OLE intraperitoneal yolla uygulanmis ve sonrasinda yapilan
histopatolojik ve immunokimyasal degerlendirmelerde, kontrol grubuna kiyasla OLE
verilen grupta apoptozun daha dugsuk duzeyde saptandigi bulunmustur (79).
Calismamizda olusturulan GBIK modelinde de isitme kaybi gelisiminde rol
alan mekanizmalardan bazilarinin, hucre i¢i serbest radikallerin, lipit
peroksidasyonu urunlerinin ve proinflamatuar sitokinlerin artisi yoluyla gerceklesen
apoptoz ve nekroza bagli hicre 6lumu olabilecegi dusunuldu. Bu agidan literatirde
bulunan kardiyotoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite modellerinde gozlenen
apoptozu baskilayici, proinflamatuar sitokinleri ve lipit peroksidasyonu son
urtnlerini azaltici etkilerinden yararlanmak amaciyla oleuropein bilegiginin
kullaniimasi tercih edildi. Literatlr incelendiginde, oleuropeinin farkli doz ve yollarla
ve de farkl modellerde uygulandidi ve daha énce GBIK modelinde uygulanmadigi
acikca gorulmektedir. Daha once sisplatin ototoksisitesinde OLE’ nin 50 mg/kg/gin

olarak uygulanmasi ve diger arastirmalarda da etkili doz arahdinin 20-100
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mg/kg/gun arasinda degistigi de goz onune alinarak 50 mg/kg/gin dozunda
uygulanmasi tercih edildi.

Arastirmamizda oleuropein, oral gavaj ile siganlara verildi. Gurultiye maruz
kalan kigilerde kolay yoldan alinabilmesi ve insana uyarlanabilir olmasi agisindan
bu yol tercih edildi. Oleuropeinin metabolizmasi ve atilimina bakildiginda, enteral
yolla alimdan otuz dakika ila iki saat sonra plazmada maksimum konsantrasyona
ulasgtigi, mide ve jejenumdan emildigi izlenmistir. Doza, alim sekline bagh olarak
emiliminin ve atihminin degistigi gorulmustur. Erkek cinsiyette daha hizh
konjugasyona ugradigi bildirilmigtir (53,54). Calismamizda kullanilan erkek
si¢canlarda da oral ahm sonrasi herhangi bir yan etkiye rastlanmadi ve oleuropeine
bagli bir toksisite ile karsilagiimadi.

Gurultiye bagli isitme kaybir modellerinin kullanildigi benzer caligmalarda
koruyucu etkisi olmasi beklenen ajanlarin gurultiye maruz birakilmanin oncesinde
ve/veya sonrasinda verildigi gorulmustur. Bizim ¢alismamizda, klinigimizde
yurutulen diger bir calismayla benzer sekilde gurultiye maruz kalma sonrasi ajan
verildi (18). Literature bakildiginda gurultu travmasi sonrasi ilk 24 saatte baslanan
antioksidan tedavinin en az oncesinde baglananlar kadar etkili oldugu ancak bu
surenin 3 gunden fazla geciktiriimemesi gerektigi belirtiimistir (6). Yamashita ve ark.
ise serbest oksijen radikalleri ve serbest azot radikalleri Uretiminin gurultuden
hemen sonra baslayip 7-10 gun sudresince devam ettigi ve bu sire iginde
uygulanacak antioksidan tedavinin etkili olacagindan bahsetmis, ayrica on gunluk
sire sonrasinda DTH kaybi ve IUBP esiklerinin stabillestigini saptamislardir (42).
Bu bilgiler 1siginda galismamizda OLE tedavisi gurdltud verilmesinin 1 saat
sonrasinda baslayarak 24 saat araliklarla 10 giin boyunca uygulandi. Gurultuyle ne
zaman karsilagilabilecegi her zaman tahmin edilebilir olmadigindan ve kullanim
kolayligi acgisindan, travma sonrasi oral yoldan OLE kullaniminin etkilerinin
arastiriimasi planlandi.

Literature bakildiginda gurultiye bagli igsitme kaybi modeli olusturulmasinda
bir standart olmadigi goérulmektedir. Calismamizda, daha 6nce klinigimizde yapilan
bir caligmada da kullanilan yontemle benzer sekilde 4 kHz oktav band frekansinda
120 dB SPL siddetinde gurultd dort saat boyunca siganlara verildi. Evin ve ark
yaptigi ve calismamizla ayni gurultt modelinin kullanildigi aragtirmada guralti
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sonrasi birinci giin yapilan IUBP’ de en yiiksek esikler 85 dB diizeyinde izlenmistir
(30). Kashani ve ark. tarafindan yapilan, ayni gurultt modelinin tavsanlarda
uygulandigi ve koruyucu ajan olarak N-asetil sisteinin kullanildigi galismada ise 1.
glin yapilan IUBP’ de en yiiksek esigin 50 dB diizeylerinde saptandigi gérilmustiir
(80). Bunun diginda yine 4 kHz oktav band guriltinin 120 dB SPL giddetinde 5
saat verildigi arastirmalarda 1. giin 4, 8 ve 16 kHz iUBP esikleri 60 ve 50 dB
dolaylarinda izlenmistir (62,81). Ogurlu ve ark’'nin siganlarda olusturdugu ve
koruyucu ajan olarak timokinon kullandigi akustik travma modelinde de 4 kHz oktav
band gurulti 120 dB SPL siddetinde 4 saat olarak uygulanmis ve siganlarin kafalari
hoparlorden 5-7 cm uzaklikta konumlandiriimistir. Travma sonrasi ilk gun, IUBP ile
yapilan 2 ve 4 kHz dlgumlerde 45-50 dB esikler saptanmigtir (61). Calismamizda
ise, verilen guriilti sonrasi gergeklestirilen 1.glin IUBP dlgiimleri ortalamalarinda en
yuksek 8 kHz frekansta 92 dB, en dusuk ise 16 kHz frekansta 76 dB olmak Uzere
cok ileri ve ileri derecede igitme kaybi ile uyumlu igitme esikleri saptandi.
LiteratUrdeki bu arastirmalarla karsilastirildiginda bizim elde ettigimiz isitme egikleri
s6zU gecgen arastirmalara gore yuksektir. Ayrica sadece Ogurlu ve ark’nin
calismasinda hoparlorun kafaya olan uzakligi 5-7 cm olarak belirtiimis olup diger
calismalarda bu bilgilerde eksiklik izlenmigtir. Bizim arastirmamizda ise hoparlor
kafes tabanindan 25 cm yukarida konumlandiriimig olmasina ragmen Ogurlu ve ark.
calismasina gore 4 kHz frekansinda dahi daha kotu esikler elde edilmistir. Bu
durumun cgaligmanin gerceklestirildigi ortam kosullarina (6rn; kafes buyuklugu,
hayvanin serbestce genis bir alanda dolagmasi, gurultinun verilis sekli) bagh
olabilecegi dusunulmugtur (61).

Gurultaye bagh isitme kaybr modeli olusturulan c¢alismalarda birgok
antioksidan ajan farkl surelerde ve farkli yollardan kullaniimig ve farkl etkiler
saptanmistir. Bielefeld ve ark. tarafindan cingillalarda yapilan GBIK calismasinda 4
kHz oktav band, 105 dB siddetteki gurultinun 6 saat, 155 dB impuls gurultinin 75
defa tekrarlanarak ve 2 saat boyunca dar band 108 dB seklinde 3 farkh gurultu
modeli kullaniimis ve koruyucu ajan olarak NAC verilmistir. Bu aragtirmada,
arastirmamiza benzer gekilde kullanilan guralti modeli olan 6 saat boyunca 105 dB,
4 kHz oktav band guraltu verilen gruba 325 mg/kg NAC oral gavajla gurultiye maruz
birakilmanin 2 gun 6ncesinde baslayip, 2 gun sonra sonlanacak sekilde toplam 5
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gun 10 doz olarak 4 cc/kg SF igerisinde ¢ozulerek verilmigtir. Garultu sonrasi 1.gun
IUBP ile 8 kHz frekansta 45 dB esik gdzlenmis olup 3 hafta sonraki IUBP’ de ayni
frekansta esikler 30 dB duzeyinde saptanmistir. Yaklagik 15 dB’ lik bir kazang
izlenmigtir (74).

Le Prell ve ark kobaylarda 4 kHz oktav band, 120 dB SPL gurultuyu 5 saat
boyunca uygulamis ve A,C,E vitaminleri ve magnezyumu gurultiden 1 saat dnce ve
5 gun sonrasina dek intraperitoneal yolla vermislerdir. Guraltu sonrasi yaptiklar
IUBP’ de 4 kHz’ de 40, 8 ve 16 kHz frekanslarda ile 50 dB isitme esikleri saptamislar,
tedavi sonrasinda ise yaklasik 30 dB isitme kazanci elde etmislerdir (62). Bunun
diginda glutatyon, D-metiyonin, resveratrol, koenzim Q, likopen, ginseng bilesikleri
gibi antioksidanlarin da kullanildidi birgok arastirmada iUBP ile tespit edilen isitme
kazanci 10-30 dB arasinda degismektedir (4,18,21,25,82).

Arastirmamizda, guriltiye maruz birakilan siganlara uygulanan OLE
tedavisinin 10. gliniinde yapilan IUBP testinde 1.giine gére yaklagik olarak 4 kHz
frekansta 8 dB, 8 kHz frekansta 8 dB, 12 kHz frekansta 12 dB, 16 kHz frekansta 11
dB ve 32 kHz frekansta ise 17 dB kazan¢ elde edildi. Bu verilere gore arastirilan
tum frekanslardaki duzelme istatistiksel olarak anlamh saptandi (p<0,05).
Oleuropein verilen grubun 10 .giin IUBP esikleri, giriiltilye maruz kalan ancak
koruyucu ajan verilmeyen grubun egikleri ile kiyaslandiginda 4 kHz frekansta 4,6
dB, 8 kHz frekansta 6,1 dB, 12 kHz frekansta 8,6 dB, 16 kHz frekansta 9,3 dB ve
32 kHz frekansta ise 17,5 dB daha iyi esikler elde edildi. Saptanan iyilestirici etki
acisindan istatistiksel anlamli farkhlik ise 8, 12, 16 ve 32 kHz frekanslarda gozlendi
(p<0,05). Bu bulgular literaturdeki ortalamalara gore dusuk olarak degerlendirildi.
Ancak yukarida bahsedilen modellerin gogunda olusturulan igsitme kaybi orta veya
orta ileri duzeyde olup koruyucu ajanlarin etkisi bu modellerde arastirilmigtir. Bizim
calismamizda ileri ve ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi elde edilmesi sonrasi ajan
kullanildigindan ortalama isitme kazancinin dusuklugu bu durumla iligkilendirilebilir.

Guraltnan frekansi, siddeti ve karakteristigine bagli olarak isitmenin
etkilenecegi frekansin da degismesi beklenmektedir. Salvi ve ark., 4 kHz oktav bant
gurdltd verildiginde isitme egiklerinin 2 kHz Ustunde o6zellikle de 8 kHz' de daha

kotlulestigi, 16 kHz' e dogru daha iyi esikler saptandigini ifade etmigtir (29).
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Calismamizda da 4 kHz oktav bant guraltu kullanildi ve bu arastirmayla uyumlu
olarak isitme kaybi en belirgin 8 kHz frekansta elde edildi.

Siganlarin kafes igerisinde hareketli olmasi, uyku halinde olmasi ve gurultu
verilmesi iglemi esnasinda bir kulaginin Uzerine yatmasi durumunda iki kulak
arasinda gurultiden etkilenme farki olusabilecegi dusuncesinden yola gikarak
gUrilti alan gruplarda iIUBP esikleri sag ve sol kulak arasinda karsilastiriimis ve
kulaklar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Ayrica ACOEM
(American College of Occupational and Enviromental Medicine) guriltu ve isitmeyi
koruma komitesi de GBIK’ nin genellikle iki tarafli ve simetrik oldugunu ifade etmistir
(83). Calismamizdaki sonuglar da bu bulgularla uyumludur.

Calismamizda, siganlarin bilinen isitme arahg olan 0,25-70 kHz
frekanslarinda DPOAE testi ile etkili bir bigimde degerlendirilip
degerlendirilemeyecegi sorusuna da yanit arandi. Arastirmamizda butin gruplarin
bazal degerlendirmeleri ile kontrol gruplarinin 1, 7 ve 10. gun DPOAE testindeki
sinyal gurultt oranlarinda SF grubu disindaki gruplarin bazal DPOAE amplitudleri 1
kHz’'den 8 kHz'e dogru gittikge artis gosterdi. Kontrol SF grubunda en yuksek
amplitid 6 kHz' de saptanirken, diger gruplarin hepsinde en dusuk amplitud 1
kHz'de, en yuksek amplitud ise 8 kHz'de elde edildi. Siganlarin igitme araligi dikkate
alindiginda uygulanan DPOAE testinin de IUBP testinde oldugu gibi yliksek frekans
Olgum oOzelliklerine sahip olmasi gerektigi dugunulmektedir. Klinigimizde ylksek
frekanslarda 6lglim &zelligi bulunan IUBP bulunmasina ragmen yiiksek frekans
DPOAE bulunmadigi igin 8 kHz'e kadar degerlendirme yapilabildi.

DPOAE testi maliyet yonunden ekonomik, hizli sonu¢ veren, girisimsel
olmayan bir testtir. Fakat yapilan olgumler, prob yerlesiminden, kulak kanalinin
darhigindan, kulak veya probda az da olsa serimen varhgindan, ortam
gurdltisunden yani tum dig etkenlerden kolaylikla etkilenmektedir. Ortam kosullari
mumkin oldugunca benzer olsa dahi yapilan ardigik Olgimler arasinda
amplitudlerde farkliliklar gorulebilmektedir. Deney hayvanlarinda dar olan dis kulak
yoluna probun dogru yerlestiriimemesi emisyon amplitidlerinde degisikliklere neden
olmaktadir. Bu nedenle deney hayvaninin otoskopik bakisinin yapilmasi, uygun ve

derin sedasyon yapilmasi, emisyon olgumunde uygun probun kullaniimasi gereklidir
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(33,34). Calhismamizda DPOAE testinde gruplarin bazal degerlendirmesinde
istatistiksel anlamli fark gorulmedi.

Attias ve ark ve Balatsouras ve ark yaptiklari calismalarda DPOAE’ nin, GBIK
modellerinde gurultinin ilk etkilerinin saptanmasinda ve antioksidanlara yanitlarin
degerlendirmesinde yararl bir test oldugunu bildirmiglerdir (84,85). Yapilan diger bir
calismada ise 40 dB ustu esik degisimlerinde DPOAE yanitlarinin kaybolabileceqgi
ve bu testin genellikle 30-35 dB nHL isitme kaybina kadar igitsel fonksiyon ve dig
tuylu hucre hasar hakkinda bilgi verirken, 35-100 dB nHL isitme kaybi araliginda
tuylt hicre fonksiyonu veya i¢ kulagin durumu ile ilgili ayirt edici bilgi veremedigini
bildirmistir. Ayrica DPOAE, ITH ve isitme siniri hakkinda da bilgi verememektedir
(29). Bu nedenle galismamiza benzer deneysel arastirmalarda igitsel fonksiyonun
degerlendiriimesi icin elektrofizyolojik testlerin kullaniimasinin uygun olacagi
dasunuldu.

Arastirmamizda guraltiye maruz kalan gruplarda 1. ginden itibaren DPOAE
yanitlari kayboldugundan, gurultd sonrasi Olgumlerle ilgili emisyon agisindan
istatistiksel analiz yapilamadi. Bu nedenle DPOAE testinin GBIK modelinde tek
basina igsitme degerlendirme yontemi olarak kullaniimasinin uygun olmayabilecegi
dusunuldu. Buna ragmen calismaya dahil edilecek siganlarin seg¢iminde hizlica
uygulanmasi nedeniyle, arastirmalarda kullaniimasinin etkili olabilecegi kanisina
varildi.

Calismamizin histopatolojik degerlendirme ayaginda tum gruplardaki
si¢anlarin i¢ kulaklarindan hazirlanan 5 mikronluk kesitlere dncelikle hematoksilen-
eozin (HE) boyama yapilarak 1sik mikroskopi altinda degerlendirildi. Deney SF ve
deney OLE gruplarina ait birgcok ornekte korti organinda yer alan tuylu hicrelerde
dizilim bozuklugu, tektoriyal membranda ayriimalar, destek hucrelerinde
dejenerasyonlar izlendi. Ancak alinan tim kesitlerin homojen olmamasi, kimi
kesitlerde teknige bagh oldugu dusundlen yapisal bozulmalarla karsilasiimasi
nedeniyle korti organinda histolojik olarak hasarli hicrelerin  oranlarinin
degerlendiriimesi ve bu yonde saglikh bir kargilagtirma yapmak mumkdan olmadi.
Ancak spiral ganglionlarin goéruntilendigi kesitlerde histopatolojik incelemeleri
gerceklestiren arastirici tarafindan piknotik degisikliklerin yizde olarak oranlar
deney ve kontrol grubu arasinda karsilagtirildi. Deney OLE grubunda % 16,29’ luk
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piknotik degisiklikler izlenmesine karsin deney SF grubunda bu oran % 20
duzeyinde idi. Literattre bakildiginda kalici egik degisikligi mekanizmalari arasinda
DTH, ITH kayiplari; sonrasinda ise spiral ganglion ve afferent sinir liflerinde
dejenerasyonun yer aldigi bilinmektedir (28,32,40,86). Calismamizda da literatlrle
uyumlu olarak korti organinda ve spiral ganglion hucrelerinde yukarida tanimlanan
histolojik bulgular izlendi. Bu bulgularla beraber degerlendirildiginde OLE ‘nin
histolojik olarak da i¢ kulakta koruyucu etkileri oldugunu gézlemlemekle beraber bu
farkhlik agisindan istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0,05).

Histopatolojik degerlendirme surecinin diger ayaginda gerceklestirilen
TUNEL boyamada kontrol gruplarinda normal histolojik bulgular gozlendi. Benzer
sekilde deney SF ve deney OLE gruplarinda da TUNEL-pozitif apoptotik hicrelere
rastlanmadi. Yapilan arastirmalarda gurultuye bagh isitme kaybinda hucresel
duzeyde “reseptor interacting protein” (RIP)’ in regule ettigi nekroz ve kaspaz-8’ in
regule ettigi apoptoz sureclerinin beraber ve bir denge igerisinde rol oynadigi
bilinmektedir (43,86). Hematoksilen-eozin boyamada deney gruplarinda, nekroza
bagli hucre kaybinin gostergesi olarak hem korti organi hem de spiral ganglion
duzeyinde hucre zarlarinin duzensizlesmesi ve hucrelerde piknotik degisiklikler
gozlendi. Ancak TUNEL boyamada deney gruplarinda, TUNEL-pozitif apoptotik
hidcre saptanmadi. Benzer guraltd modelinin kullanildigi bir aragtirmada deneysel
olarak GBIK olusturulan kontrol grubu siganlarda TUNEL boyamada korti organi ve
spiral ganglion duzeyinde % 67 ve % 92 oraninda TUNEL-pozitif apoptotik hlcre
izlenmigtir (18). Fujita ve ark. tarafindan koklear iskemi modeli olusturulan
si¢anlarda bir ginseng bilesigi olan gRb1 intravendz yoldan uygulanmig ve 7.ginde
yapilan TUNEL boyama ile degerlendirmede spiral ganglion hicrelerinde koruyucu
etki gozlenmigtir (87). Coordes ve ark. tarafindan fareler Uzerinde 3 saat boyunca
5-20 kHz frekans araliginda 115 dB siddetinde genis bant giiriiltii verilerek GBIK
modeli olugturulmusg, 6.saat, 24.saat ve 7.gunde sakrifikasyonlar uygulanmigtir.
Sonrasinda dorsal, ventral koklear nukleus ve inferior colliculus duzeyinde TUNEL
boyama ile histolojik incelemeler yapilmis ve bu diuzeylerde zamanla iligkili olarak
apoptoz iligkili patofizyolojik degisiklikler gozlemislerdir (88). Calismamizda TUNEL
tekniginde apoptoz pozitif boyanan hucre izlenmemesinin, verilen gurulti modelinin

farklihgina bagh 6n planda nekrotik hicre 6lum yolunun baskin olmasi veya TUNEL
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boyama yapilan kesitlerin yeri ve kesit alma teknigindeki farkhliklara bagli

olabilecegi dusunuldu.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada siganlarda, 4 kHz oktav band frekansinda 4 saat sureyle 120

dB siddette gurultt verilerek gurultye bagl isitme kaybi modeli basariyla
olusturuldu.

Siganlarin IUBP testi ile yapilan odyolojik degerlendirmesinde, giiriiltii ve
OLE verilen Deney OLE grubunun 4, 8, 12, 16 ve 32 kHz frekanslarindaki igitme
esik ortalamalar, gurultt ve SF verilen Deney SF grubuna kiyasla daha dusuk
olarak saptandi. Saptanan iyilestirici etki agisindan istatistiksel olarak anlamh
farkhlik ise 8, 12, 16 ve 32 kHz frekanslarinda bulundu.

Bu galismada Oleuropeinin GBIK’ na karsi koruyucu etkileri olabilecegi
odyolojik olarak gosterildi.

Histopatolojik incelemelerde ise oleuropein alan grupta Ozellikle spiral
ganglion hucrelerindeki dejenerasyonun daha az oldugu saptanmakla beraber bu
yonde istatistiksel anlamli fark elde edilmedi.

Literaturde, hayvanlarda olusturulan guarultiye bagli isitme kaybi modellerinin
arasinda tutarsizliklar oldugu izlendi. Benzer ¢alismalarin saghkh yurutulebilmesi
acisindan bu konuda standardizasyonun saglanmasinin yararl olacagi dusunulda.

Oleuropein  bilesiginin  gurultuye bagh isitme  kaybindaki  etki
mekanizmalarinin, etkin dozunun ve verilis yolunun farkl gurultd siddetlerinde ve
surelerinde etkilerinin ortaya konulabilmesi agisindan ek arastirmalara ihtiyag

oldugu gozlendi.
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Oleuropein (CAS 32619-42-4)

Synonym: Oleoeuropeine

Application: An antioxidant and immunomodulator in vitro that is a tyrosol ester
derivative of elenolic acid (sc-497404) and phenolic glycoside found
naturally olive oil

CAS Number: 32619-42-4

Molecular Weight: 540.52

Molecular Formula: Ca5H33013

Technical Information

Physical State :

Solubility :

Storage :

Boiling Point :
Density :
Refractive Index :
Optical Activity :

PK Values :

Solid

Soluble in water, acetone, ethanol, pyridine, glacial acetic acid , 5% aq NaOH, dioxane, butano, ethyl
acetate, butyl acetate, DMF (50 mg/ml), and methanol. Insoluble in ether, chloroform, petr ether,
benzene, and carbon tetrachloride.

Store at4° C

712.9-832.9° C at 760 mmHg

1.50 g/em? at 20° C

nf 1.63

a20/D -147° in H20, alcohol, or acetone; Shows mutarotation a20/D -127° after 9 hrs (H20)

pKy: 9.70
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SAFETY DATA SHEET

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Revision date 19-Aug-2016
Version 1.2

e P 10 Sowsmion

1. IDENTIFICATION OF THE SUBSTANCE/PREPARATION AND OF THE COMPANY/UNDERTAKING

Product identifier
Product Name Oleuropein
Product Code SC-286622

Recommended use of the chemical and restrictions on use
For research use only. Not intended for diagnostic or therapeutic use.

Details of the supplier of the safety data sheet Emergency telephone number
Santa Cruz Biotechnology. Inc. Chemtrec

10410 Finnell Street 1.800.424.9300 (Within USA)
Dallas, TX 75220 +1.703.527.3887 (Outside USA)
831.457.3800

800.457.3801

scbt@scbt.com

2. HAZARDS IDENTIFICATION

This chemical is not considered hazardous by the 2012 OSHA Hazard Communication Standard (28 CFR 1910.122).

Classification

Not a dangerous substance or mixture according to the Globally Harmonized System (GHS)

Label elements

Signal word Not classified

Hazard statements Not classified

Symbols/Pictograms Not classified

Precautionary Statements - Prevention Wash hands thoroughly after handling

Precautionary Statements - Response IF exposed or concemned: Get medical advice/attention

Hazards not otherwise classified (HNOC)
Hazards not otherwise classified (HNOC) Not applicable

Other Information
Unknown acute toxicity 100% of the mixture consists of ingredient(s) of unknown toxicity.

NFPA Health hazards 0 HMIS Health hazards 0
Flammability 1 Flammability 1
Stability 0 ’ Physical hazards 0
Physical and chemical - \ Personal protection -
- /

3. COMPOSITION/INFORMATION ON INGREDIENTS

CAS No 32619424
Molecular Weight 540.52
Formula CasH=Ons
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