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ORIGINAL RESEARCH I

Ekzojen Glukokortikoidlere
Maruziyet Sonras1 Giirtiltii
Uygulanmasinin Isitme Uzerine Etkisi
Deneysel Hayvan Caligmasi

Effect of Noise Application on
Hearing Following Exogenous
Glucocorticoid Exposure
an Experimental Animal Study

OZET Amag: Bu calismanin amaci, prenatal dénemde ekzojen glukokortikoidlere maruz kalinmasinin isitme
iizerine etkisini irdelemek ve bir antioksidan olan aminoguanidinin i¢ kulakta olusabilecek olas: hasar1 6n-
lemede etkili olup olmadigimi degerlendirmektir. Gereg ve Yontemler: On iki hamile Sprague-Dawley cinsi
rata, hamileliklerinin 14. giiniinden dogum yapana kadar deksametazon veya distile su enjekte edildi. Esas
denekler, bu ratlarin yavrulamasiyla elde edildi. Esas denekler iki aylik olduklarinda stres etkisi olusturmak
i¢in ses izolasyonlu bir ortamda dort saat siiresince 110 dB giiriiltiiye maruz birakildi. Denekler ti¢ gruba ay-
rildi. Grup 1: Annesine distile su enjekte edilen ve kendisi 110 dB giiriiltiiye maruz kalanlar. Grup 2: An-
nesine deksametazon verilen ve kendisi 110 dB giiriiltiiye maruz kalanlar. Grup 3: Annesine deksametazon
verilen, kendisi 110 dB giiriiltiiye maruz kalan ve 200 mg/kg/giin aminoguanidin verilenler. Giiriiltii ve
aminoguanidinin isitme ve i¢ kulak tizerine etkileri beyinsap1 uyarilmis yanit odyometri (BERA) ve elekt-
ron mikroskopisiyle degerlendirildi. Bulgular: Grup 1 ve grup 2 deneklerinin giiriiltiiden iki ay sonraki
isitme esigi degerlerinde, 48 saat sonraki esik degerlerine kiyasla meydana gelen diizelme istatistiksel ola-
rak anlamliydi (p<0,05). Gegici esik kaymalarinin en fazla aminoguanidin verilen grup 3 deneklerinde ol-
dugu gozlemlendi. Aminoguanidin verilen grup 3 deneklerinin giiriiltiiden iki ay sonraki donemde yapilan
isitme esigi 6l¢iimlerinde, giiriiltiiden 48 saat sonraki doneme gore gozlemlenen diizelmenin (13,75 dB),
grup 1 (10 dB) ve grup 2 (10 dB) deneklerine gore 3,75 dB daha fazla oldugu tespit edildi. Bu farklilik ista-
tistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) ve aminoguanidin verilmesinin faydali olmadigina isaret etmek-
teydi. Sonug: Prenatal dénemde ekzojen steroidlere maruz kalinmas, i¢ kulag: giirtiltiiniin etkilerine karg
hassas hale getirmemektedir. Aminoguanidin olas1 hasar1 6nlemede etkili bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: Glukokortikoidler; isitme; perinatal maruz kalmanin geg etkileri

ABSTRACT Objective: The aim of this study is to investigate the effect of exogenous glucocorticoid expo-
sure in the prenatal period on hearing, and the effectiveness of an antioxidant, ‘aminoguanidine’, on the pre-
vention of the inner ear injury. Material and Methods: Twelve pregnant Sprague-Dawley rats were injected
with dexamethasone or distilled water beginning from 14" day of gestation to delivery. Test subjects were
exposed to 110 dB of noise for four hours in a sound isolated environment in order to create a stress effect,
when they became two months old. Test subjects were divided into three groups. Group 1: The ones whose
mothers were injected with distilled water and who were exposed to 110 dB noise. Group 2: The ones whose
mothers were injected with dexamethasone and who were exposed to 110 dB noise. Group 3: The ones
whose mothers were injected with dexamethasone and who were exposed to 110 dB noise, and adminis-
tered 200 mg/kg/day aminoguanidine. Effects of noise and aminoguanidine on hearing and the inner ear
were assessed with brainstem evoked response audiometry (BERA) and electron microscopy. Results: Im-
provement of hearing thresholds of test subjects in group 1 and group 2 two months after noise exposure
was statistically significant when compared to the thresholds obtained 48 hours after noise exposure
(p<0.05). The temporary threshold shifts were observed mostly in group 3 (injected with aminoguanidine).
An improvement of 13.75 dB was evident in the hearing thresholds in group 3 test subjects two months after
noise exposure while hearing thresholds 48 hours after noise exposure was 3.75 dB better than the hearing
thresholds of test subjects in group 1 (10 dB) and group 2 (10 dB). This difference was not statistically sig-
nificant (p>0.05) and it was indicated that the application of aminoguanidine was not beneficial. Conclu-
sion: Exposure to the exogenous glucocorticoids in prenatal period does not make the inner ear susceptible
to the effect of noise. Aminoguanidine was not found effective to prevent possible injury.

Key Words: Glucocorticoids; hearing; prenatal exposure delayed effects
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etal bityiime ve gelisme esnasinda hizli hiicre
Fbélﬁnmesi nedeniyle cesitli viicut dokula-

rinda farklilagma meydana gelir. Bu esnada
besinsel ve hormonal ortamlarda meydana gelen
degisiklikler fetal genomun ifadesini etkileyerek
fizyolojik siireclerde kalic1 sonuglara neden olabi-
lirler.! Yani, intrauterin ortamdaki metabolik ve
endokrin denge, bireyin gelecekteki yagamini etki-
leyebilmektedir ve organizmanin gelisimindeki
roli 6nemlidir.? Bilindigi gibi glukokortikoidler,
prenatal ortam icin elzem role sahiptir ve gesitli do-
kularin gelisiminde gereklidir. Bu dokulardan en
iyi bilineni akcigerdir.*

Erken dogum olasilig1 olan hamilelerde fetii-
stin akciger gelisimini indiiklemek veya adrenoge-
nital sendromu tedavi etmek amaciyla ekzojen
olarak glukokortikoidler kullanilmaktadir. Ancak
fazla miktarda ekzojen sentetik glukokortikoidlere
maruz kalinmasi, fetal gelisimi olumsuz etkileye-
bilir. Ekzojen veya endojen glukokortikoidlere ve
strese maruz kalinmasi sonucu diisitk dogum agir-
likl1 yavru dogabilmekte ve yine bazi organlar ve
sistemler bu durumdan etkilenebilmektedir.> Or-
negin prenatal donemde maruz kalinan yiiksek
siddette (120 dB) giiriiltiiniin de ratlarda diisitk
dogum agirligina yol agabilecegi ortaya konmus-
tur.® Yine bazi ¢aligmalarda prenatal donemde sen-
tetik glukokortikoidlere ve strese maruz kalan rat
yavrularinda giiriltii verilmesi sonrasinda isitme
kayiplar1 oldugu gosterilmistir.>” Ayrica prenatal
donemde maruz kalinan stres, organizmayi gesitli
dis etkenlere kars1 daha hassas hale getirebilmek-
tedir.®

Noroendokrin ve norodavranigsal iglevlerde
degisikliklere yol acan diger bir olas1 mekanizma
da oksidatif stresle ilgili hiicresel olaylardir. Bilin-
digi tizere serbest oksijen radikalleri (SOR) hiic-
resel diizeyde sinyal iletimi, hiicresel biiytime,
farklilasma ve apoptotik hiicre 6liimii gibi olaylarda
etkin rol oynamaktadirlar.®!! Prenatal donemde
yliksek miktarlarda glukokortikoidlere maruz
kalinmasi, serebellar noronlarda oksidatif stresin
indiikledigi apoptozise egilimi arttirmaktadir.'? Gii-
riltilye maruz kalinmasinin koklear damarlarda
vazokonstriiksiyona yol agabilecegi gésterilmistir.
Vazokonstriiksiyon sonucu koklear kan akimi aza-
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larak hipoksi ve neticede SOR olugsumu s6z konusu
olabilecektir.'®!* Bazi caligmalarda SOR olusumunu
onleyen ilaglarin, giiriiltitye cevap olarak kokleada
olusabilecek hasar1 6nlemede faydali oldugu goste-
rilmigtir."

Yaptigimiz bu c¢aligmada, prenatal donemde
ekzojen glukokortikoidlere maruz kalinmasinin
isitme tizerine etkileri arastirildi. Ayrica bir anti-
oksidan ajan olan aminoguanidinin i¢ kulakta mey-
dana gelebilecek olas: hasar1 6nlemede etkili olup
olmadig elektrofizyolojik (BERA: Brainstem Evo-
ked Response Audiometry) olarak ve elektron mik-
roskopisiyle incelendi.

I GEREC VE YONTEMLER

DENEKLER

Calisma 200-300 g agirligindaki 16 adet disi ve 16
adet erkek Sprague-Dawley cinsi rat kullanilarak
gerceklestirildi. Ratlarin bakimi 6zel yemlere ve
suya kolayca ulagabilecekleri, 30x40x20 cm boyut-
larinda, tizeri gelik tel parmaklikla ortili plastik
kafesler i¢inde yapildi. Ratlar, her kafese en fazla
dorder adet rastgele dagilimlar yapilarak barindi-
rild1. Caligma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik
kurulunun onay: alinarak ve deney hayvanlar: ba-
kimi ve kullanimi ilkelerine uyulmak suretiyle
hayvan haklar1 korunarak gerceklestirildi.

ESAS DENEKLERIN ELDE EDILMESI

Esas deneklerin elde edilmesi i¢in 16 disi ve 16
erkek rat kendi aralarinda ciftlestirilmeye bira-
kildi. Ratlarin hamile kalip kalmadiklar: giinlitk
servikal siiriintiilerle izlendi ve boylece hamilelik-
lerinin ilk giinii belirlendi. Fakat biitiin disi ratla-
rin hamile kalmalar: saglanamadi. Hamile kalmasi
saglanan 12 adet disi rat, her bir grupta altigar adet
olmak iizere iki gruba ayrildi. Bir gruptaki alt1 ha-
mile rata, hamileliklerinin ti¢lincii trimestirinin
baglangicindan (14. giin) hamileliklerinin son gii-
niine (21. giin) kadar 0,1 mg/kg/giin deksametazon
intraperitonal (IP) yoldan verildi. Diger gruptaki
alt1 hamile rata ise yine hamileliklerinin ti¢tincii
trimestirinin baglangicindan hamileliginin son gii-
niine kadar 0,1 mg/kg/giin distile su IP yoldan ve-
rildi. Boylece ileride kullanilacak esas deneklerin
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bir kismi prenatal donemde ekzojen steroide
maruz kalmisken, diger kismi ise ekzojen steroide
maruz kalmamis oldu. Her bir hamile ratin iki ile
bes yavru dogurmas: sonucu toplam 48 adet yavru
rat elde edildi. Ekzojen steroid verilmis olan alti
hamile rattan 34 yavru ve distile su verilmis olan
alt1 hamile rattan ise 14 yavru olmak {iizere, top-
lam 48 yavru dogdu. Bu 48 yavru rattan 20 tanesi
cesitli nedenlerle 61dii. Olen 20 rattan 18 tanesi
steroid verilen gruba, iki tanesi ise steroid veril-
meyen gruba mensuptu. Geriye ekzojen steroide
maruz kalmig 16 yavru ve steroide maruz kalma-
mis 12 sag yavru rat kaldi. Kalan toplam 28 adet
yavru ratin 24 tanesi ise esas denek olarak kulla-
nildi. Ekzojen steroide maruz kalmis 16 yavru rat
grup 2 (n=8) ve grup 3 (n=8) i¢in, steroide maruz
kalmamis sekiz yavru ise grup 1 (n=8) i¢in denek
olarak kullanildi. Geri kalan dort adet steroide
maruz kalmamig rattan bir tanesi kontrol amacl
elektron mikroskobisi incelemesi i¢in kullanilir-
ken, diger {i¢ tanesi ise kullanilmadi. Bu yavru de-
nekler tizerinde ¢aligmanin gerceklestirilebilmesi
i¢in iki ay beklendi.

DENEKLERIN GRUPLARA AYRILMASI

Yavru deneklerin biiyiimeleri i¢in iki ay beklen-
dikten sonra, ilk 6nce denekler ekzojen steroide
maruz kalanlar ve kalmayanlar olarak iki gruba ay-
rildi. Bu siire sonunda deneklere isitme egsiklerinin
belirlenmesi i¢in BERA testi uygulandi. BERA ile
deneklerin igitme esiklerinin belirlenmesinden bir
hafta sonra, biitiin denekler ses izolasyonlu olan
bir kafeste dort saat boyunca 110 dB giiriiltiiye
maruz birakildi. Calismada kullanilacak olan 200
mg/kg aminoguanidin giiriiltiiden 30 dakika 6nce
bir doz, giirtiltii uygulandiktan hemen sonra bir
doz ve sonraki takip eden ii¢ giin icinde de her giin
birer doz olmak {izere toplam bes doz seklinde uy-
gulandi. Giiriiltii uygulanmasi ve antioksidan ajan-
larin verilmesinden sonra denekler ekzojen steroid
ve antioksidan ajanlarin verilip verilmemesi goz
ontine alinarak her bir grupta sekiz rat olmak
lizere;

Grup 1: Annelerine IP yoldan 0,1 mg/kg/giin
distile su injekte edilen ve kendisine dort saat sii-
resince 110 dB giiriiltii uygulananlar (n=8),
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Grup 2: Annelerine IP yoldan 0,1 mg/kg/giin
deksametazon enjekte edilen ve kendisine dort saat
stiresince 110 dB giiriilti uygulananlar (n=8),

Grup 3: Annelerine IP yoldan 0,1 mg/kg/giin
deksametazon enjekte edilen, kendisine dort saat
stiresince 110 dB giiriiltii uygulanan ve yine IP yol-
dan 200 mg/kg/glin aminoguanidin verilenler (n=8)
seklinde ii¢ gruba ayrildi.

DENEKLERE GURULTU UYGULANMASI

Deney hayvanlarina giirillti uygulanmas: ig¢in
1x0,5x0,5 m boyutlarinda, iist kapag: agilip kapa-
nabilen, yan taraflarinda havalandirma deligi olan,
su ve yiyecege rahat ulasilabilen bir kafes hazir-
landi. Ses yansimasini 6nlemek i¢in kafesin icerisi

strafor kopiik ile kaplandi.

Giiriiltii uygulanmasi icin, Interacoustics Cli-
nical Computer Audiometer Model AC40’ ta (Inte-
racoustics Co., Danimarka) {iretilen genis band
(800-20000 Hz) giiriiltii odiometre ¢ikisindan di-
rekt baglanti ile ses kayit cihazina kayit edildi. Ses
kayit cihazindan elde edilen sesin siddeti CEL-254
(Lucas CEL Inst. Ltd. Hitchin, Herts, Ingiltere) ses
seviye Olceri ve Bruel-Kjaer tip 1613 oktav filtre
setiyle 800-20000 Hz’de 6l¢iilen degerlerin orta-
lamas ile tayin edildi. Ol¢iimler kafesin farkl
noktalarindan yapilarak giiriiltii diizeyi ortalama
110 dB+2 dB olacak sekilde standardize edilerek,
dort saat siiresince siirekli olarak giiriiltii uygu-
landi.

DENEKLERE ANTIOKSIDAN AJANIN
(AMINOGUANIDIN) UYGULANMA BiCiMmi

Deneklere antioksidan ajan olarak aminoguanidin
bes doz seklinde IP yoldan uygulandi. Uygulama;
aminoguanidin sadece grup 3 deneklerine her bir
doz 200 mg/kg olacak sekilde giirtiltiiden 30 da-
kika 6nce bir doz, gliriilltii uygulandiktan hemen
sonra bir doz ve sonraki takip eden ii¢ giin iginde
de birer doz olmak iizere, toplam bes doz verilerek
yapildi.

DENEKLERIN iSITME ESIKLERINiN
BERA TESTI iLE TESPITI

Tim deneklere giiriiltiiden bir hafta 6nce, giiriil-
tiiden 48 saat sonra ve iki ay sonra %2 ksilazin

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(2)
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hidroklériir (Rompun, Bayer, Tiirkiye) 5 mg/kg ve
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibagi, Tiirkiye)
60 mg/kg kombinasyonu intramuskiiler (IM) yol-
dan verilerek anestezi saglandi. 26-28°C’de sabit
tutulan ses izolasyonlu bir odada, Homoth BERA-
System 4000 marka BERA cihazi ile tim denekle-
rin isitme esikleri tayin edildi. Yani giriltid
uygulanmadan bir hafta 6nce, giiriiltii uygulandik-
tan 48 saat sonra ve girtlti uygulandiktan iki ay
sonra olmak {izere, her bir denegin {i¢ kez BERA
ile isitme esigi tayini yapilmis oldu.

Beyerdynamic DT48 numarali kulaklik vasi-
tasiyla deneklere 110-40 dB SPL (sound pressure
level) arasinda 0,1 msn siireli rarefaksiyon kligi
verilerek BERA testi yapildi. BERA kaydi elde
etmek icin 1024 uyaranla elde edilen cevaplar
averajlandi. Elde edilen cevaplarda 32, 16, 8, 4, 2,
1 ve 0,5 kHz’te V. dalgalar isaretlendi. Caligma-
mizda dalgalar pozitif ve negatif dalgalar halinde
monitorize edildi. Tiim 6l¢limler sag ve sol kulak
icin ayr1 ayr yapildi ve her bir kayit iki kez kay-
dedilerek dalga formlarindan emin olunmaya ¢a-
ligilda.

HAYVANLARIN KESILEREK KOKLEA SPESMENLERI
ELDE EDILMESI

Denekler dort aylik iken, yani giiriiltdi uygulama-
sindan iki ay sonra BERA testi ile isitme esigi ta-
yini yapilmasinin ardindan yiiksek dozda ketamin
hidroklorid ve ksilazin hidroklorid verilerek anes-
tezi saglandi. Verilen anestezi sonrasi, giyotin sis-
temi yardimiyla tek hamlede denekler dekapite
edildi. Ardindan her bir denek yiiziistii yatirildi
ve deneklerin bas kisimlarinin arkasindan 6ne
dogru, buruna kadar insizyon yapilarak kafa cildi
ikiye ayrildi. Her iki yanda keskin diseksiyon ya-
pilarak, kafatas1 ortaya konuldu. Kafatas1 kemigi
ortadan dikkatle kesilerek her iki tarafta timpanik
bullalar ortaya konuldu. Timpanik bullada kaba-
riklik yapan koklea, etraf kemik dokuya zarar ve-
rilmeksizin 6zenle diseke edildi ve en blok olarak
cikarild.

Her bir hayvanin ¢ikarilan koklealar1 %2 fos-
fat tamponlayic1 gluteraldehit i¢cinde saklandi. Elde
edilen spesmenler elektron mikroskobik inceleme-
lerinin yapilmas: i¢in hizla transport edildi.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(2)

ELEKTRON MiKROSKOPiSi iNCELEMESI iCiN
DOKU HAZIRLANMASI

Alinan doku 6rnekleri EDTA (10 cc gluteraldehit
%25, 70 cc fosfat tampon, 6 g EDTA) ve gluteral-
dehit ¢ozeltisi icinde dort hafta dekalsifiye edildi.
Ornekler yeterince dekalsifiye olduktan sonra
%2’lik osmiyum tetroksit ile postfiksasyon yapild:.
Dereceli alkollerden gegirilerek dehidrate edildi ve
rutin elektron mikroskobu doku takibi sonrasinda
araldite CY212 epoksi resin kit i¢ine gomiildi. Etiiv
icinde 60°C’de 48 saat polimerize edildi. Elde edilen
bloklarin hepsinden 2 pm kalinhiginda kesitler
alind1. Korti organina ait kisim dilimlendi ve 70-90
mm kahinhginda kesitler bakir gridler iizerine
alindi. Uranil asetat-kursun sitrat ile kontrastlana-
rak boyandiktan sonra Jeol JEM 1200 EX elektron
mikroskobunda incelenip fotograflan ¢ekildi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizler SPSS 15,0 versiyonu kullani-
larak yapildi. Guriltd 6ncesi (E1), giriltiiden 48
saat sonraki (E2) ve giiriiltiiden iki ay sonraki (E3)
donemlerde BERA ile belirlenen isitme esigi so-
nuclarinin istatistiksel olarak kargilagtirilmasinda
parametrik olmayan test yontemlerinden Friedman
testi kullanildi. E1, E2 ve E3 donemlerindeki grup
ici farkhiliklar iki yonli varyans analizi yapilarak
ve gruplar arasi farkliliklar ise tekrarli dl¢iimlerle
cift yonlii varyans analizi kullanilarak Post Hocs
testiyle degerlendirildi. p degeri<0,05 ise, sonug
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

I BULGULAR

BERA TESTi SONUCLARI

Gilirtltii uygulanmadan bir hafta 6nce yapilan
BERA testinde biitiin gruplardaki deneklerin isitme
esiklerinin normal diizeylerde oldugu saptandi.
Yani annelerine ekzojen dekzametazon verilen ve
verilmeyen biitiin deneklerde 40 dB diizeyinde V.
dalgalar elde edilmisti ve deneklerin isitme egikleri
bakimindan istatistiksel olarak bir farklilik s6z ko-
nusu degildi.

GRUP 1'DEKi BULGULAR

Annelerine distile su verilen ve giiriiltiiye maruz
kalan grup olan grup 1’deki sekiz denegin giirtiltii
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uygulamasindan 48 saat sonraki isitme esiklerinde,
gliriiltii 6ncesi isitme esiklerine kiyasla ortalama
13,75 dB gegici esik yiikselmesi oldugu tespit edildi
ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Ayrica grup 1’deki sekiz denegin glriiltii
uygulandiktan iki ay sonraki isitme egiklerinde, gii-
riiltii uygulanmasindan 48 saat sonra belirlenen
isitme esiklerine kiyasla ortalama 10 dB esik diizel-
mesi oldugu belirlendi ve bu farklilik da istatistik-
sel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

GRUP 2'DEKi BULGULAR

Annelerine ekzojen deksametazon verilen ve gii-
riiltitye maruz kalan grup olan grup 2’deki sekiz de-
negin gilrilti uygulamasindan 48 saat sonraki
isitme egsiklerinde, giiriiltii oncesi isitme esiklerine
kiyasla ortalama 12,50 dB gegici esik yiikselmesi ol-
dugu tespit edildi ve bu esikler arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Ay-
rica grup 2’teki sekiz denegin giirtiltii uygulandik-
tan iki ay sonraki isitme esiklerinde, giraltii
uygulanmasindan 48 saat sonra belirlenen isitme
esiklerine kiyasla ortalama 10 dB esik diizelmesi ol-
dugu belirlendi ve istatistiksel olarak anlamli fark-
lilik oldugu saptand: (p<0,05).

GRUP 3'TEKi BULGULAR

Annelerine ekzojen deksametazon verilen ve gii-
riilltiye maruz kalan, ayrica bir antioksidan ajan
olan aminoguanidin zerkedilmis grup olan grup
3’teki sekiz denegin giiriiltii uygulamasindan 48
saat sonraki isitme esiklerinde, giiriilti 6ncesi
isitme egiklerine kiyasla ortalama 15 dB gegici esik
ylikselmesi oldugu tespit edildi ve bu farklilik ista-
tistiksel olarak anlaml bulundu (p<0,05). Ayrica
Grup 3’teki deneklerin giiriiltii uygulandiktan iki
ay sonraki igitme egiklerinde, giiriiltii uygulanma-
sindan 48 saat sonra belirlenen isitme esiklerine ki-
yasla ortalama 13,75 dB esik diizelmesi oldugu
saptand1. Yani giriiltii 6ncesi esiklerle giiriiltiiden
iki ay sonraki esiklerinin birbirlerine ¢ok yakin ol-
dugu gozlemlendi. Bu farklilik da istatistiksel ola-
rak anlaml ¢ikt1 (p<0,05).

Sonug olarak, grup 1 ve grup 2 deneklerinde
glriiltiiden 48 saat sonraki isitme esigi degerleri,
girilti 6ncesi doneme gore daha kot ¢ikmista
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yani gegici esik yilikselmeleri meydana gelmisti ve
bu degerler arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlaml idi (p<0,05). Benzer sekilde grup 1 ve grup
2’de giiriiltiiden iki ay sonraki isitme egigi deger-
leri, giiriiltiiden 48 saat sonraki déoneme gore daha
iyi (10 dB) ¢ikmist: yani esiklerde diizelme olmustu
ve istatistiksel olarak anlaml bir farklilik mevcuttu
(p<0,05). Giiriiltli uygulamasindan 48 saat sonraki
donemde yapilan isitme esigi dl¢timlerinde gegici
esik kaymalarinin en fazla aminoguanidin verilen
grup 3 deneklerinde oldugu gozlemlendi. Amino-
guanidin verilen grup 3 deneklerinin giriilltiiden
iki ay sonraki dénemde yapilan isitme esigi 6l¢iim-
lerinde, giiriiltiiden 48 saat sonraki doneme gore
gozlemlenen esik diizelmelerinin (13,75 dB), grup
1 (10 dB) ve grup 2 (10 dB) deneklerine gore 3,75
dB daha fazla oldugu tespit edildi (Tablo 1 ve 2).
Fakat yapilan gruplar aras: karsilagtirmada bu far-
kin istatistiksel olarak anlamli olmadigi ortaya ¢ikt1
(p>0,05). Yani giiriiltii uygulamasindan o6nce, gii-
riltii uygulandiktan 48 saat sonra ve iki ay sonraki
isitme esigi 6l¢timlerinin gruplar arasi degerlendir-
melerinde istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
bulunamadi (Tablo 3). Bu durum, giiriiltii uygula-
masinin deneklerin isitme esiklerinde giiriiltii uy-
gulamasindan 48 saat sonra gecici esik kaymalarina
yol acabilecegini ve iki ay sonra ise esiklerde dii-
zelme olabilecegini gostermektedir ($ekil 1). So-
nugcta, prenatal déonemde ekzojen steroidlere maruz
kalinmasinin i¢ kulag: giirtiltiiniin etkilerine kars:
hassas hale getirmedigi ve aminoguanidin verilme-
sinin koruyucu etkisi olmadig1 gézlemlendi.

ELEKTRON MiKROSKOBISI BULGULARI

Prenatal donemde glukokortikoid ve giiriltiiye
maruz kalmayan normal bir ratin kokleasinin sag-
Likli elektron mikroskobik goriintiisii asagida su-
nulmustur (Resim 1).

Grup 1: Sacli hiicrelerin ince yapis: incelendi-
ginde cekirdek normal goriiniimdedir. Sitoplaz-
mada ise organellerin bir miktar dejenere oldugu
ancak mitokondriyonlarin saglikli kaldig: izlen-
mistir. Sagh hiicreler arasindaki baglant1 birimleri
ise kopmustur. Altlarindaki destek hiicrelerin ise
cekirdek ve sitoplazmalari saglikli gériintimdedir.
Sacli hiicre ile destek hiicre baglantisi ise zayifla-
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TABLO 1: E1, E2 ve E3 dénemlerinde BERA ile 6icllen isitme esikleri ve ortalama degerleri.
Grup 1 Grup 2 Grup 3

(E1) (E2) (E3) (E1) (E2) (E3) (E1) (E2) (E3)
Denek 1 40 60 40 40 60 50 40 40 40
Denek 2 40 60 50 40 40 40 40 60 40
Denek 3 40 40 40 40 50 40 40 50 50
Denek 4 40 50 40 40 70 40 40 70 40
Denek 5 40 70 50 40 60 40 40 70 40
Denek 6 40 40 40 40 50 50 40 50 40
Denek 7 40 60 50 40 50 40 40 60 40
Denek 8 40 50 40 40 40 40 40 40 40
Esik ort, 40 5375 43,75 40 52,50 42,50 40 55 41,25

E1: glriiltd uygulanmadan énce BERA ile diclen isitme esidi (dB) degerleri.

E2: giiriilti uygulandiktan 48 saat sonraki BERA ile dlgiilen isitme esigi (dB) degerleri.
E3: gliriilti uygulandiktan 2 ay sonraki BERA ile 6l¢len isitme esidi (dB) degerleri.
BERA: Beyinsap! uyarilmis yanit odyometri.

TABLO 2: E1, E2 ve E3 dbnemlerinde her bir grubun
kendi icindeki esik degisimlerinin istatistiksel analizi.
E2ile E1 E3ile E1 E2ile E3
arasindaki fark arasindaki fark arasindaki fark
Grup1  13,75+2,86 SD 3,75+2,86 SD 10,00+2,86 SD
p 0,001* 0,413 0,009*
Grup2  12,50+3,18 SD 2,5+3,18 SD 10,003,18 SD
p 0,004* 0,717 0,018
Grup3  15,00£3,67 SD 1,25+3,67 SD 13,75+3,67 SD
p 0,003* 0,939 0,006*

TABLO 3: E1, E2 ve E3 dénemlerinde gruplar arasi
isitme esigi degerlerinin istatistiksel analizi.
G1ile G2 G1ile G3 G2ile G3
arasindaki fark arasindaki fark arasindaki fark
Ef 0+0 SD 00 SD 0+0 SD
p > 0,05* > 0,05* > 0,05*
E2 1,25+4,79 SD -1,25+4,41 SD -2,5+4,12 SD
p 07" 0,334* 0,249*
E3 1,25+2,95 SD 2,5+2,5 SD 1,25+2,27 SD
p 0,267* 0,482¢ 0,604*

* p< 0,05 degeri anlamli, SD: Standart sapma.

mustir. Apikal kutikiiler plakalarin (Apical Cuticu-
lar Plate, ACP) devamliliginda yer yer kesilme go-
rillmektedir (Resim 2).

Grup 2: Sach hiicrelerin bazilarinda c¢ekirdek
normal ve sitoplazmada hafif dejenerasyon izlenir-
ken, bazi sagh hiicrelerde ¢ekirdekte kromatin yo-
gunlagmas: ile baglayan apoptoz dikkati ¢cekmek-
tedir. Sagh hiicreler arasindaki baglant: kompleksle-
rinde ayrilma belirgindir. Destek hiicrelerinin sa¢h
hiicrelerle baglanti ve iligkisi kopmus olarak gozlen-
mektedir. Destek hiicresi sitoplazmasinda organel-
lerin tiimiiyle lizise ugradig: goriilmektedir. ACP’de
dejenerasyon ve devamliliginda bozulma belirgin
olarak dikkati cekmektedir (Resim 3).
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*p< 0,05 degeri anlamli, (*) istatistiksel olarak anlamsiz, SD: Standart sapma.

3s

= OGrup1

'EE BGrup2
— OGrup 3

4 al In ]

-2

E1 E2 E3 GEK ED

$EKiL 1: GUrdltd 6ncesi (E1), gurltiden 48 sonraki (E2) ve grtiltiden iki ay
sonraki (E3) isitme esikleri ortalama degerleri. Gegici esik kaymasi (GEK):
E1 ile E2 arasindaki fark ve esikte diizelme (ED): E2 ile E3 arasindaki fark.
(Renkli hali icin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

Grup 3: Sagli hiicreler arasindaki baglanti
kompleksleri biitiinliigiinii korumaktadir. ACP
devamliliginda yer yer bozulma izlenmektedir.
Destek hiicrelerin saglh hiicrelerle arasindaki bag-
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lantilarda kopukluk ve destek hiicrelerde bir mik-
tar bozulma vardir (Resim 4).

I TARTISMA

Fetal cevrede meydana gelen herhangi bir degisik-
lik (prenatal stres, annenin beslenme durumu, ek-
zojen ilaglara maruz kalinmasi gibi) gelismekte olan
organizmanin gelecekteki yagsamini etkileyebil-
mektedir. Fakat fetiisiin yasaminin idamesi i¢in
bazi durumlarda disaridan tibbi miidahale yapilmasi
gerekli olabilir. Ornegin ekzojen olarak glukokorti-
kodlerin verilmesinin yenidoganin solunumsal has-
taligy, intraventrikiiler kanama ve yenidogan oliimii
riskini azalttig1 gosterilmistir.’®!” Bununla birlikte
prenatal dénemde ekzojen glukokortikoid verilme-
sinin fetiisiin ileriki yasaminda bazi sorunlara yol
acabilecegi de akilda tutulmalidir. Prenatal do-
nemde ekzojen glukokortikoid verilmesinin viicut
ve beyin gelisimini olumsuz etkiledigi ve gelecekte
ortaya ¢ikabilecek bir¢ok hastaliktan sorumlu ola-

bilecegine isaret eden bilimsel caligmalar bulun-

RESIM 2: Sacli hiicreler arasindaki baglanti birimlerinin (sola bakan siyah
oklar) kopmasi, sitoplazma organellerinde (sola bakan beyaz oklar) bir mik-
tar dejenerasyon, ACP devamliliginda yer yer kesilme (yukari bakan beyaz
ok) ve destek hiicresi (asagi bakan beyaz ok) (uranil asetat + kursun sitrat,
orijinal biytitme x 3000).
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RESIM 1: Sacli hiicreler (siyah yildizlar) arasi baglanti birimleri (beyaz oklar)
saglikli. Apikal kutikiler plaka (ACP) (siyah oklar) ve destek hiicre (beyaz yil-
diz) nikleus ve sitoplazmasi normal. Normal rat (uranil asetat+kursun sitrat,
orijinal biyiitme x 3000).

13

RESIM 3: Destek hiicresinin sagli hiicrelerle baglanti (siyah yildiz) ve iliskisi-
nin kopmasi, destek hiicresi sitoplazmasinda organellerin tiimiiyle lizise ugra-
masl (sola bakan siyah ok), sacli hticreler arasindaki baglanti komplekslerinde
belirgin ayrilma (yukar bakan siyah ok), ACP’de dejenerasyon ve devamlili-
§inda bozulma (saga bakan beyaz ok), kromatin yogunlasmasi (yukari bakan
beyaz oklar) (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal blyiitme x3000.
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5§

RESIM 4: Sacli hiicreler arasi baglanti komplekslerindeki (sola bakan beyaz
oklar) devamlilik, ACP devamlili§inda yer yer bozulma (yukari bakan siyah
ok), destek hiicrelerinin sagli hiicrelerle arasindaki baglantilarda kopukluk
(saga bakan siyah ok) ve destek hiicrelerde bir miktar bozulma (sola bakan
siyah ok) (uranil asetat+kursun sitrat, orijinal blyitme x3000).

maktadir.!®® Ahlbom ve ark. hamile ratlara {i¢lincii
trimestirda deksametazon vererek yavru ratlardan
elde ettikleri hiicre kiiltiirlerine hidrojen peroksit
(H,0O,) ve metal civa (MeHg) ekleyip ve deksame-
tazon, H,O, ve MeHg verilen ratlarin graniiler
hiicrelerindeki apoptotik hiicre sayisinin kontrol
grubundakilerden daha fazla oldugunu gozlemle-
miglerdir.?

Rybalko ve Syka 3-6 aylik ratlarin giiriiltiiye
maruz kalmadan 6nceki isitme esiklerinin erigkin
ratlarin esikleri ile yakin oldugunu ortaya koymus-
tur.?’ Giiriiltiiye maruziyetin tiim yaglardaki ratlarda
benzer degisikliklere yol agtigini ve giiriiltiiden son-
raki iki hafta iginde igitme esiklerinde diizelmelerin
bagladigini gérmiiglerdir.?’ Bizim ¢aligmamizda da
tim gruplardaki ratlarda giirtiltiiden iki ay sonra
isitme esiklerinde diizelme oldugu gozlemlendi.
Ancak Hougaard ve ark. ise prenatal donemde maruz
kalinan gerek stresin gerekse deksametazonun isitme
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organi iizerine zararh bir etkisi olmadig1 sonucuna
varmiglardir.?! Bu ¢aligmanin sonuglar bizim c¢alig-
mamizla uyumlu olmakla birlikte, literatiirdeki cogu
¢alismanin sonuglari ile uyumlu degildir.

Stenqvist, Pseudomonas aeroginosa ekzotok-
sini verdigi ratlarda tiim frekanslarda isitme esigi
ylikselmeleri meydana geldigini, ilerleyen zaman-
larda diisiik frekanslarda tama yakin ve yiiksek
frekanslarda da kismi iyilesme oldugunu gozlemle-
mistir.”2 Kadner ve ark. ise isitme egsikleri {izerine
prenatal stresin etkilerini aragtirmis ve prenatal
stresin diisiik frekanslarda isitme kaybina neden
oldugunu tespit etmiglerdir.” Canlon ve ark. dek-
sametazon verilen ratlarda giirtiltii verilmek sure-
tiyle oksidatif stres olusturulmadig: siirece sach
hiicrelerde herhangi bir kayip olusmadig: sonu-
cuna varmiglardir.? Calismamizda sagl hiicre bag-
lantilarinda kopma, destek hiicrelerinin lizisi ve
ACP devamliliginin bozulmas: gibi koklear patolo-
jilere grup 2 deneklerinde (deksametazon verilen),
grup 1 deneklerine (deksametazon verilmeyen)
gore daha fazla rastlanmistir.

Girilti uygulanmasindan sonra sagli hiicre
stereosilyalarinda gevseme, sarkma olusmasi ve ste-
reosilyalar arasi baglantilarda kopma olmasi gibi
baz1 degisiklikler meydana gelmektedir.?*?* Gao ve
ark. orta ve yiiksek derecede giiriiltiiniin sagh
hiicre stereosilyalarinda patolojik degisiklere yol
acarak isitme egiklerini etkilediklerini ileri siir-
miislerdir.” Sullivan ve Conolly ratlara dort hafta
stiresince haftada bes kez giinde alt1 saat olmak
tzere 110, 100, 95 ve 85 dB giiriiltii uygulanmas:
sonucu 95, 100 ve 110 dB giirilti uyguladiklar
ratlarda dis sacgli hiicre kayb: oldugunu ortaya
koymuslardir.?® Caligmamizda 6zellikle grup 2 de-
neklerinde ACP ve sagli hiicre devamliliginda
bozulma, destek hiicrelerinde lizis ve igitme egik-
lerinde yiikselme oldugu gozlemlenmisgtir.

SOR blokerleri ve membran stabilizatorlerinin
kokleada iskemi ve reperfiizyon hasarini 6nlemede
faydal1 oldugu bilinmektedir. Seidman ve ark. rat-
larda koklear hasar meydana getirmek i¢in 60 saat
stiresince 90 dB devaml giirtilti uygulamis ve al-
lopurinol ve siiperoksit dismutazin hasari dnle-
mede etkili olup olmadigini aragtirmiglardir.’”
Sonug olarak giirtiltii verilmesi sonucu kokleada
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SOR nedeniyle hasar meydana geldigini ve sozii
gecen ajanlarin hasar1 6nlemede kismen de olsa
faydali oldugunu bulmusglardir.”® Bizim ¢aligma-
mizda ise aminoguanidinin koklear hasar1 kismen
de olsa onlemedigini gozlemledik. Yapilan bir
bagka caligmada da dokuda iskemi reperfiizyon ha-
sarinin bir antioksidan olan kafeik asit feniletil
ester (CAPE) ile azaltilabilecegi gosterilmistir.”
Irmak ve ark., ratlarda 20 dakika boyunca karotid
arter okliizyonu yaparak beyinde iskemi reperfiiz-
yon hasar1 olusturmuslar ve 10 uM CAPE and 25
UM alfa-tokoferol verilen deneklerde iyilesme so-
nuglarimin daha iyi oldugunu gérmiislerdir.”®

Kelly ve ark., sisplatinin neden oldugu ototok-
sisitede nitrik oksitin rolinii aragtirmak i¢in bir
indiiklenebilir nitrik asit oksit sentetaz (iNOS) in-
hibitorii olan aminoguanidinden faydalanmiglar-
dir.? Deneklere sisplatin verilmeden {i¢ giin 6nce ve
verildikten hemen sonra BERA ile esik tespiti yap-
muiglar, koklear dokuda bir nitrik oksit markir1 olan
malondialdehid diizeylerini ¢caligmiglar ve normal-
den yiiksek diizeylerde oldugunu saptamislardir.
Ayrica sisplatin verilen ratlarda esik yiikselmeleri
oldugunu, buna kargin aminoguanidin verilenlerde

ise esik yiikselmelerinin daha az oldugunu gozlem-
lemiglerdir.?” Aydogan ve ark. ise potansiyel bir an-
tioksidan ve iNOS inhibit6rii olan aminoguanidinin
SOR olusumunu 6nlemek suretiyle cilt flebinin ya-
samasina olumlu katkida bulundugunu belirlemis-
lerdir.*® Calismamizda aminoguanidin verilen grup
3 deneklerinde, grup 1 ve grup 2 deneklerinde de
gozlemlendigi gibi giirtiltiiden iki ay sonraki do-
nemde BERA ile yapilan 6l¢iimlerde isitme esikle-
rinde diizelmeler oldugu goriilmiistiir.

0 SONUC

Sonug olarak, BERA ve elektron mikroskobik in-
celeme sonuglarina gore prenatal donemde ekzo-
jen steroidlere maruz kalinmasinin i¢ kulag:
glriiltiiniin etkilerine karsi duyarlh hale getirme-
digi ve aminoguanidin verilmesinin i¢ kulakta olu-
sabilecek olas1 hasar1 6nlemede koruyucu etkisinin
olmadig1 goriistindeyiz.
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