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OZET

Gokdogan C: Hiperbilirubinemili Yenidogan Wistar Albino Rat Modelinde
Elektrofizyolojik Isitsel Yamitlarin Morfolojik Bulgularla Karsilastiriimas.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Odyoloji ve Konusma
Bozukluklar: Program Doktora Tezi, Ankara, 2013.

Hiperbilirubinemi yenidoganlarda siklikla karsilasilan bir saglik problemidir.
Bilirubin mekanizmasinin herhangi bir basamaginda meydana gelen bir bozukluk
sonucu olusan hiperbilirubineminin diizeyi ve maruziyet siiresine bagli olarak etkileri
degisiklik gostermektedir. Isitme sistemi iizerine yiiksek bilirubin diizeyinin toksik
etkisi sensori-noral isitme kaybi (SNIiK) ve isitsel noropati spektrum bozuklugu
(INSB) olarak gériilebilmektedir. Hiperbilirubineminin isitme sistemine etkisini daha
iyi anlamak ve morfolojik degerlendirmeler i¢in deney hayvani modelleri
kullanilabilmekte ve ulasilabilirligin kolay olmasi, diisitk maliyet gibi nedenlerle
ratlar tercih edilmektedir. Isitsel degerlendirmelerde Isitsel Beyinsap1 Cevabi (IBC),
Otoakustik Emisyon (OAE) kullanilmaktadir. Calisma, Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisti, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali Odyoloji ve Konusma
Bozukluklart Doktora Programi tezi olarak yapilmistir. Bu calismada, deney,
plasebo, kontrol olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Her grupta 6’sar olmak {iizere
toplam 18 rat kullanilmistir. Tim ratlara elektrofizyolojik testler uygulanmis ve
morfometrik incelemele yapilmistir. Elde edilen veriler karsilastirilarak
hiperbilirubineminin isitme sistemine etkileri elektrofizyolojik test yontemleri ve
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Hiperbilirubinemili ratlardan olusan deney
grubunda sol kulakta IBC esikleri istatistiksel olarak anlami diizeyde yiiksek
bulunmustur (p <0,05). Deney grubunda 4 ratta bilateral (%66,67), 2 ratta unilateral
(%16,67) SNIK; 1 ratta unilateral INSB (%8,33) ile uyumlu veriler elde edilmistir.
Morfolojik incelemeler 151k mikroskobisiyle yapilmis ve koklea kesitlerinde Dis Tiiy
Hiicreleri (DTH), i¢ Tily Hiicreleri (ITH), beyinsap: kesitlerinde ise Koklear
Nukleuslar (KN) degerlendirilmistir. Fiksasyon sorunu nedeniyle tiim ratlarin
kesitleri degerlendirmeye alinamamistir. Histolojik degerlendirmede plasebo
soliisyonu alan ve hiperbilirubinemili ratlarda DTH ve ITH yapisinda apoptotik
Ozellikte bozulmalar ve hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir. Sonug¢ olarak,
yenidogan ratlarda hiperbilirubineminin SNIK ve/veya INSB’ye neden olabilecegi
distintiilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Hiperbilirubinemi, yenidogan rat, elektrofizyolojik
degerlendirme, sensorindral isitme kaybi, isitsel ndropati spektrum bozuklugu.
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ABSTRACT

Gokdogan C.: Comparison of Electophysiological Auditory Parameters and
Morphological Results in Newborn Wistar Albino Rats Model with
Hyperbilirubinemia, Hacettepe University Institute of Health Sciences
Audiology and Speech Disorders PhD Thesis, Ankara,2013.

Hyperbillirubinemia is a common health problem of newborns. It’s effects
can be different according to level of hiperbillirubinemi which can be a result of a
failure in a certain pathway of the billirubin methabolism and duration of the
hiperbillirubinemia. The toxic effect of billirubin on auditory system can be seen as
sensoryneural hearing loss (SNHL) and auditory neuropathy spectrum disorders
(ANSD). The animal models used for more better understanding the effect of
hipperbillirubinemia on hearing system and for morphologic assesment at the same
time rats are preferred for the reasons of low cost and easy attainability. Auditory
Brainstem Response (ABR) and Otoacustic Emissions (OAE) are used for auditory
asessment. This study has been made on Hacettepe University Institute of Health
Sciences Audiology and Speech Disorders program expertise as a thesis of physical
doctora. Three groups has been made for this study as experiment group, control
group and placebo group. Totally 18 rats used as 6 in every group. Morphometric
evaluation and electrophysiologic tests for the asessment of hearing have been made
for every rat. The effect of hiperbillirubinemia on auditory system were evaluated by
electrophysiologic test methods and morphological by comparing the results of tests.
In the experiment group that consists rats with hiperbillirubinemia the ABR tresholds
of left ear found high which is statistically significant(p<0.05). In the experiment
group SNHL found bilaterally in 4 rats(%66,67), unilaterally in 2 rats(%16,67) and
ANSD found unilaterally in 1 rat (%8,33). Morphologic evaluation has been made by
light microscope and outer hair cells (OHC) and iner hair cells (IHC) have been
evaluated in cochlear cross-section and cochler nucleuses (CN) have been evaluated
in brainstem cross-sections. All cross-sections of rats couldn’t have been evaluated
due to problem in fixation. Deformation in the character of apoptosis and decrease in
the account of cell was observed in the structure of inner and outer hair cells of
groups that takes placebo solution and rats with hyperbilluribinemia in histologic
evaluation. As a result the hiperbillirubinemia of the newborn may result SNHL and
ANSD.

Key words: Hyperbillirubinemia, newborn rat, electrophysiologic
assessment, sensoryneural hearing loss, auditory neuropathy spectrum disorder.
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1. GIRIS

Hiperbilirubinemi, bilirubin metabolizmasinin herhangi bir basamaginda
meydana gelen bozukluk sonucu bilirubinin kanda yiikselmesi ile ortaya g¢ikan,
yenidoganlarda siklikla goriilen, fizyolojik ya da patalojik bir durumdur. Yenidogan
hiperbilirubinemisi 1900’lii yillarin ortalarindan bu yana, ¢ocukluk ¢agi igitme
kayiplarinda ana risk faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir (1).
Hiperbilirubineminin igitme fonksiyonu {izerindeki etkilerinin kandaki diizeye bagh
ve progresif bir dogasi olabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur (2). Bilirubin
yiiksekliginin Sensori- Noral Isitme Kaybi (SNIK) ve Isitsel Noéropati Spektrum
Bozuklugu (INSB) igin risk faktorii oldugu bilinmektedir (3). SNIK, koklea, 8. sinir,
beyin sap1 veya korteks diizeyindeki bir patolojiye bagl olusmaktadir. Cocuklardaki
SNIK’lerin %50 kadar1 genetik olmakla birlikte prenatal, natal veya postnatal
donemlerdeki patolojilere bagli olarak gelismektedir (4). Yenidogan ve infantlarda
hiperbilirubinemiye bagli SNIK prevalansi %12,8 olarak saptanmustir (5). INSB,
bilinmeyeni fazla ve iizerinde cok calisilan bir konudur. Bu konuda yapilan
calismalar sonucunda ilk olarak 1996 yilinda isitme kaybi olan bazi hastalarda
"[sitsel Noropati" tanimi yapilmis, bu konudaki calismalarin ve deneyimlerin de
artmasiyla 2008 yilinda patofizyolojisindeki ¢esitlilik nedeniyle ‘Auditory
Neuropathy Specturum Disorder’ (ANSD) (Isitsel Noropati Spektrum Bozuklugu-
INSB) teriminin daha dogru olacag: yoniinde fikir birligine varilmistir (6). INSB’de
bazi vakalarda sadece i¢ kulaktaki i¢ tiiy hiicreleri etkilenirken, bazi vakalarda ise
sadece santral isitsel yol etkilenmektedir. Yapilan bir ¢alismada, risk altindaki
cocuklarda %0.23, isitme kayipli ¢ocuklarda ise %11 oraninda INSB gériilme siklig
bildirilmistir. INSB risk faktorleri arasinda hiperbilirubinemi, prematiire dogum,
genetik, perinatal mekanik ventilasyon yer almaktadir. Hiperbilirubinemi ile iligkili
INSB, hiperbilirubinemili yenidoganlarda %2,7 oraninda goriilmektedir (7).
Bilirubin, isitsel-néral yollar i¢in spesifik bir egilime sahiptir ve dolayisiyla
hiperbilirubineminin neden oldugu i¢ tliy hiicreleri, spiral ganglion veya 8.siniri
kapsayan patofizyolojisini belirlemek amaciyla otoakustik emisyon (OAE) varlig1 ve

anormal isitsel beyinsapt cevabi (IBC) ile birlikte koklear mikrofonikler



kullanilmaktadir. Hiperbilirubinemi, iIBC ve OAE ol¢iimiindeki etkisini anormal
yanitlartyla gostermektedir. Hiperbilirubinemisi olan yenidoganlarda bilirubin
tedavisi oncesinde elde edilen bozuk cevaplar, tedavi sonrasinda normale dondigii

gibi, mevcut bilirubin diizeyine gore daha da patolojik bir hal alabilmektedir (8).

Calismamizin amaci, toksik dozda bilirubin seviyesi ile hiperbilirubinemili
yenidogan rat modeli olusturarak, bilirubin yiiksekliginin isitme sistemi iizerine

etkilerini elektrofizyolojik test bataryalar1 ve morfolojik degisiklerle saptamaktir.
Calismanin hipotezi,

“Yenidogan ratlara toksik dozlarda bilirubin verilmesi sonucunda kandaki

bilirubin diizeyinin yiikselmesi ile SNIK ve/veya INSB olusacaktir.”



2. GENEL BILGILER

1.1. HiPERBILiRUBIiNEMIi

Hiperbilirubinemi yenidogan doneminin en sik karsilagilan sorunlarindan
birisidir. Hemoglobinin hem pargasinin yikim {iriinii olan biliriibinin, erigkin
serumunda 2 mg/dL, yenidoganda 5-7 mg/dL’nin tizerine ¢ikip, cilt ve skleranin
sartya boyanmasi1 ile olugmaktadir. Saglikli term yenidoganlarin %60’1nda,

pretermlerin ise %80’inde hiperbilirubinemi goriilmektedir (9,10).

Yenidogan hiperbilirubinemisi 1900’1t yillarin  ortalarindan bu yana,
cocukluk cagi isitme kayiplarinda temel risk faktorlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Sensorindral isitme kaybi i¢in risk faktorii oldugu bilinen yenidogan
donemindeki hiperbilirubinemi, kendini zeka geriligi ile belli eden ‘“kernikterus”

olarak adlandirilan beyin hasariyla da sonuglanabilmektedir.

Kernikterus, bazal ganglion ve beyinsapt niikleusunda bilirubinin
¢okelmesine bagli beyin hasaridir. Yenidogan déneminde bilirubin ensefalopatisi
geciren cocuklarda uzun donemde ortaya ¢ikan norolojik sekellere de kernikterus adi
verilir. Bilirubin ensefalopatisi terimi ise akut donemde ortaya c¢ikan ve genellikle

geri doniisli olan klinik bulgulari tanimlamada kullanilir (1, 11).

1.1.1. Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubin mekanizmasinin basamaklarin1 su sekilde maddelemek miimkiindiir

(12, 13, 14).

1. Bilirubin olusumu: Yaklasik giinde 250-350 mg bilirubin olusur. Bunun
%70-80’ i yaslh eritrositlerin pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikar. Geri kalan %20-25’
lik boliimii kemik iligi ve karaciger basta olmak tizere diger baska hem proteinlerden
kaynaklanir. Eritrosit hemolizinde artma bilirubin olusumunda artmaya neden olan

en Onemli faktordiir.



2. Plazmada taginmasi: Bilirubin suda ¢oziinmeyen bir maddedir. Konjuge

olmayan bilirubin, albiimine bagl olarak plazmada taginir.
3. Karaciger tarafindan alinmasi

4. Konjugasyon: Serbest bilirubin karacigerde konsantre olduktan sonra,

glukuronik asit ile konjuge (direkt reaksiyon veren) bilirubin olusturur.

5. Safra yoluyla atilmasi: Konjuge bilirubin, safranin diger yap1t maddeleri ile
birlikte safra kanalikiillerine atilir. Bunlarin ¢ogu diski ile atilir ve diskiya rengini

veren maddelerdir.

Bu basamaklarin herhangi birinde meydana gelebilen bir bozukluk
hiperbilirubinemiye neden olmaktadir. Bilirubin olusumunda artma, karaciger
tarafindan aliminda bozukluk veya konjugasyonun azalmasi, konjuge olmayan
hiperbilirubinemiye yol acar. Safra ile atiliminda bozukluk ise konjuge

hiperbilirubinemiye neden olur.

Konjuge olmayan hiperbilirubinemiler Hemoliz, Gilbert Sendromu ve

Crigler-Najjar Sendromu ile kendini gostermektedir.

1.2. HIPERBILIRUBINEMININ BELIRLENMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

Hiperbilirubineminin belirlenmesinde rutin olarak kullanilan 2 yontem vardir.
Bunlar, kanda total serum bilirubin diizeyinin belirlenmesi ile deri {izerinden non
invaziv olarak Transkutan Bilirubinometri (TkB) cihazi araciligiyla bilirubin

diizeyinin belirlenmesidir.

Serum Total Bilirubin Diizeyi (STBD) insanlar ve kemirgenler arasinda
farklilik  gdstermektedir. Insanlarda, STBD term infantlarda 12 mg/dL’yi,
prematiirelerde 15 mg/dL’yi ge¢misse, serum direkt bilirubin seviyesi >2 mg/dL ise

veya term bebeklerde 1 haftadan, prematiire bebeklerde 10-14 giinden fazla siiren



sarilik varsa patolojik hiperbilirubinemi diigiiniilmektedir. Kemirgenlerde ise STBD

0,2+ 0.2 mg/dL olarak belirtilmektedir. Bu degerin iistii hiperbilirubinemi olarak
kabul edilmektedir (15,16).

TkB yenidoganda bilirubin diizeyini belirlemede kullanilan pratik ve non
invaziv bir metoddur. Mavi (450 nm) ve yesil (550 nm) dalga boyu bdlgelerindeki
151k i¢in optik yogunluktaki farki 6l¢erek infantin subkiitanéz dokusunun sariligini
tespit eder. Ol¢iim probunun iki optik yolu vardir. Bu metod, melanin pigmenti ile
cilt maturitesinin etkilerini minimize ederek infantin subkiitandz dokusundaki

sariligin daha hassas 6l¢iilmesine olanak saglar.

Olgiim probu infantin alnina veya gdgsiine dogru bastirildig1 zaman, icerdeki
xenon lamba yanar. Xenon lambadan ¢ikan 151k cam fiberden gecerek cildi aydinlatir.
Isik yayilir ve deri ile subkiitan6z dokuda sirasiyla emilerek daha sonra cam fiberin
sensOr tarafina geri doner. Geri donen 1siktan, subkiitandz dokunun yiizeysel

bolgesinden yayilan kismi fiberin i¢ ¢ekirdeginden veya kisa-optik yoldan gecer.

Subkiitan6z dokunun derin bdlgelerinden yayillan kisim fiberin dis
cekirdeginden veya uzun-optik yoldan gecerek ilgili fotodiyoda ulasir. Optik
yogunluklardaki farki hesaplayarak, epidermis ile dermiste ortak olan kisimlar
¢ikarilir ve sonug olarak iki dalga boyu alani arasindaki optik yogunluklar sadece
subkiitan6z doku icin elde edilebilir. Optik yogunluk farki toplam serum bilirubin
konsantrasyonu ile dogrusal bir iligki gosterdigi i¢in, tahmini bilirubin

konsantrasyonuna gevirilir ve dijital olarak gosterilir (17).

1.3. ISITME SISTEMI FiZYOLOJiSi

Isitme; atmosferde meydana gelen ses dalgalarmin kulagimiz tarafindan
toplanip beyindeki merkezlerde karakter ve anlam olarak algilanmasina kadar olan
stire¢ olarak tanimlanmaktadir. Genis bir bolgeyi kapsayan isitme sistemi i¢inde dis,
orta ve i¢ kulak ile santral isitme yollar1 ve isitme merkezi bulunmaktadir. Isitme

birbirini izleyen bir kag¢ fazda gergeklesir. Bunlar;



1. Déniisiim (transduction) fazi: I¢ kulakta frekanslarin periferik analizi
yapilir ve korti organinda ses enerjisi biyokimyasal olaylarla elektrik enerjisi haline
donistirilir (12).

2. Ses dalgalarinin perilenfe iletilmesi: 1960 yilinda Bekesy kobaylarda
stroboskopik aydinlatma ile ses dalgalarinin baziller membranda meydana getirdigi
degisiklikleri aragtirmistir. Ses dalgalarinin perilenfe gegmesi ile perilenf hareketlenir
ve baziller membranda titresimler meydana gelir. Bu titresimler bazal turdan
baslayarak apikal tura kadar uzanir. Bekesy bu harekete ilerleyen dalga (travelling

wave) adin1 vermistir.

Baziller membran, bazal turda dar (0.12 mm), apikal turda daha genistir (0,5
mm). Bazal turda gergin olan baziller membranin genisligi arttik¢a gerginligi giderek
azalir. Bu fark nedeni ile ses dalgasi, bazal turdan apikal tura kadar ilerleyen dalga
seklinde iletilmis olur. Bekesy’nin ortaya koydugu diger bir nokta da baziller
membran amplitiidlerinin her yerde ayni olmadigidir. Baziller membran amplitiidii
sesin frekansina gore degisiklik gosterir. Genellikle yiiksek frekansl seslerde baziller

membran amplitiidleri bazal turda en yiiksektir.

Buna karsilik algak frekansli seslerde baziller membran amplitiidleri apikal

turda en yiiksek seviyeye ulasir.

Kokleada yaklasik 3.500 i¢ tily hiicresi (ITH) ve 13.000 dis tiiy hiicresi
(DTH) bulunmaktadir. Bu hiicreler ses enerjisinin, yani mekanik enerjinin, sinir
enerjisine doniisiimiinde rol alirlar. En uzun DTH stereosiliasi, tektorial membranin
alt yliziine baglanir. Daha kisa silialar ve i¢ tiiy hiicre stereosiliasinin tektorial
membranin alt yliziine bagli olmadig1 diisiiniilmektedir. Bazal membrandaki yer
degisimi, tektorial membran ve retikiiler lamina arasindaki DTH’ lerini biikerek
hareketlendirir. Tektorial membran ve retikiiler lamina arasindaki sivi kayma
hareketi ITH’ leri hareketlendirir. Boylece ITH hiz, DTH yer degistirme algilayicisi
olarak gorev yapar. Her tiiy hiicresinin titresim amplitiidiiniin en yiiksek oldugu bir

frekans vardir. Bu durum baziller membran amplitiitleri i¢in de gegerlidir (12).



Kokleada 4 tiir elektrik potansiyeli vardir:

a- Endokoklear potansiyel: Stria vaskularis tarafindan olusturulur. Anoksiye
ve oksidatif metabolizmay1 bozan kimyasal ajanlara asir1 duyarl oldugu igin, varligi

stria vaskularisin aktif iyon pompalama siirecine baglidir (18).

b- Koklear mikrofonik (KM): Biiyiik 6lgiide DTH ve bunlarin meydana
getirdigi K™ iyonu akimma baglidir. Baziller membran hareketleri ve ses uyaranlari

ile direk iliskilidir. DTH harabiyetinde kaybolur.

c- Sumasyon potansiyeli: ITH igindeki elektriksel potansiyelin yonlendirdigi

bir akimdir. Ses uyaranina, frekansina ve siddetine gore degisir (12).

d- Istirahat Potansiyeli: Istirahat konumundaki bir hiicrede (- 80 mV),
endolenfte ise (+ 80 mV) elektrikli potansiyel Ol¢lilmiistiir. Yukarida bahsedilen

diger tiim potansiyeller ise kokleanin uyarilmasiyla elde edilmektedir.

3. Noral sifre (neural coding) fazi: i¢ ve dis tily hiicrelerinde meydana gelen
elektriksel akim, kendisi ile iliskili sinir liflerini uyarir. Bu sekilde elektrik enerjisi,
frekans ve siddetine gore korti organinda kodlanmis olur. Insanlarda isitme siniri
30.000 liften yapilmistir. Bu liflerin %90-95’i miyelinli, bipolar ve ITH’ nde
sonlanan, tip I ndron seklindedir. Buna karsilik %5-10’u miyelinsiz, unipolar ve
DTH’nde sonlanan, tip II ndron seklindedir. Tipki tiiy hiicreleride oldugu gibi her

sinir lifinin duyarl oldugu bir frekans vardir (19).

4. Alg (cognition) — birlestirme (association) fazi: Tek tek gelen bu sinir
iletimleri, isitme merkezinde birlestirilir ve ¢oziilir. Boylece sesin karakteri ve
anlami anlagilir hale getirilir. Spiral gangliondaki sinir hiicrelerinin aksonlar1 n.
cochlearis adini alarak ponstaki koklear nukleuslara ulasirlar. Koklear nukleuslar
(KN), ventral ve dorsal olmak tizere iki gruptur. Algak frekansl seslerle olusan uyari
ventral nukleusta, yiiksek frekansli seslerle olugsan uyar1 dorsal KN’de sonlanir. Bu
liflerin ¢ogu beyin sapinin Karsi tarafina gegerek Superior Olivary Complex’e (SOC)
katilirlar. Lifler buradan Lateral Lemniscus (LL) ve Inferior Colliculusa (IC)



giderler. 1C’den ¢ikan lifler medial geniculate nukleus araciligi ile temporal loptaki

Sylvian fissure’a yerlesmis isitme merkezine gelirler (19).

1.4. HIPERBILIRUBINEMININ iSITME SISTEMi UZERINE TOKSIiK
ETKIiSi

Bilirubin hiicrelerde, hiicre membrani, lipozomlar, sinaptozomlar ve
membrabdz vezikiillerdeki fosfolipidlere baglanirlar. Noronlarda ise Once distal
aksonlara baglanir, daha sonra hiicre govdesine ulasir. Bilirubinin bazal ganglionlara
etkisinin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle klinik bulgulara yol
acabilecek toksisitenin hangi diizeyde ne kadar siire kalmasi gerektigi de

bilinmemektedir.

Bilirubin, in vitro ortamda birgok hiicresel fonksiyonu bozar. Bilirubin hem
ekstraseliiler ortamda oturur hem de membrana baglanir. Membrana baglanan
bilirubin, yiizey gerilimi ve membran polaritesini azaltir, membrandaki iyon
transport kanallarini etkileyerek iyon degisimine yol agar. Su ve sodyum transportu
inhibe olmasi1 sonucu kernikterusta goriilen néronal sisme ve piknosis goriiliir. Diger
yandan mitokondrial fonksiyonu bozar ve metabolik aktivitesini azaltir. Bilirubin
noronlarin arasindaki iletimi de etkiler. Bilirubin toksisitesinin akut donemlerinde

membran potansiyelinin azalmasi, hiicreler arasi iletiyi de azaltmaktadir.

Bilirubin diizeyindeki artisla olusan hiicresel metabolik aktivitelerin degisimi
sonucu, farkli derecelerde isitme kaybi, atetoid serebral palsi, nobetler ve
kernikterusa bagli 6liimden, mental retardasyon, davranis problemleri, gecikmis
konusma ve kognitif hasara kadar degisik yelpazede goriilebilir. Kernikterus i¢inde
ekstrapramidal anormallikler ve spastisite, bakis anormallikleri (6zellikle yukari

bakis bozuklugu) ve dislerde enamel hipoplazi goriiliir (20,21).

Hiperbilirubineminin isitme sistemi iizerine olan etkileri giderek daha ¢ok
dikkat cekmekte ve bu alanda yapilan ¢alisma sayisinin artmasina sebep olmaktadir.
Siklikla, bilateral ve simetrik yiiksek frekans isitme kaybi, KN’lerin patolojik

lezyonlar1 bildirilmektedir. Prematiirite veya diisiik dogum agirhfiyla birlikte



goriilen kernikteruslu ¢ocuklarin postmortem incelemelerinde santral isitsel
patolojiler, 6zellikle beyinsap1 diizeyinde dorsal, ventral KN, SOC, LL, IC hasarlari
belirlenmistir. Bunlara igitme siniri ya da i¢ kulak sorunlar1 da eslik edebilmektedir.
Calismalarda, kernikterus gelismeksizin sadece bilirubin seviyesindeki artigla da
orta-ileri derecede isitme kaybi veya santral isitsel disfonksiyon goriilebilecegi
belirtilmistir. Dolayisiyla hem bilirubin diizeyi hem de bilirubin yiiksekligiyle gecen
siire isitmede patolojik sonuglarin olusmasinda 6nemli risk faktorleri arasinda oldugu

belirtilmektedir (5,20, 21,22).
1.4.1. Isitme Kaybi ve Isitsel Noropati Spektrum Bozuklugu

Isitme kayb1 santral ve/ veya periferik isitsel sistemin herhangi bir kisminda
olusan hasar veya patoloji sonucu igitme duyarlilifinin azalmasi ya da kaybolmasidir
(23). Yenidogan ve infantlarda isitme kaybmin prevalansi her 1000 canli dogumda
1,5 ile 6,0 arasindadir (24, 25, 26). [sitme kayiplar1 konjenital veya akkiz olarak
gelisebilir. Patolojinin lokalizasyonuna gore iletim tipi, sensorindral ve mikst tip
isitme kayiplar1 olarak smiflandirilabilir. iletim tipi isitme kaybi, sesin i¢ kulaga
iletimi asamasinda dis ve orta kulak diizeyinde bir patolojiye; sensoriandral tip isitme
kayb1 (SNIK) koklea, 8. sinir, beyin sap1 veya korteks diizeyindeki bir patolojiye
bagli olusur. Mikst tip isitme kaybi ayni anda hem iletim hemde sensorindral
komponenti olan isitme kaybidir. Isitme kayb1 konjenital veya gec baslangiglh olabilir
ve SNIK %20, iletim tipi %30 ve mikst tip %50 oraninda olarak goriiliir (27).

Cocuklardaki SNIK larinin %50 kadar1 genetik nedenlere baghdir. Genetik
sebeplerle olusan SNIK’larinin %30 kadar1 da bir sendromun pargasidir (4). Genetik
olmayan SNIK lar1 prenatal, natal veya postnatal olusan patolojilere sekonder gelisir.

Cocuklarda SNIK etyolojik faktorleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir (28).
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Tablo 2.1. Cocuklarda SNIK Etiyolojik Faktorleri (28)

GENETIiK NEDENLER GENETIiK OLMAYAN NEDENLER

Otozomal Dominat Bozukluklar Enfeksiyonlar

(Waardenburg, Stickler, Treacher Collins)  (Kizamik, kizamik¢ik, kabakulak, CMV,

Otozomal Resesif Bozukluklar Influenza, Varicella Zoster, Adenovirus)
(Usher, Pendred, Jevel-Lange-Neilsen) Ototoksik ilag kullanimi

Sex-linked Bozukluklar (Antibiyotikler, ditiretikler)
(Wildenvaank, Alport) Anoski ve hipoksi

Multifaktorial Genetik Bozukluk Hiperbilirubinemi

(Goldenhar) Prematiirite

Kromozom bozukluguna baglh Diisiik dogum agirligi

sendromlar Kulak — kafa travmalari

(Down, Turner) Giiriiltilye maruz kalma

INSB, akustik uyarilarin i¢ kulak, isitme siniri ve isitsel beyin sapinda
distorsiyonuna sebep olan bir hastaliktir. INSB, kokleada normal DTH fonksiyonu

mevcutken, isitme siniri fonksiyonun bozulmasiyla karakterizedir (29).

1970’lerde, isitsel beyinsapi cevaplarinin (IBC) gelistirilmesiyle nérolojik
bozukluklar1 olan hastalarda uygulamalar yapilmis, normal ve isitme kaybi olan

olgulara gore farkliliklar gézlenmistir (30).

1980°1i yillarda odyolojik testlerde karsilasilan beklenmedik ve paradoksal
bulgular ‘isitsel noropati’ teriminin kullanilmasia sebep olmustur. Elde edilen bu
bulgular1 tanimlamada, tam olarak da dogru olmayan “ndropati” terimi ilk olarak

norologlar tarafindan kullanilmigtir (31-36).

1990’11 yillarin basinda siklikla kullanilmaya baslanan otoakustik emisyonlar

(OAE) norolojik olarak risk altinda olan bebek ve/veya c¢ocuklarin igitmelerinin
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degerlendirmesinde kullanilmistir. Bu olgulardan elde edilen bulgularin diger testler
ile kiyaslanmasi sonucunda anormal bulgulara daha siklikla rastlanmaya

baslanmistir.

Norolog Arnold Starr ve dig. (37) 1991 yilinda, IBC olmamasima ragmen
normal OAE vyanitlarin ve koklear mikrofoniklerin (KM) elde edilmesi gibi
paradoksal bulgularla birlikte hafif derecede isitme kaybi1 olmasina ragmen ileri
derecede konusmayi anlama problemi olan 11 yasinda bir ¢ocugu tanimlamislardir.
Olguda, bu bulgularin yan1 sira gap detection ve binaural maskeleme seviye farkini
iceren psikoakustik test bulgularinda da anormallik bulmuslardir. Daha sonraki
yillarda ise Starr ve dig. (38) benzer bulgular tagiyan bir grup olgu tanimladiklarini
ve bu olgularda isitme kaybinin yani sira herhangi bir norolojik bulgu olmamasina
ragmen, 10 olgunun 8’inde periferik noropati oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen
bu deneyimler dogrultusunda Starr ve dig. isitme siniri noropatisi olan isitme kayipl
olgular1 tanimlayarak, ilk kez 1996 yilinda ‘Isitsel Noropati (IN)’ terimini literatiire

yerlestirmistir.

IN tanimiyla birlikte pediatrik odyolojinin degerlendirme ve tedavisinde

farkl1 bir bakis acis1 olusmustur.

Berlin ve dig. (39) 2001 yilinda ‘Auditory Dys-Synchrony’ (Isitsel
Dissenkroni) terimini kullanmaya baslamislardir. Arastirmacilar, IN olgularmmn ortak
odyolojik bulgular1 olmasina ragmen heterojen bir grup olusturduklarma dikkati
cekmistir. IN olgularmin bir kismi1 pre/perinatal nedenlerle genetik mutasyon sonucu
olusan hastaliklara konjental olarak sahipken diger bir kismi periferik noropatiye

neden olan daha ge¢ tutulumlu hastaliklarin 6zelliklerini tagimaktadir (40,41).

Berlin ve dig.’nin (39) IN sebebi olan spekiilatif mekanizmalar, selektif ig tiiy
hiicre (ITH) kaybi, snaptik veya myelizan hastaliklar veya periferik ndropatinin
isitme sinirini etkilemesine iligkin verileri bu konuya olan bakis agilarim
gelistirmistir. Bu gelismelere paralel olarak 2004 yilinda, Star ve dig.(42), IN’yi Tip
I (Proksimal) ve Tip Il (Distal) olarak iki temel gruba ayirmistir. Arastirmacilar,

lokalizasyon bolgelerini Tip I IN’de spiral ganglion, akson ve dendirit’ler olarak
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belirtirken Tip Il IN’de ise terminal dendirit, ITH ve snaptik baglantilar olarak

belirtmislerdir.

Rapin ve dig.(43), 2006 yilinda Primer demyelizan noropati ve Primer
aksonal néropati olmak iizere iki yeni grup tamimlamis ve Isitsel Dissenkroni

teriminin yetersiz oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan ¢aligmalar, IN’ye olan ilginin artmasina sebep olmus ve
lokalizasyona iligskin degisik goriisler ortaya atilmistir. M.M. El-Badry, ve S.L.
McFadden (44), IN’nin; ITH diizeyi, ITH ile isitme siniri arasindaki snapslar veya
sadece isitme siniri diizeylerinden birinde lezyon veya anormallik sonucunda
olusabilecegi belirtirken, Sutton ve dig. (45) isitme sinirindeki ateslemenin noral yol
boyunca transmisyonunda dissenkronizasyona yol actigmi ve bunun anormal IBC ile

sonuc¢landigini belirtmektedirler.

Bu gorislere ek olarak, Ngo ve dig. (46), bazi olgularda lezyon
kombinasyonlarmin da olabilecegini, lezyonun kokleadaki ITH’den isitsel kortekse
kadar herhangi bir yerde goriilebilecegini belirtirken, El- Badry ve McFadden(44) ise
herhangi bir patolojik mekanizmanin temporal kodlama ve ndral senkronizasyona

verebilecegi hasar ile IN’nin olusabilecegini belirtmislerdir.

Heterojen bir gruba sahip olmasinin yani sira ¢ok yonlii 6zellikleri de olan IN
olgulart i¢in 2008 yilinda ‘Auditory Neuropathy Specturum Disorder’ (ANSD)
(Isitsel Noropati Senkronizasyon Bozuklugu — INSB) teriminin kullanilmasi uygun

gorilmistiir (6).

Prevelansa iligkin yapilan caligmalar yillara gore degerlendirildiginde, ilk
calismalarin riskli gruplarda yogun oldugu goriiliirken 6zellikle yenidogan isitme
taramalariin  da yayginlasmas:t ile giinlimiizde yenidogan isitme taramasi
bebeklerine ait prevelans ¢alismalarina da rastlanmaktadir. Prevelans c¢aligmalarinda
popiilasyonun ayni olmasina ragmen farkli oranlarin elde edildigi goriilmektedir
(Tablo 2.2). Bunun muhtemel metod farkliliklarina bagli oldugunun diistinildiigi
belirtilmektedir (51).
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Tablo 2.2. INSB Prevelansi (51)

Populasyon Olgu Sayist INSB’li Olgu Oran (%)
Sayis1
Steinve ve dig. Ozel bakim
— 100 4 4,00
(1996) tinitesi
Psarommatis ve  Yogun bakim
. 102 2 1,96
dig. (1997) iinitesi
Berg ve Yogun bakim
. 1194 115* 9,63
dig.(2005) iinitesi
Psarommatisve  Yogun bakim
. 1150 25** 2,17
dig. (2006) iinitesi
Vohr ve dig. Yenidogan
111 2 1,80
(1998) Tarama
Cone-Wesson ve  Yenidogan
56 3 5,36
dig. (2000) Tarama
Kirkim ve dig. Yenidogan
65 10 15,38
(2008) Tarama
Rance ve ark o
Riskli bebekler 109 12 11,01
(1999)
Rance ve ark -
Riskli bebekler 290 19 6,55
(2005)
Kraus ve ark Isitme engelli
48 7 14,58
(1984) cocuklar
Isitme engelli
Park&L ee (1998) 139 7 5,04
gocuklar
Isitme engelli
Lee ve ark (2001) 67 2 2,98
¢ocuklar
Madden ve ark Isitme engelli
428 22 5,14
(2002) cocuklar
Tang ve ark Isitme engelli
56 1 1,78
(2004) cocuklar

*Caligmada kullanilan IBC sadece tarama diizeyinde kullanilandir (35 dBnHL), **25 olgunun
12’sinde ndral senkronizasyon daha sonradan diizelme gostermistir.
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Heterojen bir 6zellik gdsteren INSB’nin etiyolojik faktorleri de ¢ok genis bir
araliga sahiptir. INSB’nin etiyolojik faktorleri Tablo 2.3’te gosterilmistir (47).

Tablo 2.3. INSB Etiyolojik Faktérleri (47)

GENETIK DIGER

Sendromik Olanlar Sendromik Olmayanlar

Charcot-Marie-Tooth Otozomal Dominant (AUNAL) Hipoksi

(CMT) Hastaligi Otozomal Resesif (OTOF, PJVK) Iskemi

Otozomal Dominant X-Linked Prematurite

Optik Atrofi Hiperbilirubinemi
Leber’in Herediter Optik Hidrosefali
Noropatisi Immiin hastaliklar
Friedreich Ataksisi (Gullian Barre Send

vb.)
Inflamatuar néropati

[leri derecede

geligimsel gerilik

1.5. ELEKTROFIZYOLOJIK TESTLER
1.5.1. Otoakustik Emisyon (OAE)

OAFE’ler, insanlarin ve hayvanlarin dis kulak yolundan tespit edilebilen,
koklear kaynakli, hafif siddette akustik enerji yayilimlaridir. Bu akustik enerjinin,
DTH’nin mekanik aktivitesi ile oldugu diistiniillmektedir. OAE’da cevaplar, spontane
olarak kaydedilebilmesinin yan1 sira farkli uyaran tipleri verilerek de
kaydedilebilmektedir. Isitme esigini belirlemede kullanilmayan OAE’lar sadece

isitme fonksiyonunun belirlenmesine yardimci olmaktadir (48,49).

Akustik uyaran siddetindeki artiglar, orta kulak sisteminde lineer Gzellik
gosterirken bazal membran titresimlerinde nonlineer 6zellik gostermektedir. Buna

gore orta veya yiiksek siddetteki akustik uyaranlar, OAE amplitiidlerinde ¢ok kisith
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miktarda nonlineer ozellikte amplifikasyona yol acarlar. Kulaga verilen diisiik
siddetli uyarana karst OAE amplitiidleri lineer artis gosterirken uyaran siddetinde
artma oldukc¢a nonlineer artig gosterir. Bu durum da OAE’larin koklear orjinli

oldugunu desteklemektedir (4,50).

Uyarilmis OAE &lgiimlerinin INSB olgularinda yapilmasinin en &nemli
nedeni bu olgular1 SNIiK olan olgulardan ayirabilmektir. Pozitif OAE bulgular ile
anormal IBC bulgularinin uyumsuzluk gdstermesi bu olgular1 SNIK olgulardan
ayiran en 6nemli dzelliklerdendir. Bununla birlikte bazi INSB olgularinda negatif
OAE cevaplar1 da goriilebilmektedir. Bu olgulardaki negatif OAE cevabinin, degisik
tip ve derecelerde isitme kaybi olarak yorumlanmasina paralel olarak hatali
amplifikasyon uygulamalarinin sonucunda meydana gelmis olabilecegi de
belirtilmektedir (51). OAE’lar spontan ve uyarilmis otoakustik emisyonlar olmak
tizere iki temel gruba ayrilmaktadirlar. Bu iki grubu birbirinden ayiran temel 6zellik
spontan OAE larin olugsmasinda bir akustik uyarana ihtiya¢ yokken uyarilmis OAE

larin olusmasi i¢in mutlaka akustik uyaran olmasi gerekliligidir (52).

Spontan otoakustik emisyonlar (SOAE) uyar1 olmadan dis kulak yolundan
kayit edilen dar banth diisiik yogunluklu akustik sinyallerdir. Normal isitmesi olan
tim popiilasyonun %40-70’inde bulunurlar (53, 54, 55). Yasla birlikte prevalanslari
ve amplitiidleri azalmaktadir (56, 57, 58). SOAE’lar uyarilmis emisyonlara gore daha
duyarlidir. Ototoksik ilaglarla ve cevre giliriiltiisii ile prevalans ve amplitiidleri
azalabilir. SOAE varliginda bireyin isitmesinin normale yakin oldugu

sOylenebilmekle birlikte olmamasi da isitmenin olmadig1 anlamina gelmemektedir.
Uyarilmis OAE lar1 da 3 temel grupta incelemek miimkiindiir. Bunlar;

a) SFOAE (Stimiilus frekans OAE) Stimulus frekans otoakustik emisyonlarda
saf ses uyaranlar verilerek koklea uyarilir ve cevaplar alinir. Cevaplar uyaranin
stirekli olarak verildigi sirada kaydedildigi i¢in elde edilen cevabi uyarandan ayirmak
icin 0Ozel diizenek gerektirmektedir. Teknik zorluklar ve ayrintilar, klinik

uygulamalarina gecilmesinde en 6nemli engeldir (59).
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b) TEOAE (Transient Evoked OAE): Kisa siireli klik ya da tonal akustik
uyarani takiben 4-20 msn i¢inde kaydedilen bu emisyonlar “Kemp Echoes “ olarak ta
adlandirilmaktadirlar (60). Klinik kullanimi ¢ok yaygindir. Normal koklear
fonksiyonlara sahip tiim kulaklarda elde edilme olasilig1 ¢ok yiiksek olan bu emisyon
cevabinda bireyler arasinda amplitiid ve frekans farkliliklart bulunur. En sik 700-
4000 Hz frekans araliginda izlenen TEOAE olgiimlerinde dikkate alinmasi gereken
bir nokta da sensorinéral isitme kayiplarindan etkilenmesidir. Literatiirde 30 dB’den
daha fazla olan kayiplarda tespit edilemedigi bildirilen TEOAE’un ortalama isitme
esigi araliklarina gore goriilme yiizdeleri su sekildedir (Tablo 2.4) (56,60).

Tablo 2.4. TEOAE nin Isitme Araliklarina Gore Goriilme Yiizdeleri (56)

Saf Ses Ortalamasi TEOAE Cevabi Goriilme Oram

0-10dB %100
10-20 dB %99
20-30 dB %11
30-35dB %8
40 dB {istii %0

Dis tiiy hiicre fonksiyonlarini degerlendirmede elektrokokleografi (ECohG),
IBC ve konvansiyonel odyometrik olgiime gore daha degerli olan TEOAE
cevaplarinda g6z oniine alinmasi gereken 6nemli nokta 3500 Hz den sonra emisyon

cevabinin azalmaya baglamasidir (61).

Sensitivitesi %90’larin {izerinde olan ve O6l¢iim siiresi kisa olan TEOAE,
objektif ve kolay uygulanan olarak koklear fonksiyonlarin genel monitdrizasyonu
icin uygun bir metod olmakla birlikte laboratuvar hayvanlarinda TEOAE kayd kisa

latans siiresi nedeniyle ¢cok zordur (22).

¢) DPOAE (Distorsiyon Uriinii OAE): Bitonal uyaranlar ve intermodiilasyon
tirtinleri olarak da tanimlanabilen ek frekanslar tarafindan uyarilan saglikli koklea,
pek cok farkli distorsiyon iiriinleri olusturur. Bu distorsiyon iirtinlerini olusturmada

en etkili frekans 2f1-f2 dir. Bunda DPOAE’larin bazal membranda olusma yeri rol
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oynamaktadir (63,64). Olusan DPOAE’nun amplitiidii, uyaranlarin siddeti ile yakin
iliski gosterir. Uyart tonlarin {2 siddetleri disiiriilerek DPOAE amplitiidiindeki
degisiklikler kaydedilir. Bu durum bize cevaplarin non-lineer oldugunu yani

kokleadan kaynaklandigini, enstrumantasyon artefakti olmadigini kanitlar.

DPOAEF’larin yiiksek hassasiyeti ve iyi frekans Ozelligi, normal isitme
fonksiyonuna sahip olgularla, DTH’nin ciddi lezyonu olan olgular1 birbirinden

ayirmaya olanak saglar.

DPOAE lar 50 dB den daha fazla isitme kaybina sebep olan ciddi DTH
lezyonlar1 olan olgular1 belirlemede etkili olarak kullanilmakla birlikte saf ses isitme
esiklerini degerlendirmek i¢in uygun degillerdir. Cilinkii DPOAE’lar normal ve
normale yakin orta kulak ve koklear fonksiyonu gostermekle birlikte kesin igitme

esiklerini yansitmazlar (65,66).

Kemirgenlerde de (ratlar gibi) iki tonla uyaran verilmesi sirasinda yiiksek
seviyeli distorsiyon olusur. Bu bulgu kemirgenlerde gézlenen DPOAE bulgularinin

insanlardakine benzer oldugunu géstermektedir (67).

1.5.2. OAE ile Kontralateral Supresyon (KLS)

Olivary cochlear sistem, superior olivary komplex’ten (SOC) koken alan ve
kokleaya uzanan medial ve lateral olmak iizere iki alt sistemden olusur (68,69).
Medial ve lateral olivary cochlear daldan sadece medial dalin fonksiyonu biraz
anlasilmistir. Noronlarin hiicre govdeleri medial superior oliveri nukleus yakininda
yerlesir ve oradan caprazlasarak karsi kulagin DTH’de sonlanirlar. Hem afferent hem
de efferent lifler korti organi ve habenula perforata da miyelin kiliflarindan ayrilirlar
(71). Beyin sapinda SOC’tan koken alan efferent sinir lifleri koklear mekanikleri

etkiler (70).

Negatif geri doniisim yaparak fonksiyon goéren medial olivary cochlear
(MOQOC) lifleri, isitme fizyolojisinde biiyiik onem tagimaktadir. Bu fonksiyon, igitme
sisteminin akustik travmadan korunmasinin yam sira, iletim icin basilar membranin

optimum statik pozisyonunu da saglar. Giiriiltiilii ortamlarda konugmanin daha iyi
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ayirt edilmesini saglayan antimasking fonksiyon géren MOC lifleri ayrica selektif
dikkatte gorevli olup, akustik uyaran girigini baskilayarak santral islemlemeye izin

verir ve daha hayatin ilk yillarinda kokleanin frekans segiciliginin gelisimine katkida

bulunur (71-77).

1946 yilinda kesfedilen efferent olivary cochlear sistem matiirasyonu, post
konsepsiyonel 30-35 haftadan sonra gerceklesir (77). Olivary cochlear efferentlerin
stimulasyonu, basiler membranin frekansa bagimli vibrasyon hareketinin azalmasi ile
OAE amplitiidlerinin azalmasina neden olmaktadir (71,72). Bu durum MOC
aktivasyonun, DTH’nin iletim potansiyelini azaltarak koklear amplifikasyonu ve

baziler membran vibrasyonunu azalttigini diistindiirmektedir (71).

MOC efferentlerinin isitmenin dinamik dizilimini degistirdigi, maskelemeyi
azalttig1, akustik travmadan korudugu, secici dikkate yardimci olmasinin yani sira
MOC fonksiyonunun, giiriiltiilii bir ortamda kisa siireli seslerin diskriminasyonunu
da arttirdigina dair hipotez ortaya konulmustur. Olivary cochlear lifleri kesilen
kediler iizerinde yapilan bir hayvan ¢alismasi bu hipotezi desteklerken insanda boyle
olmadigi iddia edilmektedir (78). Hayvan ¢alismalart MOC efferentlerinin yiiksek
siddetli seslerin sebep oldugu i¢ kulak hasarina karst koruyucu oldugunu da
gostermistir. Bu koruyuculukta yavas MOC etkileri, hizli MOC etkilerine gore daha
onemlidir (79). Insanlarda MOC efferentlerinin roliiniin arastirildig: bir ¢alismada,
performans ve MOC aktivasyonu arasindaki korelasyona bakilmis ve saglam kulagin
karsisindaki kulaga giiriiltii vererek MOC aktivasyonunun arttirilmasi hedeflenmistir.
Caligmada, giicli MOC refleksi olanlarin giiriiltiide sinyali tespit etmede daha
yetenekli olduklar1 anlagilmis ve bu durumun, giiriiltiide sesi tespit etmede MOC
efferentlerinin rolii oldugu hipotezini destekledigi belirtilmistir (72). Anatomik
caligmalar, MOC noronlarina santralden perifere gelen uyarilarin iist merkezlerden

geldigini ve bu sekilde kontrol edildigini gostermektedir (80,81).

Konuyla ilgili bir hayvan ¢alismasinda prospektif OAE ol¢iimleri ile ratlar;
akustik travma maruziyetlerine gore zayif, orta ve giicli MOC refleksleri olanlar
seklinde smiflandirilmistir. Akustik travmaya maruz birakilmis ve zayif MOC

refleksi olanlar en fazla zarar1 goriirken, en giiglit MOC refleksi olanlar en az zarari
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gormiiglerdir. Calismada, MOC efferentlerinin akustik travmadan koruma etkisinin
yaninda, OAE testlerinin hassas ve dayanikli kulaklarin ayirtedilmesinde
kullanilabilecegi de belirtilmistir (80).

1.5.3. Isitsel Beyinsap1 Cevabi (IBC)

IBC, normal ya da patolojik isitsel fonksiyonu degerlendirmede kullanilan,
kafa yiizeyine yerlestirilmis elektrotlardan kaydedilen néronal yanitlardir. Kullanim
kolayligt ve non invaziv bir yontem olmasi nedeniyle klinikte ve deneysel
calismalarda yaygm olarak kullanilmaktadir. IBC’inda farkli anatomik bdlgelerden

koken alan dalgalarin, latans, amplitiid ve morfoloji degerlendirilmesi esastir. (82)

SNIK’de IBC esikleri kullanilan uyaran tipi (tonal, klik vb.) ve
degerlendirilen frekans bolgesindeki isitme fonksiyonuna gore yiikselebilmektedir

(83).

INSB olan olgularda bu temel parametrelerde farklilik gdzlenmesi, tami
konulmasinda IBC’nm roliinii olduk¢a &nemli hale getirmektedir. En 6nemli
bulgular IBC kaydinda klik uyaranda polarite degisikligiyle koklear mikrofoniklerin

(KM) gdzlenmesi ve IBC dalgalarinin olmamasi ve / veya anormal olmasidir (35,51).

KM'’ler, kokleadaki tily hiicrelerinin polarizasyonu ve depolarizasyonu ile
tiretilen potansiyellerdir. Bu potansiyeller prendral yanitlardir, noral aktivite
liretimine benzememektedir. IBC’da oldugu gibi akustik dalga formuyla iligkili bir
faz gibi goriiniir. KM’lerin, klik uyaranla kaydedilen IBC testinde yiiksek uyaran
seviyesinde (80 dB nHL) goriilebildigi ve 5-6 msn’ye kadar Olgciilebildigi
belirtilmistir. Bu koklear potansiyeller 60 dB nHL uyaran seviyesinin altinda ortaya
c¢ikmamaktadir. Ayrica KM’lerin latans1 uyaran seviyesiyle degismemektedir (122).
Berlin ve dig. (41), 2003 yilinda yayinladig1 calismada, INSB’li 2 aylik bir bebekte
KM’ler 80 dB nHL uyaran seviyesinde maksimum 2 msn’yede gozlenmistir. Wilson
ve dig. nin (84) ¢alismasinda, 1. dalganin saptanmasiyla ilgili hatalar1 dnlemek igin,
belirgin KM aktivitesinin ortaya ¢ikis siiresi uyarandan sonra 0,4-0,7 msn olarak

tanimlanmastir.
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Yapilan calismalarda kemirgenlerdeki IBC ile insanlar arasinda 6nemli
farkliliklar oldugu belirtilmistir. Bu farkliliklar1 dalgalarin anatomik lokalizasyonu
(Tablo 2.5), dalga morfolojisi ve paterni (Sekil 2.1) ile esik degerlendirmede
kullanilan dalga (Sekil 2.2) olarak siralamak miimkiindiir. Insanlarda III. ve V.
dalgalar en yiiksek amplitiidlii olandir ve IBC’yi belirlemede kullanilmaktadir. Oysa
ratlarda, Il. Dalga en yiiksek amplitiidlii, I11. dalga ise en diisiik amplitiidlii olandir.
En &nemli farklililardan biri de V.dalganin ratlarda IBC esik degerlendirilmesinde

kullanilamayacagidir (85-87).

Tablo 2.5. insanlarda ve Ratlardaki iBC Dalgalarmin Anatomik Lokalizasyonu (87).

insanlarda Ratlarda

I. Dalga VIII. sinirin distali Posterior ventral KN

Il. Dalga VIII. sinirin proksimali Anterior ventral KN ve

trapezoid cisim

I11. Dalga KN primer néronlar SOC

IV. Dalga SOC noronlar, muhtemelen LLvelC
KN ve LL

V. Dalga LLvelC

VI. Dalga IC

msec

Ratlarda Klik iBC gériintiisii insanlarda Klik iBC gériintiisi

Sekil 2.1. Ratlarda ve Insanlardaki IBC’min Dalga Morfolojisi ve Paternleri
(119,120).
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Sekil 2.2. Ratlarda IBC Esik degerlendirmede kullanilan dalga paterni 6rnekleri (87)
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(A:0,5 kHz Tone- burst uyaranda, B: 1kHz Tone- burst uyaranda, C: 16 kHz Tone- burst uyaranda, D:

32 kHz Tone- burst uyaranda)

1.6. DENEY HAYVANLARI

Deney hayvanlari, hipotezi bilimsel kuramlara gore kurulmus, arastirmalarda

ve biyolojik testlerde kullanilan hayvanlardir. Hayvan deneyleri, ilgili etik kurul

kurallarina uygun olarak her tiirlii hayvan tizerinde bilimsel ¢alisma yapilabilmesine

olanak sunmaktadir.

1.6.1. Tarihge

Deney hayvani kullanildigini bildiren ilk Kitap olan ‘Corpus Hippocraticum’

(M.O. 400) hayvanlar iizerinde anatomik yapiyr belirlemeye yonelik yapilan

incelemeler hakkinda bilgi vermektedir. 17. yiizyi1lda insanlar hayvanlarin mekanik

prensiplerle

bulunmuslardir. Birgok arastirmaci, aragtirmalarinda canli tavsan, yilan baligi, balik,

anlasilabilecegini

savunmuslar

veE

etik  dis1

yaklasimlarda
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inek gibi hayvanlarda deneyleri yapan Descartes’1 takip etmistir. Darwin’in tiirlerin
kokenini ortaya koymasi sonucu hayvanlardan elde edilen bilginin insanlar icin de
gecerli oldugunu gostermistir. “Fransiz Arastirma Okulu”nun kurulmasindan sonra
19. yy.da Claude Bernard’in ¢alismalar1 ile deneysel tip hiz kazanmus, fizyolojik
deneyler i¢in canli hayvan kullaniminin gerekliligi anlatmistir. 19. ylizyilda yapilan
bircok calisma sonucu canli hayvanlarda yapilan deney sonuglarinin insanlarda
uygulanmasi ile hastaliklarin basariyla tedavi edildigi gorilmistiir. Standart
kosullarda yetistirilmeyen evcil hayanlarin deneylerde kullanimi1 yerine bir bilim dali
haline gelen labratuvar hayvanlarinin olusturulmasi farkl tiirlerin gelistirilmesini de
saglamistir. Boylelikle, aragtirmalarda verilerin aydinlatici yonlerinin hig¢bir 6n yargi

olmadan tekrarlanabilmesi ve istenen kosullarda yeniden elde edilmesi saglanmistir

(88, 89, 90).
2.6.2. Tlk Rat Standardizasyonu

Kayitlara gore ratlar 1877°den giliniimiize laboratuvarlarda yetistirilmektedir.
Ik albino rat 1906 yilinda koloni standardizasyonu yapilmaya calisilirken
bulunmustur. Daha sonra bu sicanlarin Amerika’da Wistar Enstitiisii tiretimlerinde

melezleri ortaya ¢ikmig ve olusan bu tiir ‘Wistar Albino’ adin1 almistir (91).
2.6.3. Rat Kulag1 Anatomisi ve Isitme Ozellikleri

Rat orta kulagi insan orta kulagindaki tiim anatomik yapilari igerir. Tahmin
edilecegi tizere, ratlardaki kemikgikler insandakilere gore ¢ok daha kiigiik olup

yaklasik ¢ceyrek boydadir (92).

Rat orta kulak morfolojisi, Fleischer tarafindan (1978) mikro tip organizasyon

ortaya konularak tanimlanmastir.
Rat orta kulaginin iki ayirt edici 6zelligi vardir:
1) Malleus, gonial bone bolgesinde timpanik anulusa yapisiktir.

2) Malleus basi tizerinde orbikiiler apofiz olarak adlandirilan genis bir kiitle

vardir.
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Insanlarla, ratlar arasindaki farkliliklar:

1. Insanlarda, timpanik membran alani ~66 mm?dir. Oysa ratlarda yalnizca

~11 mm?dir (93).

2. Pars tensa ve pars flaksidanin rolatif boyutlar1 da tamamen farklidir.
Insanlar, timpanik membranin total biiyiikliigii ile kiyaslandiginda ¢ok
kiiciik bir pars flaksidaya sahip iken, ratlarda pars flaksida timpanik

membranin 1/4 ila 1/3’{inii olusturur.

3. Rat orta kulagmin kiigiik bullas1 ve genellikle kapali olan, horizontale
yakin Eustachian tiipii (ET) vardir. ET mukozasi, biiyikk yogunlukta

goblet hiicreleri, daha az miktarda da muko6z glandlar icerir (94).

4. Rat ET agilma basinci insandakine benzerdir. ET iki ayr1 silyali ve

sekretuar kanal yoluyla epitimpaniuma baglidir.

5. Rat ve insan mukozasi mukosilyer transport sistemi dagiliminda

benzerlik gosterir (95).
6. Rat orta kulag: temporal kemikte yerlesmis ve iyi korunmustur.

Timpanik membrana muayene i¢in siradan bir otomikroskop ile kolayca
ulasilabilir. Rat orta kulaginin ii¢ boyutlu yapisi insaninkine benzer. Ancak mastoid
hiicreler yerine kavite tabanindan ¢ikint1 yapan timpanik bulla mevcuttur. Pars tensa
ve genis pars flaksidasi ile timpanik membran, lateral duvarin biiyiikk kismini
olusturur. Medial duvarda promontoryum, yuvarlak pencere, stapes ile birlikte oval
pencere ve ET’niin timpanik agzi yerlesmistir. Silyali ve sekretuar iki kanal disinda
timpanik kavite, basit, skuamoz-kiiboidal, silyasiz epitel ile doselidir. Patolojik
kosullar esnasinda bu basit epitel degisip, silyali ve sekretuar hiicreler kanallar

disinda yiiksek sayida gortiliir.

Insanlarda, malleus-inkus kompleksi genellikle, en azindan diisiik
frekanslarda, iki asic1 ligaman dogrultusunda olan rotasyonel aksa sahiptir. Bu iki

ligaman; anterior malleolar ve posterior inkudal ligamanlardir. Fleischer’a (1978)
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gore, mikrotip kulakta, malleusun timpanik anulusa belirgin fiksasyonuna ragmen
kompleks hala rotasyon yapabilir. Bu iligki ve inkus kisa kolunun baglantisi
insandakine benzer rotasyonel aks olusturur. Ratlar ile insanlar arasindaki farklardan
bir tanesi, ratlarda manubriumun, rotasyon aksina paralele yakin yerlesmesidir.
Fleischer (1978), genisletilmis model iizerinde yaptigi calismalarda orbikiiler
apofizin meydana getirdigi ek kitlenin, malleus-inkus kompleksinin yerini
degistirdigini bulmustur. Bu da yliksek frekanslarda malleusun transvers boliimii
dogrultusunda ikinci bir rotasyon aksi olusturmaktadir. Bunlara dayanarak, mikrotip
kulaklarin iki tane rotasyon aksi oldugu ve malleuslarmm iki adet net olarak

tanimlanmis vibrasyon modu oldugu sonucuna varmaistir.

Kokleanin ekseni daire tam olarak sagital ve horizontal diizlemde
yerlesmistir. Kokleanin doniis sayis1 21/4 veya 21/2 olarak belirlenmistir. Koklear
kanalin uzunlugu 12,16 mm’dir. Membrandéz kokleanin yapist diger memeliler

gibidir (96).

Ratlarin igitme duyulari iyi gelismistir. Ratlarda isitme araligi 70 dB’de 250-
80.000 Hz araliginda degismekle birlikte seslere en duyarl aralik 8.000 ve 32.000
Hz’dir. Her ne kadar geng ve yaslilarda isitme aralig1 ayni olsa da 5 haftadan geng
ratlar seslere karsi1 ¢ok daha fazla duyarlidirlar. Algak frekansl sesleri insandan daha
az duyarken yiiksek frekansli sesleri ratlar daha iyi duymaktadir. Yavru ratlar soguk
ve aglik gibi stres durumlarinda ultrasonik sesler c¢ikarirlar. Ergin ratlar kisa ve uzun
dalgal1 sesler tretir (97). Laboratuvar hayvanlarinin isitme araliklart sekil 2. 3’te

gosterilmistir.



LABORATUVAR HAYVANLARININ iﬁiTME ARALIKLARI
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dali Odyoloji ve Konusma Bozukluklar1 Doktora Programi tezi
olarak yapilmistir. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezinde gergeklestirilen ¢alisma igin etik kurul izni alinmistir (karar
tarihi: 17.01.2012; sayr: B. 30.2.GUN.0.5.06.00/4-983) (Ek 1).

Calisma modelinin detaylandirilmasi, farkli yogunluktaki bilirubin soliisyon

dozlarinin ve etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla 6n ¢alisma yapilmistir.

3.1. ON CALISMA

Bilirubin enjeksiyonu ile kandaki bilirubin diizeyinin artip artmadigini ve ne
diizeyde attigini belirlemek amaciyla bir dizi islemden olusan 6n ¢alisma yapilmistir.
On galisma icin de gerekli izinler alinmustir. ik enjeksiyon sonrasinda, ilk yarim saat
igindeki kan degerleri incelenmis ve enjeksiyon uygulamasi yapilmayan diger

yenidogan rattaki kan degerleriyle karsilagtirilmistir.

Farkl1 iki yenidogan rata farkli yogunluk ve dozlarda bilirubin enjeksiyonu
yapilmis ve literatiire paralel olarak olarak 1., 2. ve 3. giinlerde TkB ile bilirubin

diizeyine iligskin 6l¢timler yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir.

Farkli yogunlukta ve dozlarda enjeksiyon uygulanan iki yenidogan rat,
yasamlarinin 21. giinline kadar izlenmis TkB cihaz1 ile son 6l¢iimleri yapilmis ve
sonrasinda genel anestezi altinda intrakardiak kan alimi ile 6tenazi uygulanmstir.
Yenidogan ratlarin kan- beyin bariyerleri olugsmadan dnce bilirubin enjeksiyonlarinin
yapilmasi, erigkin oluncaya kadar anne bakimina ihtiya¢ duymalar1 ve yavrunun
anneden uzaklastirilmasinda ya da anestezi sirasinda mortalite risklerinin artmasi,
yasamlarinin ilk ti¢ haftasinda dis kulak kanallarinin ¢ok dar olmasi sebepleriyle

erigkin sayildiklar1 yasamlarmin 21.glinline kadar beklenmistir ve total kan
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miktarinin 1 cc’den az olmasi nedeniyle 6tenazi uygulanmistir. Ratlardan elde edilen
kanlar, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda total

serum bilirubin degerleri yoniinden incelenmis ve sonuglar kaydedilmistir.

3.2.GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Deney hayvanlarinda ayni kosullarda iiretiminin yapilmasi, beslenme ve
bakim kosullarinin sabit olmasi nedeniyle varyasyonlar goriilmemektedir. Bu
nedenle Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu, calisma gruplarinda 6’dan fazla hayvan
kullanilmasia izin vermemektedir. Calismanin, 6liim oraninin yiiksek olmasi vb.
fazla riskli durumlara sahip olup olmadig1 ve c¢alisilan hayvanin o6zelliklerine gore

say1, kurul kararlarina gore arttirilabilmektedir.

Her bir grup icin 6 hayvana izin verilen ¢alismaya deney, plasebo ve kontrol
olmak tizere 3 grup dahil edilmistir. Tiim ratlarin kulak muayeneleri KBB hekimi
tarafindan yapilmistir. Muayenede ameliyat mikroskobu kullanilmis ve dis kulak
yolunda buson varsa temizlenmistir. Calismaya dahil edilen tiim ratlarin dis kulak

yolu ve kulak zarini1 normal goriinimde olmasina dikkat edilmistir.
3.2.1. Deney Grubu

Deney grubu, agirhiklart 18-20 gr (ort: 18,33 gr) arasinda olan
hipebilirubinemili 6 tane yenidogan Wistar Albino tiir erkek rattan olusmaktadir.
Deney grubunda Hiperbilirubinemili Yenidogan Rat Modeli olusturulmustur. Model

olusturulmast i¢in Bilirubin soliisyonu hazirlanmistir.

Bilirubin sollisyonunun hazirlanmasinda, Sigma Aldrich B4126 {iriin kodlu
toz bilirubin kullanilmistir. Bilirubin, Hansen ve dig.’nin (98) uygulamasinda oldugu
gibi %0,1 M NaOH’da ¢ozdiiriilerek, BSA ile stabilize edilmistir ve Krebs- Ringer
buffer ile sulandirilmistir (pH: 7,4). Bilirubin konsantrasyonu 3 mg/ml olarak
belirlenmistir ve hazirlanan soliisyon, + 4°C>de, 1siktan korunacak sekilde muhafaza

edilmistir.



28

Hiperbilirubinemili Yenidogan Rat Modeli: Hiperbilirubinemili yenidogan
rat modelinin olusturulmasinda Mesner ve ark’nin (99) uygulamalari esas alinmistir.
Yapilan 6n c¢alisma ile de giivenilirligi teyid edilen bilirubin dozu (50 mg/kg
bilirubin) intraabdominal olarak postnatal 7. ve 10. giinlerde enjekte edilmistir. Ilk
enjeksiyon oncesi ve 1., 2. bilirubin enjeksiyonundan 24 saat sonra deri iistiinden
bilirubin seviyesini belirlemek amaciyla TkB ile dl¢iimler yapilmistir. Bilirubin
enjeksiyonu yapilan ratlara postnatal 21. giinde intramuskiiler enjeksiyonla anestezi
(50 ml/kg ketamin ve 10 ml/kg xylazine) uygulanmis ve elektrofizyolojik isitme

testleri yapilmistir.

Testleri tamamlanan ratlara 6tenazi dncesi son TkB 6lgtimleri yapilarak, derin
anestezi altinda intrakardiak kan alinarak &tenazi uygulanmstir. Otenazi sirasinda
intrakardiak yolla almman kanlar serum bilirubin diizeyinin belirlenmesi amaciyla
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuari’na gonderilmistir. Otenazi
sonrast veteriner hekim ve KBB uzmani esliginde temporal kemik ve beyin-
beyinsapr diseksiyonu yapilarak paraformaldehit icinde + 4°C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2. Plasebo Grubu.

Plasebo grubu, agirliklar1 18-20 gr (ort: 18,83 gr) arasinda olan 6 tane
yenidogan Wistar Albino tiir erkek rattan olusmaktadir. Plasebo soliisyonu olarak
BSA ile 24 mg/ml Krebs- Ringer buffer (pH:7.5) kullanilmistir. Hazirlanan soliisyon,
+ 4°Cde, 1siktan korunacak sekilde muhafaza edilmistir. Ratlarin isitsel sistemine
etkisi olup olmadigini belirlemek amaciyla bilirubin olmaksizin hazirlanan soliisyon
deney grubuna uygulanan dozla birebir olacak sekilde uygulanmistir Plasebo
soliisyonu, deney grubunda oldugu gibi intraabdominal olarak postnatal 7. ve 10.
giinlerde enjekte edilmistir. ilk enjeksiyon dncesi ve 1., 2. bilirubin enjeksiyonundan
24 saat sonra deri dstiinden bilirubin seviyesini belirlemek amaciyla TkB ile
Olctimler yapilmistir. Plasebo soliisyonu enjeksiyonu yapilan ratlara postnatal 21.
giinde intramuskiiler enjeksiyonla anestezi (50 ml/kg ketamin ve 10 ml/kg xylazine)

uygulanmis ve elektrofizyolojik isitme testleri yapilmustir.
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Testleri tamamlanan ratlara 6tenazi dncesi son TkB 6l¢timleri yapilarak, derin
anestezi altinda intrakardiak kan alinarak &tenazi uygulanmustir. Otenazi sonrasi
veteriner hekim ve KBB uzmam esliginde temporal kemik ve beyin-beyinsapi

diseksiyonu yapilarak paraformaldehit i¢inde + 4°C°de muhafaza edilmistir.
3.2.3. Kontrol Grubu

Kontrol grubu, agirliklar: 18-20 gr (ort: 19 gr) arasinda olan 6 tane yenidogan
Wistar Albino tiir erkek ratlardan olugsmaktadir. Kontrol grubundaki ratlara deney ve
plasebo grubunun aksine herhangi bir enjeksiyon yapilmamistir. Ancak bilirubin
diizeylerini belirlemek amaciyla deney ve kontrol grubunda belirlenen zaman
dilimleriyle es giidiimlii 6lgtimler yapilmistir. Kontrol grubundaki ratlara postnatal
21. giinde intramuskiiler enjeksiyonla anestezi (50 ml/kg ketamin ve 10 ml/kg

xylazine) uygulanmis ve elektrofizyolojik isitme testleri yapilmistir.

Testleri tamamlanan ratlara 6tenazi dncesi son TkB 6l¢timleri yapilarak, derin
anestezi altinda intrakardiak kan almarak 6tenazi uygulanmustir. Otenazi sonrasi
veteriner hekim ve KBB uzmani esliginde temporal kemik ve beyin-beyinsapi

diseksiyonu yapilarak paraformaldehit iginde + 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. ELEKTROFIZYOLOJIK TESTLER

Testler IBC, OAE ve kontralateral supresyon ile OAE &lgiimlerini

kapsamaktadir.
3.3.1. Isitsel Beyinsap1 Cevabi (IBC) Testi

Calismaya alman ratlarin IBC &lgiimleri Bio-Logic Systems Corp. Marka
Navigator Pro Model (2.2.0 versiyonu) cihaz ile gerceklestirilmistir. IBC &lgiimlerine
baslamadan Once, ratlara anestezi uygulanmis, paslanmaz celikten 20x0,30 mm’lik
igne elektrotlar kullanilmis, toprak elektrot sol mastoid bolgesi cilt altina, referans
elektrot sag mastoid bolgesi cilt altina ve aktif elektrot vertekstte cilt altina

yerlestirilmistir. Elektrotlar birbirine degdirildiginde elektrot impedansinin “0”
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Kohm, ratlara yerlestirildikten sonra ise impedansin 5 Kohm’ un altinda olmasina
dikkat edilmistir. Bebeklerde kullanilan siinger uglar yenidogan ratin dis kulak
kanalinin dar olmasi nedeniyle kiigiiltillerek insert kulakliklar araciligi ile ratlarin

kulagina yerlestirilmistir.

IBC 6l¢iimiinde 13.00 rate klik uyaran, 10 msn analiz zamani, averajlamada
1000 sweep, 100-1500 Hz filtreleme kullanmilmistir. 70 dB nHL siddet seviyesinde
kayda baglanmis alinan yanitlara gore siddette degisiklik yapilmistir. KM varliginm
belirlemek amaciyla condensation (+), rarefaction (-) polarite degisikligi ayni
siddette her iki kulak i¢in de uygulanmistir. Esik taramasi i¢in klik uyaranda

onerildigi tizere rarefaction polarite ile devam edilmistir.

Resim 3.1. Ratta IBC Ol¢iimii
3.3.2. Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Testi

Distorsiyon {irlinli otoakustik emisyonlarin dl¢limiinde Otodynamics® Ltd.
ILOV6 cihazi kullanilmistir. Tiim 6l¢iimler ratlarin kafasi yere yatay pozisyonda iken
yapilmistir. Yenidogan probu kullanilarak yapilan oOl¢limlerde ratlarin dis kulak
kanallarinin dar olmas1 sebebiyle probun yerlestirilmesinde plastik adaptor
kullanilmistir. Prob yerlesimi ve uyaran uygunluguna iliskin gdstergenin kontrolii

sonrasinda Ol¢lime baslanmistir.
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Distorsiyon {iriinii otoakustik emisyon ol¢timleri (2f1-f2 kiibik distorsiyon
tirtinii bilesenleri) General Diagnostic modunda yapilmistir. DPOAE’ler dis kulak
kanalindaki mikrofon ile 2f1-f2 frekansinda 6l¢iilmiis ve fl ve f2’nin geometrik
ortalamalarinda 1001, 1501, 2002, 3003, 4004, 6006 ve 7996 frekanslarinda
kaydedilmigtir. DPOAE amplitiidlerinin giiriiltii esiginin 3 dB {stiindeki degerleri
anlamli kabul edilmistir. Olgiimde f2 ve fl frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1) 1.22
olarak uygulanmistir. Uyaran siddeti f1 frekansi i¢in L1, ve f2 frekansi i¢cin L2 olarak
alimmis ve L1-L2 10 dB SPL (L1=65, L2=55) diizeyinde 6l¢iimler tamamlanmustir.

Sonuglar birincil tonlarin (f1 ve f2) geometrik ortalamasinda gosterilmistir.
DPOAE sonuglarinin degerlendirilmesinde; elde edilen 2f1-f2 kiibik distorsiyon
tiriinleri f1 ve f2’nin geometrik ortalamasinda yani 1001, 1501, 2002, 3003, 4004,
6006 ve 7996 Hz frekans bantlarinda olusan sinyalin giiriiltiiye oran1 (SGO) esas

alimustir.

Resim 3.2. Ratta OAE Ol¢iimii
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3.3.3. Kontralateral Supresyonun Distorsiyon Uriinii Otoakustik
Emisyon (DPOAE) ile Kaydi

Kontralateral supresyonun DPOAE testi ile olglimii i¢gin DPOAE test
parametreleri kullanilmigtir. Dig kulak kanalindaki mikrofon ile 2f1-f2 frekansinda
Olciilmiis, f1 ve f2’nin geometrik ortalamalarinda 1001, 1501, 2002, 3003, 4004,
6006 ve 7996 frekanslarinda kaydedilmistir. DPOAE amplitiidlerinin giirtiltii esiginin
3 dB iistiindeki degerleri anlamli kabul edilmistir. Ol¢iimde f2 ve fl frekanslari
arasindaki oran (f2/f1) 1.22 olarak uygulanmistir. Uyaran siddeti f1 frekansi igin L1,
ve f2 frekansi i¢in L2 olarak alimmis ve L1-L2 10 dB SPL (L1=65, L2=55)

diizeyinde dl¢limler tamamlanmistir.

Sonuglar birincil tonlarin (fl1 ve f2) geometrik ortalamasinda gosterilmistir.
DPOAE sonuglariin degerlendirilmesinde; elde edilen 2f1-f2 kiibik distorsiyon
tiriinleri f1 ve f2’nin geometrik ortalamasinda yani 1001, 1501, 2002, 3003, 4004,
6006 ve 7996 Hz frekans bantlarinda olusan sinyalin giiriiltiiye oran1 (SGO) esas

alinmistir.

Bilateral olarak yapilan olgiimlerde bir kulaga DPOAE uyarani verilirken,
kontralateral kulaga ise linear stimulus modunda 60 dB siddetinde beyaz giiriiltii
verilmis ve DPOAE yanitlar ile kontralateral supresyon yanitlar1 karsilastirilmistir.
Supresyon yanitlari, giiriiltii verilmeden 6nceki DPOAE yanitlarindan c¢ikarilarak
SGO supresyon amplitiidii hesaplanmistir. Supresyon amplitiidleri, pozitif olanlar

‘supresyon var’ negatif olanlar ‘supresyon yok’ seklinde siniflandirilmistir.

Supresyon varligi icin en az 3 frekansta > 3 dB SGO amplitiidiiniin giiriilti

oncesindeki SGO amplitiidiine gére diismesi kabul edilmistir.

3.4. TRANSKUTAN BILiRUBINOMETRI (TkB) OLCUMU

Transkutan bilirubirubinometri (TkB) Minolta/ Air- Shields Jaundice Meter
(JM, mode 101, Minolte Corero Co, Osaka, Japan) ile yapilmistir. TkB Ol¢limii

ratlarin sirt bolgesinden yapilmustir. Olgiim 6ncesi cihazin teknik bakimi ve
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kalirasyonu yapilmistir. Olgiimler sirasinda probun uyguladigi basing nedeniyle

ratlarin zarar gérmesini engellemek amaciyla akrilik bir plak yapilmistir.

Resim 3.3. Ratta TkB Olciimii

3.5. SERUM TOTAL BILiRUBIN (STB) OLCUMU

Serum total bilirubin diizeyleri otoanalizér (Roche / Integra-800) sistemlerde
hazir kitler (Roche) kullanilarak analiz edilmistir. Bu kitin total bilirubin 6l¢iim
prensibi, bilirubin ve diazotize siilfonilik asit reaksiyonu sonucu olusan azobilirubin

miktarinin dl¢iimiine dayali Diazo yontemidir (100).

3.6. MORFOMETRIK DEGERLENDIRME

Temporal kemiklerin yumusatilarak kesitlerinin alinmas1 amaciyla dokular

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Béliimii’ne gonderilmistir. Bu
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amagcla tri-natriumsitrat 2 hidrat kullanilmig ve kontrol grubundaki bir rattada 6n
calismasi icin ¢ikarilan temporal kemik ile beyin sapt dokusu parafine gdmiilmiis ve
3-5 mikro metre kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler hemotoksilen ile boyanip,
koklear bolgeden gecip gegmedigi mikroskobi altinda degerlendirilmistir. Bu sekilde
ornek hazirlamanin uygunlugu belirlendikten sonra iglem gruplara uygulanmistir.
Beyin saplarinin da kesitleri alinarak hemotoksilen ile boyanmistir. Beyin dokulari
calismada incelenmemistir. Boyanan kesitlere, Hacettepe Universitesi Beyin
Arastirmalar1 Laboratuvarinda 1sik mikroskopisi ile bakilmis ve DTH, ITH, KN
yapilar1 degerlendirilmistir. DTH ve ITH tabakasinin genel morfolojik 6zelligi, bu
bolgede yer alan hiicrelerin yapisinda meydana gelen degisiklikler (nekrotik veya
apoptotik hiicre hasarlanmasi1 lehine bulgular) incelenmistir. Nekrotik hiicre
degisikligi hiicrelerin sismesi ve yirtilmasi, apoptotik degisiklikler ise hiicrenin
ozellikle sitoplazmasinda biiziilme, cekirdekte kondansasyon ve tomurcuklanma
olarak kabul edilmistir. Kesitlerin degerlendirilmesi Nikon marka Eclipse 600 model
151k mikroskobuyla x10, x20, x40 biiyiitme kullanilarak yapilmistir.

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler SPSS for Windows Version 16.0 paket programinda
yapilmistir. Sayisal degiskenler ortalama + standart sapma ile kategorik degiskenler
ise say1 ile 6zetlenmistir. Gruplarda bilirubin diizeyini belirlemek i¢in kullanilan TkB
sonuglar;, TSBD, isitme degerlendirmesi i¢in yapilan IBC, OAE, KLS bulgular1 ve
151k mikroskobisi ile degerlendirilen DTH, ITH, KN sonuglari gruplar arasinda
karsilagtiritlmistir. Gruplar arasinda farklilik igin Kruskal-Wallis Varyans analizi
uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alinmistir. Gruplardaki degiskenler
arasindaki iliskiler i¢in korelasyon katsayis1 ve istatististiksel anlamliliklar Spearman
testi ile hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik igin tip-1 hata diizeyi %35 olarak

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismay1 olusturan deney, plasebo ve kontrol gruplarindan elde edilen

bulgular asagida sunulmustur.

4.1. TRANSKUTAN BILIRUBINOMETRI VE SERUM TOTAL BIiLiRUBIN
DUZEYLERI

Gruplardaki ratlarin yagamlarinin 7.ve 10.giinlerinde enjeksiyon oncesi doz

ayarlamasi i¢in saptanan agirliklarmin ortalamalar1 Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Gruplardaki ratlarin enjeksiyon 6ncesi 6l¢iilen kilolari

N 7 giinliik ortalama SS 10 giinliik ortalama SS

agirhg (gr) agirhg (gr)
Deney Grubu 6 18,33 0,98 19,16 0,75
Plasebo Grubu 6 19 0,89 18,83 0,75
Kontrol Grubu 6 18,83 0,98 19 0,89

Gruplar  bilirubin  enjeksiyonu  O6ncesi TkB  sonuglari  yOniinden
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken (p>0,05), 1. ve 2.
bilirubin enjeksiyonundan 24 saat sonra yapilan TkB sonuglarinda deney grubundaki
ratlarda plasebo ve kontrol grubundaki ratlara gore istatistiki olarak daha yiiksek
bilirubin diizeyi elde edilmistir (p<0,05). Deney, plasebo ve kontrol gruplari arasinda
TkB sakrifikasyon o©ncesi degerlerde ise istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaktadir (p>0,05) (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1 Gruplararasi transkutan bilirubinometri sonuglari (mg/dL)

*TkB 0;Bilirubin Enjeksiyonu Oncesi,*TkB 1; Bilirubin Enjeksiyonu Sonrast 1. Olgiim,
*TKB 2; Bilirubin Enjeksiyonu Sonras1 2. Olgiim,*TkB 3; Sakrifikasyon Oncesi Olgiim (mg/dL)

Kandaki STBD gruplararas: karsilagtirildiginda deney grubunda plasebo ve
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmistir

(p<0,05) (Grafik 4.2).
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Grafik 4.2. Gruplarin serum total bilirubin diizeyi (STBD) (mg/dL)
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Gruplardan elde edilen TkB ve kandaki STBD iliskin ortalama ve standart

sapma verileri Tablo 4.2” de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplararas1 Transkutan Bilirubinometri ve Kandaki Serum Total

Bilirubin Diizeyi Degerleri

TkB O
TkB 1
TkB 2
TkB 3
STBD

Kontrol Placebo Deney

Ortalama  ss Ortalama  ss Ortalama Ss "
0.015 0.008 0.013 001 0016 0.008 1
0.015 0.008 0.032 0.01 0.083 0.0%
0.030 0.009 0.036 0.01 0.127 0.01*
0.087 0.044 0.326 0.07 0426 0.164 0.12
0.128 0.059  0.396 0.07 0.236 0.03*

*TkB 0;Bilirubin Enjeksiyonu Oncesi,*TkB 1; Bilirubin Enjeksiyonu Sonrasi 1. Olgiim,
*TkB 2; Bilirubin Enjeksiyonu Sonras1 2. Olgiim,*TkB 3; Sakrifikasyon Oncesi Olgiim
* STBD; Serum Total Bilirubin Diizeyi (mg/dL)

Deney, plasebo, kontrol gruplarindaki sakrifasyon oncesi TkB ile STBD

degerleri arasinda pozitif yonde, kuvvetli, istatistiksel olarak anlamali iliski

bulunmustur. Gruplardaki korelasyon katsayilari ve istatistiksel anlamlilik Tablo

4.3’te belirtilmistir.

Tablo 4.3. Gruplardaki Sakrifikasyon Oncesi TkB ile Kandaki STBD Degerlerinde
Korelasyon Katsayisi ve Istatistiksel Anlamlilik Degerleri
P
Kontrol 0.986 0.00*
Placebo 0.812 0.05*
Deney 0.955 0.03*
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4.2. ELEKTROFIZYOLOJIK BULGULAR
4.2.1. Isitsel Beyinsap1 Cevaplar1 (IBC)
4.2.1.1. Esik Bulgulan

Gruplar arasinda IBC ‘nin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi
kullanilmustir. Her bir grupta bir rattan bilateral IBC elde edilememistir. Bu nedenle
s6z konusu ratlar istatistiksel analizde ‘missing case’ olarak degerlendirilmis ve iIBC

verileri analize dahil edilmemistir.

Analiz sonuglarma gore sag kulak IBC esik ortalamasi gruplar arasinda
anlamli farklilik géstermezken (p > 0,05) sol IBC esigi gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik gostermektedir (p < 0,05). Bu farklilik deney grubundaki
ratlarin sol kulak esik siddetlerinin diger iki gruba goére daha yiiksek olmasindan
kaynaklanmistir.(Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Isitsel Beyinsap1 Cevaplari (IBC) Sag ve Sol Kulak Esikleri Ortalamalar

(dB nHL)
Grup Ortalama SS
) Kontrol 12.00 4.47
Sag Kulak IBC Esik
Placebo 10.00 12.25
Deney 26.00 11.40
' Kontrol 12.00 8.37
Sol Kulak IBC Esik
Placebo 8.00 8.37
Deney 32.00 14.83

Calisma gruplarindaki STBD degerleri ve IBC esikleri arasindaki iliskinin
testi icin degiskenler arasinda Sperman's rho katsayisi hesaplanmistir. Sonuglara
gore, IBC sol ve sag esik degerinin STBD degeri ile gruplara gore anlamli diizeyde
bir iliskisi bulunmamaktadir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Gruplardaki Sag ve Sol Kulak IBC Esikleri ile STBD Arasindaki iliski

Kontrol Plasebo Deney
Spearman's rho iBCSag IBCSol IBCSag IBCSol iBC Sol IBC Sag
R STBD  -0.18 -0.54 0.53 -0.16 0.06 -0.23
P 0.77 0.35 0.36 0.80 0.93 0.71

4.2.1.2. Koklear Mikrofonik (KM) Varhig ve Dalga Morfolojisine iligkin
Bulgular

Gruplardan elde edilen IBC &riintiisiinde KM varligr degerlendirilirken dort
farkli 6zellik dikkati ¢ekmistir. KM bulgulari, gozlenen bu 6zellikler temel alinarak
kategorilendirilmistir. Kategori 1’de normal IBC oriintiisii ile birlikte KM elde
edilmezken, kategori 2’de II.dalga olmaksizin KM g6zlenmistir. Bunun yani sira KM
ortintiisii ile birlikte 1I.dalga da elde edilen kategori 3, KM oriintiisii ile birlikte II.
dalga da dahil olmak iizere bozuk dalga morfolojisi kategori 4 olarak

degerlendirilmistir.

R50NHL |-
R 50 rHL

R 30 nHL
R 30 nHL

R 20 nHL -
R 20 nHL

Rifntt

Resim 4.1. Kategori 1 Ornegi



Resim 4.2. Kategori 2 Ornegi

Resim 4.3. Kategori 3 Ornegi
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Resim4.4. Kategori 4 Ornegi
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Koklear Mikrofonik bulgulart ve dalga morfolojisine iliskin olarak elde

edilen kategorilerin gruplara gore sag ve sol kulakta goriillme oranlar1 Tablo 4.6 ve

grafik 4.3°te gosterilmistir

Tablo 4.6. Koklear Mikrofonik Kategorilerinin Gruplara Gére Goriilme Oranlari (%)

Deney Grubu Plasebo Grubu Kontrol Grubu

KM

) Sag Sol Sag Sol Sag Sol
Kategori
1 %33,33 %33,33 %33,33 %41,66 %50 %50
2 %0 %8,3 %0 %0 %0 %0
3 %16,66 %8,3 %8,3 %0 %0 %0
4 %0 %0 %8,3 %8,3 %0 %0
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100% -
90% -
80% -
70% A
60% -
50% -
40% -
30% -
20% A
10% -

0% -

B KM Sag Kulak

KM Oranlari (%)

H KM Sol Kulak

Kontrol Plasebo
GRUPLAR

Grafik 4.3. Koklear Mikrofonik ve Benzeri Oriintii Formu Oranlari

4.2.2. Otoakustik Emisyon (OAE) ve Kontralateral Supresyon (KLS)
Bulgular:

Gruplarda OAE bulgular1 degerlendirildiginde, kontrol grubundaki bir rat
disindaki tiim ratlarda cevap elde edilirken deney ve plasebo gruplarinda OAE cevabi
olmadig1 goriilmiistiir. Deney ve plasebo grubunda OAE yanit1 alinamadigindan KLS
yapilmamistir. OAE yanit1 alinamayan 1 rat disinda kontrol grubundaki diger tim
ratlarin sag ve sol kulaklarina KLS degerlendirmesi yapilmistir. Kontrol grubunda

KLS yapilan ratlarin sag ve sol kulaklarinin supresyon yanitinin varligi saptanmustir.

IBC ile OAE cevaplarinin gruplar arasindaki farkini degerlendirmek amaciyla
iki yonlii varyans analizi uygulanmigtir. Gruplar arasinda sag ve sol kulak OAE
cevaplarmin IBC’na gore anlamli farkhilik gosterip gostermedigi test edilmistir.

[statistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustr (p > 0,05).

4.3. MORFOLOJIK BULGULAR

Gruplardan alinan kesitlerin morfolojik degerlendirilmesinde koklea

kesitlerindeki fiksasyon sorunu nedeniyle kontrol grubunda her iki kulakta da 3 ratta
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(%50) DTH ve ITH incelenemesi yapilamamustir. Degerlendirmeler bu ratlar
disindaki veriler dikkate alinarak yapilmistir. Kontrol grubundaki ratlarin tiimiinde
KN incelemeye alinmistir. Plasebo grubundaki ratlardan 3’linde (%16,66) sol koklea
ve beyin sapi Kesitlerindeki fiksasyon sorunu nedeniyle DTH, ITH ve KN
degerlendirilememistir. Deney grubunda ise ratlardan 4’tinde (%33,33) sag, 1’inde
sol (%8,3), 2’sinde (%33,33) ise koklea ve beyinsap1 kesitlerindeki fiksasyon sorunu
nedeniyle DHT, ITH ve KN degerlendirilememistir.

Gruplardaki fiksasyon sorunu olmayan sag ve sol kokleasindaki DTH’de
sekil anormallikleri ya da bozulmalari olan ve olmayan ratlarin sayilar1 garafik 4.4’te
gosterilmistir. Hiicresel degisikliklerin hepsi, hiicrelerde degisik sekillerde apoptoz
varlig1 ile karakterize idi. Baz1 kesitlerde hiicre sayisinda da azalma dikkat ¢ekmistir.
Kontrol grubunda IBC elde edilemeyen 1 ratta sol kokleadaki DTH yapilari
degerlendirilebilmistir ve hiicresel anormallikler saptanmistir. Plasebo grubunda ise
sag ve sol kokleadaki DTH degerlendirmesinde sagda 9%16,66, solda ise %8,33
oraninda hiicresel bozulmalar saptanmistir. Deney grubunda sag ve sol kokleadaki

DTH’nin sekil bozukluklari sagda %38,33, solda ise %33,33 oldugu belirlenmistir.

Dis Tiiy Hiicreleri (DTH)

B DTH Hasari VAR B DTH Hasari YOK

lalltL

|Sag Koklea Sol Koklea |Sag Koklea Sol Koklea |Sag Koklea Sol Koklea

Kontrol Plasebo Deney

Grafik 4.4. Gruplardaki Ratlarn Sag ve Sol Kokleadaki DTH Morfometrik
Bulgulari
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Gruplara gore sag ve sol koklea kesitinde ITH anormalligi veya
bozulmalarina iliskin bulgular grafik 4.5’te gdsterilmistir. Kontrol grubunda IBC
elde edilemeyen 1 ratta sol koklea kesitindeki ITH degerlendirilebilmistir ve hiicresel
anormallikler saptanmistir. Plasebo grubunda ise sag ve sol koklea kesitindeki ITH
yapilarinin degerlendirmesinde sagda %41,66, solda ise %8,3 oraninda hiicresel
bozulmalar saptanmistir. Deney grubunda sag ve sol kokleada kesitindeki ITH

yapilarinda sekil bozukluklart sagda %16,66, solda ise %41,66 oldugu belirlenmistir.

i¢ Tiiy Hiicreleri (iTH)

M ITH Hasart VAR ® ITH Hasar1 YOK

talail

|Sag Koklea Sol Koklea |Sag Koklea Sol Koklea |Sag Koklea Sol Koklea

Kontrol | Plasebo Deney |

Grafik 4.5. Gruplardaki Ratlarin Sag ve Sol Kokleadaki ITH Morfometrik Bulgular

Beyin sap1 kesitleri incelendiginde, 6zellikle 8. Sinirin beyin sapina girdigi
bolgede inflamatuar hiicre infiltrasyonu deney gruplarinda dikkat ¢ekmistir. Hiicreler
mononiikleer tipte goézlenmistir. Gruplardaki fiksasyon sorunu olmayan beyinsapi
kesitlerinde KN’larda inflitrasyon olan ve olmayan ratlarin sayilar1 grafik 4.6’da
gosterilmistir. Kontrol grubundaki ratlarda KN inflitrasyonu saptanmazken, plasebo

grununda %33,33, deney grubunda ise %50 oraninda KN inflitrasyonu gézlenmistir.
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Koklear Nukleus (KN) inflitrasyon

6
3
2 2
1
n [
-
| var yok | var yok | var yok |

| Kontrol | Plasebo | Deney |

Grafik 4.6. Gruplardaki Ratlarin KN Morfometrik Bulgulari

Gruplar arasinda STBD ile morfometrik bulgular arasindaki iligkiyi
degerlendirmek amaciyla iki yonlii varyans analizi uygulanmustir.. Gruplarda her iki
kulakta da ortalama STBD degerleri ile DTH ve ITH yapilar1 ile KN infiltrasyonu

yoniinden istatistiki yonden anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Isik mikroskobisiyle degerlendirilen koklea, DTH ve ITH kesitlerine iliskin
goriintiiler resim 4.5, 4.6, 4.7ve 4.8’de gosterilmektedir. Resim 4.5 ve resim 4.6 de
sirasiyla normal koklea goriintiisii ve normal DTH ile ITH goriintiisii (kontrol grubu)
verilirken, resim 4.7 ve resim 4.8 de bozuk koklea gériintiisii ve bozuk DTH ile ITH

goriintiisti (deney grubu) verilmistir.
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Resim 4.5. Kontrol grubundaki ratta 1sik mikroskobisiyle normal koklea goriintiisii

(x10 biiyiitme)
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Resim 4.6. Kontrol grubundaki ratta 1s1tk mikroskobisiyle normal DTH,ITH
goriintiisti (x10 biiyiitme)

Resim 4.7. Deney grubundaki ratta isik mikroskobisiyle koklea goriintiisii (x10
biiylitmede)
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Resim 4.8. Deney grubundaki ratta 1sik mikroskobisiyle DTH,ITH goriintiisii (x40

biiylitme)

Gruplardaki ratlarin sag ve sol kulaga gore DTH morfometrik bulgular ile

OAE cevap varligi oranlan tablo 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12’ de gosterilmistir.

Tablolardaki bulgular koklea kesitlerinde fiksasyon sorunu olmayan kulaklarin

degerlendirmeleridir.

Tablo 4.7. Kontrol Grubundaki Ratlarin Sag Kulak OAE ve DTH bulgulari

DTH sag Toplam
Hasar YOK
OAE Cevabi n 3 3
Sag VAR % 100.0% 100.0%
Toplam n 3 3

%

100.0% 100.0%




Tablo 4.8. Plasebo Grubundaki Ratlarin Sag Kulak OAE ve DTH bulgulari
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DTH Sag Kulak Hasar Toplam
YOK VAR
OAE Cevabi n 4 2 6
Sag YOK % 66.7% 33.3% 100.0%
Toplam n 4 2 6
% 66.7% 33.3% 100.0%

Tablo 4.9. Deney Grubundaki Ratlarin Sag Kulak OAE ve DTH bulgulari

DTH Sag Kulak Hasar Toplam
YOK VAR
OAE Cevabi n 1 1 2
YOK % 50.0% 50.0% 100.0%
Toplam n 1 1 2
% 50.0% 50.0% 100.0%

Tablo 4.10. Kontrol Grubundaki Ratlarin Sol Kulak OAE ve DTH bulgulari

DTH Sol Kulak Hasar

Toplam
YOK VAR

YOK n 0 1 1

% 0.0% 33.3% 33.3%
OAE Cevab

VAR n 2 0 2
% 66.7% 0.0% 66.7%

Tool n 2 1 3
oplam % 66.7% 33.3% 100.0%

Tablo 4.11. Plasebo Grubundaki Ratlarin Sol Kulak OAE ve DTH bulgulari

DTH Sol Kulak Hasar Toplam
YOK VAR
OAE Cevabi n 3 1 4
YOK % 75.0% 25.0% 100.0%
Toplam n 3 1 4

%

75.0% 25.0% 100.0%
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Tablo 4.12.Deney Grubundaki Ratlarin Sol Kulak OAE ve DTH bulgulari

DTH Sol Kulak Hasar Toplam
YOK VAR
OAE Cevabi n 1 4 5
YOK % 20.0% 80.0% 100.0%
Toplam n 1 4 5
% 20.0% 80.0% 100.0%

Calismadaki deney, plasebo ve kontrol grubunda elde edilen tim
elektrofizyolojik ve morfometrik bulgular Tablo 4.13, 4.14 ve 4.15
gosterilmistir.Deney grunda 1 ratta bilateral IBC elde edilmemekle birlikte sol
kulaginda KM saptanmistir. Unilateral INSB (%8,33) diisiiniilen ratin hem sag hem
de sol kulaginda DTH, ITH anormallikleri saptanmustir. Aym rattin KN’sinde

inflitrasyon da gozlenmistir.

IBC esigi 20 dBnHL in iizerinde olan degerler SNIK olarak kabul edilmistir.
Kontrol ve plasebo grubundaki birer ratta bilateral SNIK saptanmistir. Deney
grubunda ise 4 ratta bilateral (%66,67), 2 ratta ise unilateral (%16,67) SNIK
bulunmustur. SNIK diisiiniilen tiim ratlarin DTH, ITH yapilarinda bozulma ve KN
inflitrasyonu saptanmistir. Plasebo ve kontrol grubundaki ratlarda 1’er rat harig¢ 20
dBnHL iizerinde IBC esigi saptanmamustir. Plasebo grubundaki 1 ratta bilateral IBC
elde edilmemistir (%16,67). Kontrol grubunda IBC elde edilemeyen 1 ratin
konjenital isitme kaybi oldugu kabul edilmistir (%16,67). Kontrol Grubundaki
konjenital isitme kaybi olan ratin sag kokleasinda morfolojik degerlendirme
yapilamamgtir.  Sol kokleasindaki DTH, ITH bozulmalar saptanmis, KN’da

infilitrasyon gozlenmemistir.

Tablo 4.13. Deney Grubundaki Ratlarin Elektrofizyolojik ve Morfometrik Bulgulari

DENEY KM KM iBC iBC OAE OAE KLS KLS DTH DT iTH iTH KN
GRUBU sag sol Esik Esik Sag Sol Sag Sol sag H sag sol Infilt
Sag Sol sol

RAT 1 1 1 30 40 10} 0 TY TY * + * + *
RAT 2 1 1 30 30 10} 0} TY TY * + * + *
RAT 3 3 3 10 10 10} 0} TY TY - - +
RAT 4 1 2 o %) o o TY TY +
RAT 5 3 1 20 30 10} 0} TY TY * * * *
RAT 6 1 1 40 50 1% 1% TY TY * + * + -

(*); Fiksasyon problemi nedeniyle 151k mikroskobisiyle incelenemeyen, (+); deformasyon mevcut, (-);
deformasyon yok, @; cevap yok, \; Cevap var, T.Y; Test Yapilamadi



o1

Tablo 4.14. Pasebo Grubundaki Ratlarin Elektrofizyolojik ve Morfometrik Bulgulari

PLASEBO KM KM iBC iBC OAE OAE KLS KLS DTH DT iTH iTH !(N

GRUBU sag sol Esik Esik Sag Sol Sag Sol sag H sag sol Infilt
Sag Sol sol

RAT 1 1 3 20 0 0] (0] TY TY - + - *

RAT 2 1 1 (%) 0] 0] 0] TY TY + + -

RAT 3 1 4 20 20 0] 0] TY TY - * + *

RAT 4 4 1 -10 0 0] 0] TY TY - * + * *

RAT5 1 1 10 10 0] (0] TY TY - - + - -

RAT 6 1 1 10 10 9] 9] TY TY - - - - -

(*); Fiksasyon problemi nedeniyle 1g1k mikroskobisiyle incelenemeyen, (+); deformasyon mevcut, (-);

deformasyon yok, @; cevap yok,V; Cevap var, T.Y; Test Yapilamadi.

Tablo 4.15. Kontrol Grubundaki Ratlarin  Elektrofizyolojik ve Morfometrik
Bulgulari
KONTRO KM K 1iBC iBC OAE OA KLS KL DT DTH iTH iTH KN
LGRUBU sag M Esik Esik Sag E Sag S H sol  sag sol Infilt
sol Sag Sol Sol Sol sag

RAT 1 1 1 0] 0] 0] 0] TY TY * + * + -
RAT 2 1 1 20 10 N N NN - * . -
RAT 3 1 1 10 20 N N NN - * . -
RAT 4 1 1 10 20 NN N A - * -
RAT S 1 1 10 10 N N NN - * - * .
RAT 6 1 1 10 0 N NN N - o e

(*); Fiksasyon problemi nedeniyle 151k mikroskobisiyle incelenemeyen, (+); deformasyon mevcut, (-);

deformasyon yok, @; cevap yok,V; Cevap var, T.Y; Test Yapilamad.
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5. TARTISMA

Hiperbilirubinemi yenidoganlarda onemli bir saglik sorunudur. Cogu
durumda hiperbilirubinemi klinik olarak merak uyandirmasa da bilirubin artisinin
ileri diizeyde olmasit ve normale doniis siiresinin uzamasi yenidoganlarda farkli
anatomik bolgelerde hasarlarin olusmasina neden olabilmektedir. Hiperbilirubinemi
beyinde 6zellikle subtalamik nukleus, hipokampus ve bazal ganglia gibi bazi alanlara
hasar verdigi bilinmektedir. Santral sistemin yani sira isitme sistemi de bilirubin
toksisitesine duyarlidir. Santral isitsel alanlardaki hasarlar anatomik ve fonksiyonel
olarak hiperbilirubinemili hem hayvan hem de insanlarda tanimlanmistir. Ancak
periferik isitsel organlarda hiperbilirubinemi nedeniyle olusan hasarlarin fizyolojik

etkisi ve néromekanizmasi hala gizemini korumaktadir.

Hiperbilirubineminin isitsel sisteme hasariyla birlikte SNIK(%12,8) (5) ve
/veya farkli olusum teorilerine dayandirilan ancak bilirubin artisinin bir sonucu
olarak INSB goriilmektedir. INSB’nin ileri diizeyde hiperbilirubinemisi olan
olgularin 1/3-1/2’sinde goriilebilecegi literatiirde belirtilmistir (101,102).

Bilirubin toksisitesi STBD ile yakindan iliskilidir. Insanlarda bilirubin
seviyesinin yiiksekligi ile SNIK arasinda yiiksek korelasyon gdzlenirken INSB’nda
bu korelasyon azalmaktadir, bilirubin diizeyi 19,5 mg/dL'nin altinda oldugunda
INSB meydana gelmesi beklenmezken 20 mg/dL'nin iizerindeki diizeylerde INSB
goriilme olasilig1 artmaktadir (3). Hayvan modellerinde bu kadar kesin ayrimlari ve
patolojilerle iliskilerini belirten yaymnlar mevcut degildir. Hayvan modelleri
olusturmadaki zorluklar ve smirliliklar nedeniyle bilirubin diizeylerinin net olarak

saptanmas1 ve bunun sonucu olusan patolojilerin belirlenmesi olduk¢a glictiir (22).

Deneysel hiperbilirubinemili hayvan modellerinde siklikla genetik yapisi
degistirilmis bir kemirgen tiirii olan ‘Gunn Rat’ kullanilabilmektedir. Bu rat tiiriiniin
tercih edilmesinin en 6nemli nedeni bilirubin seviyesini yiikseltmek i¢in ek igslemlere
ihtiyag duyulmamas1 ve her yas grubundaki rat ile daha disiik mortalite riskiyle
caligilabiliyor olmasidir (103, 104, 22). Ancak iilkemizde yetistirilememesi, yurt
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disindan temin edilmesi, transferler sirasinda mortalite riskinin yiiksek olmasi,
karantina altinda tutularak gegen siire nedeniyle yenidogan doneminde ¢alisamama
ve yiiksek maliyet nedeniyle calismada Gunn Rat tiirii yerine Wistar Albino Rat tiirii

kullanilmustir.

Hiperbilirubinemili rat modeli olusturmada, hem ulasilabilirliginin ve
uygulamasinin kolay olmast hem de dolasim sisteminde kisa siirede absorbe olarak
norotoksisite saglanabilmesi nedeniyle intraperitonel bilirubin enjeksiyonu siklikla
tercih edilmektedir (22,105). Gao ve dig. (105) 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
serbest bilirubin uygulamasmin hem hiperbilirubinemi hem de INSB olusturmada
kullanilabilirliginin  etkin oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, ¢alismada
hiperbilirubinemili rat modeli olusturmada intraabdominal bilirubin enjeksiyonu

yontemi tercih edilmistir.

Hai Bo Ye ve dig. (22), hayvan modellerinde tek ve diisiik doz bilirubin
enjeksiyonun yapilmasi durumunda fonksiyonel hasarlarin uzun siirmedigini, bu
nedenle yiliksek ve tekrarli dozlarin hiperbilirubineminin uzun doénem etkilerini
belirlemede daha etkin olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte aragtirmacilar
bu manipulasyonlarda en biiyiik riskin mortalite olduguna da dikkat ¢ekmislerdir.
Calismada 6n deneylerle de desteklenerek, Hansen ve dig. (98) modeli kullanilmis,
yenidogan ratlarin kilosuna uygun ve mortaliteye neden olmayan bilirubin dozu

belirlenmistir.

Wennberg ve dig.’nin (106) belirttigi {izere yenidogan deney hayvanlarinda
STBD’nin monitorizasyonundaki yaklasim metodlarinin yetersizliginden dolay1
bilirubin diizeyi ile norotoksisite baglantisin1 kurmak zor olmaktadir. Yenidogan
ratlarla ilgili olarak literatiirde STBD’yi belirten yaymn bulunmamaktadir. Bunun en
O6nemli nedeni yenidogan rattaki kan miktarinin ¢ok diisiik olmasi (6r. 1 haftalik ratta
ortalama 1 cc) ve bu kanin alinmasiyla da 6liimiin ger¢eklesmesidir. Bu durum etik
acidan da onemli bir sorun olusturmaktadir. Ancak, insanlarda bilirubin diizeyini
belirlemede kullanilan ve non invaziv bir yontem olan TkB yenidoganlarda oldugu
gibi ratlarda da kullanilabilmektedir TkB sonuglari ile kandaki total serum bilirubin

diizeyi sonuglarinin benzer oldugu literatiirde belirtilmektedir. Kanda STBD’ne
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bakilmasi daha giivenilir olmakla beraber TkB’nin de alternatif olarak
kullanilabilirligi bildirilmektedir (107). Calismada, ratlarin bilirubin diizeylerini
belirlemek amaciyla sakrifikasyona kadar transkutan bilirubinometri ile periyodik
Olctimler yapilmistir. Sakrifikasyon Oncesi yapilan Olgiimle elde edilen bilirubin
diizeyi ile sakrifikasyon sonrasi intrakardiak yolla alinan kandaki STBD leri

karsilastirilmis ve literatiirle uyumlu olarak anlamli iligki saptanmaistir.

Wistar Albino ratlarda TkB degerlerinin bilirubin enjeksiyonundan 24-48 saat
sonrasinda maksimum degerlere ulastifi ve =zamanla degerlerin diistigii
belirtilmektedir (98,99). Calismada elde edilen TkB verilerine gore bilirubin
diizeyinin deney grubunda diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek olmasi
bilirubin toksisitesine yaklasildiginin 6nemli bir gostergesi olmustur. Sakrifikasyon
oncesi TkB 0l¢iim sonuglarinin tiim gruplarda goreceli olarak yiikselmesi erigkin
doneme wulasincaya kadar kandaki bilirubin degerlerinde meydana gelen

degiskenlikle aciklanabilir.

Bilirubin toksisitesinin isitsel sisteme etkisi 6nemlidir. Yenidoganlarda da bu
etkileri  belirlemede IBC siklikla tercih edilmektedir. Isitsel duyarlihi@
degerlendirmede kullanilan IBC, objektif ve non invaziv olmasi, giivenilirliginin
diger test yontemlerine goére daha yiiksek olmasi, INSB’nin tamlamasinda KM

orlintlistiniin saptanabilmesi gibi nedenlerle yenidoganlarda tercih edilmektedir (46,
84, 103).

Hiperbilirubinemili ratlarla yapilan calismalarda siklikla IBC’de latans
uzamasi ve amplitiidde azalma gibi farkliliklar degerlendirilirken bu degiskenlerin
yani sira esik degerlendirmesi de yapilmis ve IBC’larinda &nemli derecede esik
yiikselmeleri oldugu belirtilmistir (20, 22, 103, 105). Calismada IBC’lerinde kontrol
grubunda 1 rat disinda diger ratlarda normal verilere yakin degerler ve morfoloji
saptanirken plasebo ve deney gruplarinda IBC bulgularinda degisik derecelerde esik
degerlerinde yiikselme, morfolojide bozulma gézlenmistir. Deney grubunda 1 ratta
tek kulakta KM kaydi ile INSB ile uyumlu bulgu elde edilirken rattin diger kulaginda
KM kaydi olmaksizin IBC yaniti almamamustir. Diger ratlarda ise degisik

oriintiilerde IBC larinda bozulmalar gdzlenmistir. Ratlarda IBC dalgalarinda
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anatomik yerlesmeler insanlardan farklilik gostermektedir. Insanlarda 1., II. dalga
VIlLsinirden, Ill.dalga KN’dan koken alirken ratlarda 1. ve Il.dalgalarin KN,
I1l.dalganin ise SOC kaynakli oldugu bilinmektedir (85, 86, 87). Deney grubunda yer
alan ratlarda yapilan morfolojik degerlendirme KN’da gozlenen bozulmalarin bu
grupta IBC yamtlarinin morfolojisinde de bozulmalara yol agtig1 diisiiniilmektedir
(22, 103, 105). Shapiro ve dig. (108) Gunn Ratlarda akut bilirubin toksisitesinin
ozellikle ilk 4 saatte IBC’larin1 6nemli ol¢iide degistirdigini belirtmektedirler.
Hiperbilirubinemili yenidoganlarda yapilan ¢alismalarda IBC elde edilmeyen ve KM
goriilen olgularda herhangi bir miidahale yapilmaksizin %50 oraninda spontan
diizelme oldugu da bildirilmistir (109). Ayrica IBC degisikligine neden olan isitsel
beyinsapindaki ndronal hasar, isitsel noronlarin aktivasyonu ile olusan
senkronizasyonu da azaltmaktadir. Boylelikle isitsel néronlarin membran potansiyeli
de diismekte ve isitsel beyinsapindaki noronal fonksiyon hiperbilirubinemi nedeniyle
bozulmaktadir (22, 103, 105, 110). Calismamizda yenidogan ratlarin kan- beyin
bariyerleri olusmadan 6nce bilirubin enjeksiyonlarinin yapilmasi, eriskin oluncaya
kadar anne bakimina ihtiya¢ duymalar1 ve yavrunun anneden uzaklastirilmasiyla ya
da anestezi sirasinda mortalite risklerinin artmasi1 nedeniyle enjeksiyondan hemen
sonra IBC degerlendirilmesi yapilmamistir. Bu sebeple, bilirubin toksitisitesinin akut
etkisi ve takipleri de degerlendirilememistir. Literatiirde hayvan ¢alismalarinda uzun
donem takiplerin zorlugu vurgulanirken buna iliskin sonuglarin belirtilmedigi de
dikkati ¢ekmektedir. Calismada, II.doz enjeksiyon sonrasi ratlar erigskin duruma
gelinceye kadar 11 giin beklenmistir. Bu siire i¢cinde hiperbilirubineminin muhtemel
etkilerinin azalmig olabilecegi disiintilmektedir. Bununla  birlikte,
hiperbilirubineminin etkisinin azalmis olmasina ragmen, ¢alismada da goriildiigi gibi
bilirubin yiiksekligine bagli olarak IBC esiklerinin yiiksek siddetlerde elde
edilebilmesiyle birlikte dalga morfolojisinde bozulmalar, INSB bulgular1 ve/veya

IBC elde edilememesi gibi sonuglara yol a¢tig1 diisiiniilmektedir.

Otoakustik emisyon (OAE), kokleadaki DTH’nin cevabidir ve ototoksisite,
viriis, girilti gibi nedenlerle koklear hasara neden olan durumlarda DTH

fonksiyonunu degerlendirmede hem rutin klinik uygulamalarda hem de yenidogan

isitme taramalarinda siklikla kullanilmaktadir (11, 112, 113).
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DTH hasar1 neticesinde OAE yanit1 alinamamaktadir. Baradaranfar ve dig.
(114), calismasinda hiperbilirubinemili 35 yenidogana 1 yil sonrasinda IBC ve OAE
uygulamis ve 26 bebekte (%74.3) normal isitme saptarken 9’unda (%25.7) isitme
kayb1 tesbit edilmistir. TEOAE testi sonucunda, 30 bebekte (%85.7) cevap alinirken
diger bebeklerden (%14.3) cevap alinamamistir. Arastirmacilar cevap alinamayan
bebeklerin bulgularnin degerlendirilmesi sonucunda INSB tamis1 koyduklarini

belirtmislerdir.

Kontrol grubunda 1 rat disinda diger ratlarda OAE bulgusu elde edilirken
plasebo ve deney grubundaki ratlarda OAE cevabi elde edilememistir. Bu bulgu
morfolojik degerlendirmede de gozlenen DTH hiicre hasari ile desteklenmektedir.
Literatiirde de OAE cevaplarinin alinamamasinda DTH hasarinin etkisine iliskin ¢ok

sayida ¢alisma bulunmaktadir (60, 61, 64, 115).

Yapilan calismalarda, bilirubin enjeksiyonu sonrasinda sadece isitsel
beyinsapindaki KN’larda bozukluklar degil ayni zamanda DTH ve iTH’nde de
anormallikler, hiicre sekillerinde bozulmalar saptanmistir (22, 105, 108).
Hiperbilirubineminin, isitsel noronlarin aktivasyonu ile olusan senkronizasyonu
azaltmasi sonucu IBC’de morfolojik yapinmn bozulmasiyla KM  6riintiiniin
olugsmasina neden oldugu belirtilmektedir (22,105,110) Caligmada morfolojik
degerlendirmede deney grubundaki 1 ratta hem DTH, iTH bozulmalar: hem de KN
inflitrasyonu saptanmistir. Bu ratta elektrofizyolojik degerlendirme sonucunda
unilateral INSB bulgusu (%8.33) elde edilmistir.. Deney grubundaki diger 1 ratta
IBC’inda KM benzeri &riintii ve yiiksek siddette esik elde edilmesinin yam sira
morfolojik degerlendirmede normal DTH yapilar1 ile ITH hasar1 saptanmistir. INSB
cogunlukla bilateral goriilmekle birlikte INSB’li olgularmm %10’undan daha az
unilateral olarak da karsilasilabilmektedir (116, 117, 118).

Podwall ve dig. (117), herhangi bir risk faktorii bulunmaksizin, normal
radyolojik bulgular1 olan ve sol kulaginda INSB belirledikleri bir olguyu yaymlamis
ve bilirubinin toksik etkisinin sistemik olmasina kargin tutulum lokalizasyonuna gore

unilateral sonuglarla da karsilasilabilecegini belirtmislerdir.
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Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de hayvan g¢alismalarina olan ilgi
giderek  artmaktadir.  Ulkemizde  yapilan  calismalarda  (123,124,125)
hiperbilirubinemi modeli olusturulmakla birlikte hiperbilirubineminin isitme
sistemine olan etkilerinin ¢alisilmadigi goriilmistiir. Bu acidan ©6nemli olan
calismanin sonuglart hiperbilirubineminin isitsel sisteme olan olumsuz etkilerinin
gdstermesinin  yan1 sira daha yiiksek oranda SNIK olusturdugunu da

desteklemektedir.

Calismanin  modeli olusturulurken, kullanilan rat tiiriiniin yant sira
hiperbilirubinemi olusturulmasinda kullanilan toz bilirubin ayni olmasi sebebiyle
Hansen ve dig. 'nin (98) ¢alismasinda kullandig1 model 6rnek alinmistir. Literatiirde
de plasebo grubunda ayni soliisyonun kullanilmasi sebebiyle soliisyonun isitme
sisteme etkisine iliskin herhangi bir 6n g¢aligma yapilmamistir. Ancak plasebo
grubuna iligkin bulgularin degerlendirilmesinde bazi ratlarda morfometrik ve
elektrofizyolojik degerlendirmelerde deney grubundaki ratlara benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu grupta TkB, STBD degerlerinin yliksek olmadigi da gdzoniinde
bulunduruldugunda elde edilen bu bulgu soliisyonun da isitsel sistem iizerinde etkili
oldugunu disiindiirmektedir. Calismanin zayif noktasi olarak kabul edilebilecek bu
bulgu ayni zamanda hayvan modellerinde hiperbilirubinemi olusturulmasinda
kullanilacak olan sollisyonun etkisinin arastirilmasinin hiperbilirubineminin igitme
sistemi {izerindeki gercek etkisinin anlagilmasinda 6nemli oldugunu gostermesi

acisindan da ¢ok degerli bilgi saglamaktadir.

Calisma hipotezlerinde oldugu gibi yenidogan ratlara toksik dozlarda
bilirubin vererek kandaki bilirubin diizeyinin yiikselmesi saglanmis ve
hiperbilirubineminin SNIK ve/veya INSB’ye neden olabilecegi goriilmiistiir. Bunun
yam sira hiperbilirubinemi etkilerinin IBC’de farkl1 ériintiilerle ortaya ¢ikabilecegi

de dikkati ¢ekmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda, toksik dozda bilirubin seviyesi ile hiperbilirubinemili yenidogan rat
modeli olusturarak risk altindaki bebek ve ¢ocuklarda bilirubin yiiksekliginin isitme
sistemi lzerine etkileri elektrofizyolojik isitme degerlendirme sonucglar1 ve
morfolojik degisikler incelenmistir.

Calismamizda,

1. STBD hakkinda veri saglayabilnek igin oOzellikle yenidogan ratlar gibi
calisilmas1 zor olan deney hayvanlarinda non invaziv bir ydntem olan
TkB’nin kolay ve alternatif segenek olabilecegi saptanmustir.

2. Hiperbilirubineminin uzun dénem etkilerinde IBC esiklerini yiikseltebilecegi,
dalga morfolojisini bozabilecegi gézlenmistir.

3. IBC’de dalga morfolojisinin bozulmasinin isitsel beyinsapindaki noronal
hasar, isitsel noronlarin aktivasyonu ile olusan senkronizasyonun azalmasina
bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.

4. Hiperbilirubineminin SNIK yani sira INSD’ye de yol agabilecegi ve IBC
yanit1 olmaksizin KM goriilebilecegi, sistemik uygulamalarda yalniz bilateral
degil unilateral tutulumlarin da olabilecegi gdzlenmistir.

5. Hiperbilirubineminin DTH, ITH ve KN’lar da morfometrik bozulmalara
neden oldugu saptanmustir.

6. Deney hayvanlarinda IBC lokalizasyonu tercih edilen hayvana gore farklilik
gostermektedir. Bu sebeple deneysel calismalarda bu farkliliklar gézoniinde

bulundurularak degerlendirilmelidir.

ONERILER

Hiperbilirubinemi  yenidogan  kliniklerinde oldugu kadar odyoloji
merkezlerinde de goz ardi edilmemesi gereken risk faktorleri arasinda olmalidir.
Uzun dénemde yliksek diizey bilirubin toksitisitesinin her ne kadar merkezi sinir
sistemi tlizerine etkileri biliniyor olsa da ozellikle periferik isitme sistemi {izerine
etkileri net olarak tanimlanmamistir. Bu nedenle hiperbilirubinemili yenidoganlarin

iilkemizde de uygulanan Ulusal Yenidogan Isitme Taramasi kapsamanindaki isitme
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testlerinden ge¢melerine karsin takiplerinin mutlak yapilmasi ve ailelerin yeterli
diizeyde bilgilendirilmesi gereklidir.

Takiplerin yan1 sira uzun donemde uygun isitme test protokollerinin
belirlenerek daha net tanilarin  konulabilmesi ve tedavi seg¢eneklerinin
gelistirilebilmesinde deney hayvanlarinin kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bunun
icin caligmalara uygun deney hayvanlarinin tercihi ve modellerinin olusturulmasi
gerekmektedir. Yapilan On calismalar ve arastirmalarla daha iyi modellerin
gelistirilmesi uzak degildir. Hiperbilirubineminin isitme sistemine etkilerini
belirlemede etik kurallara uygun sekilde ¢aligmalarin destekenmesiyle elde edilen
bulgularin  hiperbilirubinemili ~ yenidoganlara  farkli ufuklarin  acabilecegi

unutulmamalidir.
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