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1. OZET

Kulak c¢inlamasi, dis kaynakli sesin yoklugunda hayali ve degisik
nitelikteki seslerin isitsel olarak algilanmasidir. Populasyonun kabaca % 10-15’ini
etkiler ve bu oranin yaklasik %20’si hayat kalitesinin olumsuz etkilenmesinden
dolay1 tibbi yardima ihtiya¢ duyar. Ancak bu rahatsizligin olusum mekanizmasi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alisma, sodyum salisilatla ve asir1 giiriiltii
olusturulan rat kulak ¢inlamasi modelinde bazi (Cay, HCN, Nay, Ky, TRPM)
iyon kanali ekspresyonlarinin incelenmesi amaciyla yapild.

Deneyde 48 tane 4 aylik erkek Wistar Albino rat (195-330 gr) kullanildu.
Ratlar floresan immunohistokimya analizi yapilacak olanlar ve Ger¢ek Zamanl
PZR analizi yapilacak olanlar olmak {izere (n=24) iki gruba ayrildi. Daha sonra bu
iki grup da kendi i¢inde sodyum salisilatla kulak ¢inlamasi olusturulacak grup
(SAT), asin1 giiriiltiiyle kulak ¢inlamasi olusturulacak grup (NT) ve kontrol grubu
olmak {izere ii¢ alt gruba ayrildi. Kulak ¢mlamasi olusturulduktan sonra, koklear
cekirdek dokular1 toplanarak analizler gerceklestirildi.

Deney gruplar1 kontrol grubu degerleriyle karsilastirildiginda HCN1,
HCN2, HCN4, SCN1A, SCN2A1, SCN3A, TRPM2, TRPM7, KCNH2, KCNH7,
CACNAI1B mRNA’larinin (p<0,05) istatistiksel olarak azaldig1 bulundu. Ayrica
HCN1, HCN2, HCN4, Ergl-2-3 ve Erg3 iyon kanallar1 i¢in yapilan floresan
immunohistokimya analizinde deney gruplarindan elde edilen diizeltilmis toplam
alan floresan yogunluklar1 kontrol grubundan elde edilenlerden daha az 6l¢iildii.

Sonug¢ olarak, asir1 giiriiltiiyle ve sodyum salisilatla olusturulan kulak

¢inlamast olusturulmus ratlarin koklear g¢ekirdek dokusunda bazi iyon kanali



ekspresyonun baskilandigi goézlemlenmistir. Ancak bu degisimin olusum
mekanizmasindaki yerinin belirlenmesi i¢in isitme yolagindaki tiim iyon kanali

eksperyon degisimlerinin bir biitiin olarak incelenmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gergek Zamanli PZR, immunohistokimya, iyon

kanali, kulak ¢mlamasi, sodyum salisilat.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME ION CHANNEL EXPESSIONS IN

COCHLEAR NUCLEUS OF TINNITUS INDUCED RATS

Tinnitus is the perception of various phantom sounds without an external
sound source. Roughly, 10-15% of general population is affected by this condition
and approximately 20% of this ratio require medical attention due to negative
effects on quality of daily life. However, formation mechanism of this condition
has not been completely understood yet. The aim of this performed study was to
investigate expressions of some ion channels (Cay, HCN, Nay, Ky, TRPM) inrat
noise induced and sodium salicylate induced tinnitus model.

Fourty eight, four-month-old male Wistar Albino rats (195-330 gr) were
used. The rats were divided into two groups (n=24) according to analysis, Real
Time PCR or floursescent immunohistochemistry. Subsequently, these two groups
were divided into three sub-groups as noise induced tinnitus group (NT), sodium
salicylate induced tinnitus group (SAT) and control group. After tinnitus was
induced, cochlear nucleus tissues were collected and analysis was performed.

As compared to control groups values, it was observed that mRNAs of
HCN1, HCN2, HCN4, SCN1A, SCN2A1, SCN3A, TRPM2, TRPM7, KCNH?2,
KCNH7, CACNALB statistically (p<0,05) decreased. However, in flourescent
immunohistochemistry analysis made for HCN1, HCN2, HCN4, Ergl-2-3 and
Erg3 ion channels, corrected total cell fluorescence obtained from experimental

groups were measured less than control groups.



Consequently, it was observed that some ion channel expressions were
inhibited in cochlear nucleus tissue of rats in noise induced and sodium salicylate
induced tinnitus. However, in order to determine where these changes play role in
formation mechanism, all expressional changes about ion channels are believed to

be examined as a whole.

Key Words: Immunohistochemistry, ion channel, Real Time PCR,

sodium salicylate, tinnitus.



3. GIRIS

Kulak ¢inlamasi, dig kaynakli sesin yoklugunda, periferal ya da merkezi
sinir sisteminden baslangi¢ alan, hayali ve degisik nitelikteki (1slik sesi, vizilti,
ugultu, giiriiltii gibi) seslerin isitsel olarak algilanmasidir (1-5).

Algilanan bu hayali sesler, bir hastaliktan ziyade isitme yolagindaki bir
anormalligin semptomudur. Siddeti, yogunlugu, giirligii, sikligi degiskendir ve
arastirilmasi giigtiir. Aralikli formdan stirekli bir forma kadar uzananabilir. Etki
aralig1 azdan ¢oga dogru gider. Populasyonun kabaca % 10-15’ini etkiler ve bu
oranin yaklasik %20’si hayat kalitesinin olumsuz etkilenmesinden dolay1 tibbi
yardima ihtiya¢c duyar. Clinkii 6zellikle sesiz ortamlarda gelisir ve oldukca
rahatsiz edici bir durumdur (1-5). Uyuyabilme yetenegini, konsantrasyonu ve
dolayli olarak bireyin duygusal refahin1 derinden etkiler. Tiim bu olumsuz etkiler,
dinlenme, sosyallesme gibi temel yasamsal fonksiyonlarmi engeller. Ozellikle
siddetli vakalarda uzamsal 6grenme, zihinsel calisma, ise konsantre olma ve
dikkat etme yetenegi kisitlanir. Bunun sonucunda depresyon, intihara egilim,
anksiyete, sinir bozuklugu, insomnia gibi psikolojik rahatsizliklar meydana
gelebilir ( 6-10). Siirekli kulak ¢inlamasi, kontrol kaybiyla birlikte problemin daha
gliclesmesine ve bireyde gittik¢e artan bir stres dongiisiine neden olan bir korkuya
yol acar ( 11).

Kulak ¢inlamasmin nedenlerinin bilinmemesine ragmen bir¢ok kulak
¢mlamasi ¢esidi bildirilmistir ve ¢esitli siniflandirmalar yapilmigtir. Cinlama akut
(glinler veya haftalar siiren) veya kronik (6 aydan uzun siiren) olabilir.

Smiflandirma etiyolojisine gore isitme sisteminin i¢inde (koklear) ya da disinda



(ekstrakoklear) veya subjektif ya da objektif olarak tanimlanabilir. Bu ayrim
bakim ve tedavi agisindan 6nemlidir (4, 5, 12,13).

En yaygin kulak ¢mlamasi, subjektif olarak smiflandirilabilir. Subjektif
kulak ¢inlamasi, disaridan her hangi bir uyarimin olmadig1 bir durumda yalnizca
birey tarafindan hayali seslerin algilanmasidir. Degisik derecelerdeki
yogunluklarda olusabilir. Nedeni bilinmeyen bir isitme kaybiyla birlikte meydana
gelebilir. Bu ¢esit ¢inlama duyusal-algisal 6zelliklerine gore tanimlanabilmesine
ragmen, akustik 6zelliklere sahip degildir. Bu sebepten dolay1 dlgiilemez ya da ses
basinci cihazlariyla belirlenemez (4, 5, 12, 13).

Objektif kulak c¢mlamasina goére daha az yaygin olan objektif kulak
¢mlamasi viicut igerisindeki akustik bir kaynak tarafindan olusturulur, 6rnegin:
temporomandibular eklem anormallikleri, vaskiiler anormallikleri, arter
pulzasyonlari, merkezi isitme sisteminin anormal fonksiyon géstermesi, tensor
tympani kasmin spasmi, Ostaki borusu yoluyla alinan patolojik hava akimi.
Duyulan sesler somatosensorik seslerdir ve bireyin kulagina yakin olarak
duyulabilir. Birey bu sesleri kafanmn i¢inden (tinnitus cerebri) ya da kulagin
icinden (tinnitus aurium) algilayabilir. Bu ¢esit ¢inlama akustik 6zelliklere sahip
oldugundan olgiilebilir (4, 5, 12, 13). Ayrica kulak ¢inlamasmin merkezi
noropatik agrilarla benzerligi vardiwr, bunun yani swa siklikla vestibular
Schwannoma’nin ilk belirtisidir (14).

En 6nemli nedenlerinin yaslanma, isitme kaybi ve asir1 giiriiltiiye maruz
kalma olmasinin yaninda dis, orta ve i¢ kulagi ya da isitme sinirini i¢ine alan
hemen her hastalik ¢mlamanin nedeni olabilir. Ancak herhangi bir kulaksal

patolojinin olmadig1 durumlarda da ¢mnlama bildirilmistir (15, 16).



Akut durumlar enfeksiyon, ila¢ tedavisi, kafa veya boyun yaralanmalari,
kulak kiri, kan basmcindaki veya metabolizmadaki degisiklikler tarafindan
gelisebilir. Kronik durumlar, sensondral (iletimsel) isitme kaybi sonucunda
olusur. Iletimsel isitme kaybn ise, dis ya da orta kulakta sesin iletilme kabiliyetini
diisiiren; kolestatoma, orta kulak efiizyonu, kulak zar1 defektleri, otosklerozu da
kapsayan kemiksel anormallikler, i¢ kulak ya da beyine giden yolaktaki hasarlar,
vestibulocochlear sinirin fonksiyon bozuklugu gibi nedenlerden kdken alir. Kulak
¢mlamasi; Me'nie're hastaligi, akustik ndroma, mikrovaskiiler kompresyon
sendromu gibi isitme siniri hasarlari, viral enfeksiyonlarla iliskili olabilir,
hemifacial spazmin komplikasyonu olabilir, o6zellikle aminoglikozid grubu
antibiyoklerin, diiiretiklerin, kinin gibi antimalaryal ilaclarin, salisilat gibi
nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglarin, cisplatin, vincristine gibi kemoterapi
ilaglarmm kullanim1 ¢inlamaya neden olabilir. Tiim bunlarin disinda metabolik
hastaliklardan  hipertiroidizm, hipotiroidizm, anemi, hiperinsiilinemi,
temporomandibular eklem bozukluklar1 ve nadiren norolojik hastaliklarda da
kulak ¢inlamasinin olustugu bildirilmistir (5, 17-25).

Wegel gibi bazi arastiricilarin, kulak ¢mlamasiyla dis tonlarin benzer
etkilesimlerde bulunduklarini bulmalarma ragmen, simdilerde bu olaym sadece
kulagin kendisinin fiziksel sesler iirettigi durumlarda olustuguna inanilmaktadir
(26-28). Ciinkii kulagin sadece basit bir alici olmadigi kendi kendine ses

iiretebildigi saptanmustir (29).



3.1. Hayvanlarda Deneysel Kulak Cinlamas1 Modelleri

Insanlarda kulak ¢mlamasmin  varhgmnm ve varhg durumunda
karakteristiginin belirlenmesi zor degildir. Bu amagla giiriiltii ya da salisilatla
olustulmus deneysel ¢aligmalar bulunmaktadir ve bu ¢aligmalar kulak
cinlamasinin genel karakteristiginin belirlenmesi ve viicuttaki seslerle iligkisinin
arastirtlmasi i¢in 6nemlidir (29). Fakat kulak ¢inlamasinin fizyolojik temellerinin
arastirilmasi ve potansiyel tedavi denemeleri i¢in deneysel caligmalar yapmak
tizere hayvan modellerinin kullanimi zorunludur. Ancak hayvanlarda kulak
¢mlamasmin varliginin belirlenmesi ¢cok basit degildir. Bu amagcla basta Jastreboff
olmak {tizere bir¢ok arastirici giirliltiiyle ya da salisilatla kulak c¢inlamasi
olusturmadan Once, hayvanlar1 bir hayvan davranig testine tabii tutmus ve bu
testin uygunlugunu arastirmustir( 28, 30-32). Bu hayvan modelleri, deneklerde
standart sartlandirma tekniklerinin uygulanmasi ve bu teknikler uygulanirken
deneklerin standart sartlandirma kafesindeki davranislarinin  gézlemlerine
dayanmaktadir (33).

Hayvanlarda da insanlarda oldugu gibi iki sekilde kulak c¢ilamasi
meydana getirilir:

1) Asir1 gliriiltiiye maruz birakma

2) Sodyum salisilat (veya quinine) uygulamasi.

3.1.1. Asin Giiriiltityle Olusturulan Kulak Cinlamasi (NT) Modeli
Glirtiltiiyle olusturulan kulak ¢inlamasi modelinde denekler yiiksek sese
maruz birakilarak akustik travma olusturulur. Giiriiltiiye maruz birakilmanin

kulak ¢inlamasi olugturdugu degisik hayvan modelleriyle kanitlanmistir. (34-36).



Bu modelde denekler oncelikle sesli ortam ile sessiz ortamin ayirimini
yapabilmesi i¢in SIPAC (Schedule-Induced-Polydipsia Conditioning) gibi bir
davranig testi i¢in egitilir. Denekler egitimin sonunda anesteziye alinir ve tek
kulaktan olmak iizere olarak 2-3 saat siireyle 6-12 kHz araliginda 120 dB’lik dar
banth giiriiltiiye maruz birakilir. Giriiltiiniin tek kulaktan verilmesinin nedeni,
giiriiltiiye maruz birakilan kulakta ¢inlamay1 baslatmak ve diger kulakta normal
isitmenin devamini saglamaktir (37, 38).

Tek tarafli giiriilti uygulamasiyla olusan kulak ¢inlamasi kalic1
olmaktadir. Kulak ¢mlmasmin bir¢ok nedeni olmasina ragmen en ¢ok rastlanilan
tiirli asir1 giiriiltiiyle olusan akustik travmadir (39-41). Yogun seslere maruz
kalmanin isitme kaybma ve kulak c¢mlamasina yol ac¢tigi uzun siiredir
bilinmektedir (38, 42). Giiriiltiiyle olusturulan isitme kaybinin tiiy hiicrelerinin
kayb1 ya da stereocilia hasar1 gibi koklear patolojilerle iligkilendirilebilmesine
ragmen kulak ¢inlamasmin yapisal degisikliklerle ilgisi tam olarak
belirlenememistir( 43, 44).

Bu acidan gegen on yil i¢inde giirtiltiiyle olusturulan kulak ¢mlamasmin
patofizyolojisinin aydinlatilmasi i¢in Onemli sayida ¢alisma yapilmistir. Bu
calismalarin genis oraninda periferik isitme sisteminde meydana gelen hasarin
merkezi sinir sisteminde plastik organizasyonun degisimini tetikledigi ve noral
hiperaktiviteyle sonuglandigi gézlemlenmistir (45-48) .

Beyindeki plastik degisiklikler artan atesleme oranin artisiyla
gosterilmistir. Ornegin, 4-15 kHz 80-127 dB SPL gibi saf tonlar1 igeren degisik
parametrelerdeki giiriiltiiye 20 dakikadan 4 saate kadar maruz birakilmanin

birincil isitme cortex’indeki atesleme oraninda ani bir artisa neden oldugu (49-51)



ayrica nucleus cochlearis dorsalis’te ve colliculus inferior’te gecikmis
hiperaktivite baslangici olusturdugu bildirilmistir (34, 36, 52, 53-56). Giiriiltiiye
maruz kalma igitme sinirinde, DCN’de ve IC’de artan uyarilma aktivitesine de 151k
tutar (57-59). Bununla birlikte akustik travma tarafindan olusturulan
uyarilabililirligin molekiiler mekanizmasi heniiz tam detaylandirilamadigi i¢in
molekiiler calismalar devam etmektedir. Ornegin Tan ve arkadaslari, saf
giiriiltiiye bilateal maruz birakilan ve 6 giin sonra kulak c¢ilamasi olustugu
kanitlanan ratlarin inferior colliculus’larinda, beyin kaynakli nérotropik faktoriin
(BDNF) ekspersyonunda ve GABA immunopozitif sinyallerinde artis oldugunu
belirtirken Sun ve arkadaslar1 ratlarda tek tarafli olusturduklar1 kulak ¢inlamasimnin
isitme cortex’indeki 1s1 sok protein ekspreyonunun arttigini gézlemlemistir ( 60,
61).

3.1.2. Sodyum Salisilat ile Olusturulan Kulak Cinlamasi1 (SAT) Modeli

Bu modelde sodyum salisilatin yiiksek dozda tek ya da diisiik dozda
tekrarh kullanim1 s6z konusudur (62). Bilindigi tizere sodyum salisilat, analjezik
ve antienflamatuar olarak kullanilan asprinin etken maddesidir ve 6zellikle tekrarh
dozlarmm kulak ¢inlamasi olusturdugu bilinmektedir (63, 64).

Jastreboff ve arkadaslar1 tarafindan gelistirlien modelde de deney
hayvanlarina 350mg/kg dozda sodyum salisilat arka arkaya iki giin intraperitoneal
olarak enjekte edildiginde kulak c¢mnlamas1 gelistigi belirtilmistir. Ayrica
intraperitoneal enjeksiyondan 2-4 saat sonra sodyum salisilatin kandaki
konsantrasyonunun en yliksek degere ulastigi ve enjeksiyondan 8-15 saat sonra
konsantrasyonun yar1 degere indigi gozlemlenmistir (65, 66). Ayni sekilde

sodyum salisilat konsantrasyonunun cerebrospinal siv1 ve i¢ kulagm perilenfinde
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kandakine benzer bir zamanlamayla yiikseldigi ancak bu konsantrasyonun
kandakinden daha diisiik seviyelerde oldugu Olgtilmiistiir. Kulak ¢inlamasinin da
perilenfteki salisilat konsantrasyonun yiikselmeye basladigi zamanlamaya paralel
olarak gelistigi goriilmiistiir( 67,68).Yani enjeksiyonundan yaklagik bir- iki saat
sonra salisilatin kan beyin engelini asarak serebrospinal sivida 1-2 mM
konsantrasyona ulastigi, yaklasik {ic saat bu yiiksek seviyede kaldig1 ve dordiincii
saatin sonunda 1mM diizeye diistiigii sdylenebilir (69-71).

Cerebrospinal sividaki salisilat konsantrasyonu 1 mM diizeyinde olmasi
halinde kulak c¢mnlamast gelistigi bilinmektedir. Kulak ¢mnlamasmin tmnisi
acisindan benzemektedir (65, 66, 68, 72).

Insanlarda salisilatla indiiklenen kulak ¢mlamasinm tmis1 her olguda
yiiksek frekans araligindadir. Ratlarda da insanlardaki gibi salisilatla indiiklenen
kulak ¢mlamasinin frekansmin tonal algilanmasi1 10-16 kHz (66, 73, 74 ) veya 7-9
kHz oldugu rapor edilmistir (75).

Salisilat; isitme sistemi ile hem cochleada hem de merkezi sinir sisteminde
olmak iizere bir ¢ok yolla etkilesimde bulunur. Etkilerinin ilk once cochlea
seviyesinde dig tiiy hiicrelerinin elektriksel ve mekanik 6zelliklerini degistirerek
gosterdigi bilinmektedir (62, 76-79). Cochlea’da ilk 6nce dis tiiy hiicrelerinin
duvarinda bulunan ve elektromotilitenin molekiiler motoru olarak goérev yapan
prestinin ekspresyonunu azaltir dolayisiyla sinirsel girdiler azalarak bir isitme
kaybi olusur (62, 80-84).

Ancak Huang ve arkadaslar1 uzun siireli salisilat kullanimmin bu etkiyi
tersine ¢evirdigini bildirmislerdir (85). Ruel ve arkadaslar1 ise cochlear kesitlere

iyontoforetik uygulanan salisilatin arasidonik asit dongiisiiyle etkilestigini ve
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bunun sonucunda NMDA reseptor aktivitesinin arttigint ve isitme siniri
liflerindeki spontan atesleme oranmin arttigini bildirmistir (86). Bunun disinda
kedilerde 200 mg/kg salisilatin sistemik uygulamasinin isitme cortex’indeki
spontan atesleme oraninin degismedigi ancak ayni yolla uygulanan 400 mg/kg
salisilatin bu orani arttirdigi bilinmektedir (87, 88).Merkezi olarak salisilat
seratonin ve GABA aktivitesini diislirlir ayrica bazi potasyum kanallarinin
iletkenliklerini etkiler buna karsin cochlear perflizyonda sistemik uygulamada

goriilen merkezi etkiler goriilmez (86, 89, 90).

3.2. Hayvan Davrams Testleri

Son yillarda kulak ¢inlamasina olan ilgi artmus, algilanan bu hayali seslerin
norolojik temellerinin anlasilmasi ve bu rahatsizlia karsi ilag gelistirilmesi
amaclanmistir. Bununla birlikte, ndrolojik rahatsizliklarin kontrollii calismalarinin
en iyi hayvanlarla yiiriitildigii tesbit edilmistir. Ancak bir hayvanda kulak
¢mlamasmin olup olmadigini belirmek i¢in bu ayrimi yapabilecek yollara ihtiyag
duyulmaya baslanmistir. Bu amagla bir hayvanda kulak ¢inlamasinin olup
olmadigmi gosterebilecek hayvan davranig testlerini tasarlamak rutin hayvan
davranis bilimcileri i¢in zor olmamistir. Hayvanlarin fiziksel sesin varligini ve
yoklugunu ayirt edebilmesi i¢in belli tonda bir sesin varliginda spesifik
davranislar gostermesi ve bu sesin yoklugunda ya degisik bir davranis sergilemesi
ya da hi¢c tepki vermemesi prensibine dayanan kosullandirma testleri
gelistirilmistir (29, 91). Ornegin bir hayvan belirli tonda bir sesin varhgmda su
icme davranist gOstermesi icin egitilebilir. Bu amagla kullanilabilecek 8 ayr1

hayvan davranis testi mevcuttur.
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3.2.1. Jastreboff’un Kosullandirilmis Baskilama Yo6ntemi:

Hayvanlarda ilk kulak ¢inlama testi Jastreboff ve arkadaglari tarafindan
bulunmustur. Bu testte kosullandirilmig baskilama yontemi kullanilmistir (65). Bu
yontem, susuz birakilmis hayvanlarin, 6zel tasarlanmis bir kafes iginde, belirli
frekans ve yogunluktaki arka sesin varliginda su igme davranigi gostermesi ve
daha sonra bu arka ses kapatildiginda belirli bir sessiz aralik diliminde ayak soku
yardimiyla su igme hareketinin baskilanmasindan olusur. Bagka bir deyisle susuz
brrakilmis hayvanlara, ilk Once sesli ve sessiz ortamlar1 ayirt etmesi Ogretilir.
Daha sonra sessiz ortamla su igme hareketini iligkilendirebilmesi saglanir. Bunun
icin sessiz ortamda kafes tabanindan verilen bir ayak sokuyla su igmemeye
kosullandirilir. Kosullandirma egitimi tamamlanan hayvanlarda kulak ¢inlamasi
olugsmugsa ¢mlamadan dolay1 hala ses algilandig1 diisiiniiliir ve test siiresi i¢inde
belli araliklarda arka ses kapatildiginda su i¢me hareketinde baskilanmanin
azaldig1 hatta ortadan kalktig1 goriiliir. Eger olusmamissa test siiresi i¢inde belli
araliklarda arka ses kapatildiginda tabandan ayak soku verilmemesine ragmen su

icme hareketi neredeyse tamamen baskilanir.

3.2.2. Bauer ve Brozoski’nin Kosullandirilmis Ka¢cinma Yontemi:

Bauer ve Brozoski tarafindan tasarlanan kosullandirilmis kaginma yontemi
Brennan ve Jastreboff’un yonteminden tiiretilmistir (92). Yine ilk 6nce hayvanin
sesli ortamla sessiz ortami ayirabilmesi prensibine dayanir. Bu ayrimi 6grenen
hayvanlarda ¢inlama olusturulur ve siirekli dinletilen sesin arasinda verilen sessiz
araliklarda hayvanlarda beklenen frekanstaki kulak c¢inlamasina olusmugsa

hayvandan ona gore davranmasi beklenir. Bunun i¢in a¢ birakilan hayvanlar, ilk
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once 60 dB SPL genis bant araligindaki sesin varhiginda yiyecege ulasabilmesi
icin yiyecek koluna basmaya kosullandirilir. Kosullanmay1 6grenen hayvanlar
ikinci bir kosullanmaya tabii tutulurlar. Bu kosullanmada 60 dB SPL genis bant
araligindaki ses 60 saniyeligine kapatilir ve bu sessiz araligin sonunda hayvana
kafesin tabanindan bir ayak soku verilir. Boylece sessiz aralikta yiyecek koluna
basma davranisi baskilanmaya calisilir. Yiyecek koluna basma davranisi % 25

azalma gosterdiginde artik ayak soku verilmez ( 93).

3.2.3. Riittiger’in Kosullandirilmis Kaginma Yo6ntemi

Riittiger ve arkadaslarmin yontemi bahsi gecen diger yontemlere alternatif
olarak sunulmustur. Ratlarin sekerli suyu saf suya tercih ettigi bilinmektedir. Bu
yontemde 15-18 saat susuz birakilan ratlar 6zel bir kafes i¢inde sunulan birinde
saf su, birinde %3 siikroz soliisyonu bulunan su siselerinden birini se¢meye
kosullandirilir. Ik 6nce her iki siseden su igmeye kosullanan ratlara su igme
davranisiyla birlikte 6diil verilir. Daha sonra 70 dB SPL genis bant sesin geldigi
taraftaki su sisesinden su icen rata 6dil verilirken, ses kapatildiginda o6diil
verilmez ayrica ayak soku verilir. Bu egitim ratin sessiz araliklarda en fazla %20

oraninda su igme hareketi géstermesine kadar devam ettirilir (69).

3.2.4. Guitton’un Kosullandirilmis Kacinma Yontemi

Guitton ve arkadaslar1 kulak ¢inlamasi olusturulacak ratlarin, belirli bir
sesin varliginda verilecek ayak sokundan kaginmalarini esas alan bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu yontemde onceden bahsedilen yontemlerden farkli olarak

sesli ortamda ayak soku verilir. Ratlar 10 kHz 50 dB SPL saf sesin varliginda
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kafesin bir kosesine yerlestirilmis bir platforma tirmanmaya kosullandirilir. 10
dakikalik bir egitim siirecince 10 defa ses verilir ve ratin soktan kaginmak ig¢in
platforma tirmanmayi 6grenmesi beklenir. Rat verilen soklarin %80’inden

kacabilmeyi 6grenmisse egitimi 6grendigi kabul edilir ( 74).

3.2.5. Guitton’un T- Su Labirenti Yontemi

Guitton ve arkadaslar1 iki segenekli bir kulak c¢mlamasi testi
gelistirmiglerdir. Bu test hayvanlarda kulak c¢imlamasmin olup olmamasima
dayanan ratlari saga ya da sola yiizdiigii bir su T-labirentinden olusur. Herhangi
bir yoksunluk ve ayak soku icermediginden dolay1 avantajli bir yontemdir. Hatta
su labirenti i¢inde yiizen hayvanlar, dinlenmeleri i¢in yerlestirilmis olan
platoformu bulmalar1 i¢in motive edilmis olur. Hayvanlar su T-labirentinin
baslangi¢ noktasina birakildiktan sonra, sesin varliginda sag kola ylizmeye, sesin
yoklugunda ise sol kola ylizmeye kosullandirilirlar. Bu kosullandirma sesin
varhiginda saga yerlestirilen platform, sesin yoklugunda ise sola yerlestirilen

platform araciligryla gerceklestirilir ( 94).

3.2.6. Lobarinas’in Planh Olusturulmus Polidipsiadan Kac¢inma
Yontemi

Lobarinas ve arkadaslarinin yonteminde ratlar su yerine yemden yoksun
birakilirlar. Yemden yoksun olan ratlar kendilerine verilecek yemleri beklerken su
icmeye kosullandirilir ve planl bir polidipsi olusturulur. Diger yontenlerin aksine
bu yontemde planl olusturulan polidipside 40 dB SPL arka ses verildiginde su

icme davranig1 gosterilirse rat ayak sokuyla uyarilir ve sessiz arakilarda su
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icmesine izin verilir. Sessiz araliklardaki su igme orani toplam su igme oraninin
%90’1mn1 astig1 durumlarda ratlarin egitimi 6grendigi kabul edilir ve kulak
¢mlamasi olusturulur. Kulak ¢inlamasmin varligi ise sessiz araliklarda ratin su

icme davranig1 gostermemesiyle kanitlanir (95).

3.2.7. Turner’mn Sigcrama Refleksini Baskilama Yontemi

Turner ve arkadaslar1 diger yontemlerden farkli olarak kosullandirma
yoluna gitmemis ani sesten olusan sigrama refleksini temel alan yeni bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu yOntemde ayak sokuyla beraber, hi¢bir kisitlamaya
gidilmemistir. Stirekli dinletilen 60 dB SPL dar bant sesin arasinda 6nce 150 ms
sessiz araliklar verilmesi ve bu sessiz aralik iginde 20ms 115 dB SPL genis bant
sesin Vverilmesiyle olusan sigramanin basing degerinin Olgiilmesi prensibine
dayanir. Kulak c¢inlamasi olusan hayvanlarda sigramayla olusan basing

degerlerinin diistiigii belirtilmistir (96).

3.2.8. Heffner’in Sesin Yerini Belirleme Yontemi

Heffner ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bu yontem, tek tarafli
giiriiltiiye maruz birakilan kulakta kulak c¢mlamasi olustugu ve sagdan ya da
soldan gelen sese tepki vermeyi 0grenen hayvanlarin, fiziksel sesin yoklugunda
kulak ¢inlamasi olan kulak yoniinde ayni tepkiyi gosterdigi diisiincesine dayanir.
Bunun icin hayvanlar ilk once verilen sesin sagdan mi soldan mi1 geldigini
ogrenebilmeleri i¢in dogru cevap verdiklerinde Odiillendirilir, yanlis cevap
verdiklerinde soka maruz brrakilir. Egitim sirasinda verilen sassiz araliklarda ne

odiil ne de ceza verilir (97,98).
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3.3. Isitme Sistemi

Ses, elastik bir ortam iginde iiretilen basingli dalgalardir (99). Isitme ise
olusan ses dalgalarinin kulak tarafindan toplanmasi ve beyindeki isitme
merkezlerinde karakter ve anlam olarak yorumlanmasina kadar olan karmagik
siirecleri ifade etmektedir. Isitme sistemi, periferal isitme sistemi “kulaktan” ve
merkezi sinir sisteminin isitme ile ilgili kistmlarindan olusur. Her kulak, ulasan
karmasik ses dalgalarinin toplanmasi, iletilmesi, degistirilmesi, yiikseltilmesi ve
analizi icin uzak mesafe alicisidir. Algilanan bu mekanik enerji afferent igitme
sinir lifleri tarafindan kodlanmis sinir impulslarma cevrilir ve bu impluslar daha
ileri analiz i¢in beynin isitme merkezine iletilir. Periferal isitme sistemi, kulagin
cesitli kisimlarindan olusur ancak 6zellikle fonksiyonel olarak 6nemli olan kism1
cochlea ve labriythus membranaceaus’un cochlea’ya ait boliimii ductus
cochlearis’dir (100, 101). Merkezi isitme sistemi ise i¢ kulagm isitme kisminda
bulunan aksonlara dolayli ya da dogrudan baglanan noron gruplari tarafindan

olusturulur (102, 103).

3.3.1. Auris Interna (i¢c Kulak)

I¢ kulak os temporale’nin pars petrosa’s1 icerisinde yer alir. Dolambagcli
yollar ve bu yollar1 birbirine baglayan kanallardan olusur. Bu nedenle i¢ kulaga
labyrinthus denir. Islev bakimindan iki ayr1 kisim bulunur: denge duyusunu alan
vestibuler organ ve isitme duyusunu alan cochlea. Sekil ve yapi bakimindan
birbirine benzeyen, yap1 ve islev bakimindan ise farkli olan i¢ ice ge¢mis iki

par¢adan olusur. Biri, dista bulunan kemikten (labyrinthus osseus), digeri kemik
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boliimiin i¢inde yer alan zardan (labyrinthus membranaceus) olusmustur. ( 14,
101, 104.)

Labyrinthus osseus viicudun en sert kemik yapilarindan biridir.
Labyrinthus membranaceus’u bir kapsiil tarzinda sarar. Labyrinthus
membranaceus’tan daha biiylik olmas1 nedeniyle iki yap1 arasinda bir bosluk kalir.
Bu bosluk perilympha denilen ektraselliiler doku sivisma benzer bir sivi ile
doludur. Ug béliimden olusur: Giris kismi (vestibulum osseus), denge ile ilgili
olan yarim daire kanallar1 ( canales semicirculares) ve isitme ile ilgili olan
cochlea. (101, 104)

Labyrinthus membranaceus, labyrinthus osseus i¢inde yer alan ancak belli
noktalarda kemiksel ¢atiya tutunan zarsal bir yapidir. i¢i endolympha denilen sivi
ile doludur. Labyrinthus membranaceus dort ana anatomik yapidan olusur. Bunlar,

utriculus, sacculus, ductus semicirculares ve ductus cochlearis’tir. (101, 104.)

3.3.1.2. Cochlea

I¢ kulakta sesin algilanmasmin gerceklestigi yerdir. Kemiksel kismi, zarsal
kismimi c¢evrelemistir. Her iki yap1 cochlea’nin radial kesitlerinde cok iyi
goriilmektedir. Sekil bakimindan salyongoz kabuguna benzedigi i¢in bu isim
verilmistir. Insanlarda yaklasik 2,5 kivrim halindedir. Ac¢ilmis cochlea’nin
uzunlugu 3,1-3,3 cm arasinda degismektedir. Yiiksekligi ise ortalama 0,5 cm’dir.
Vestibulumun 6niinde bulunur. Koni seklindedir. Basis cochlea denilen bir tabani,
cupuleae cochlea denilen bir tepesi vardir. Bu kemiksel kapsiil orta kulak boslugu

i¢ duvarmin Oniine yerlesmistir ve en i¢indeki modiolus adi verilen spongiyz
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dokudan olugsmus, delikli bir koni seklindeki yapi ile buraya baglanmistir (14,
101-105).

Modilous’un ¢evresinde yer alan, dolambagl bir sekilde tabandan tepeye
kadar uzanan kemik kanal canalis spiralis cochlea’dir. Tabani tepesinden ¢ok daha
genis olan bu kanalin boslugu lamina spiralis ossea denilen ince kemik bolmeyle
tam olmayan iki boliime ayrilir. Ayrica bu kanali tam olarak {ice bolen iki esnek
zar bulunur. Bunlar Reissner membrani ve basillar membran’dir. Ustte yer alan
bolmeye scala vestibuli, altta kalan bdlmeye ise scala tympani, oratada kalan
bolmeye ise scala media ad1 verilir. Scala vestibuli fenestra vestibuli’den baglar ve
cupuleae cochlea’ya kadar uzanir. Tepe noktasinda helicotrema adi verilen
aciklikla scala tympani’ye agilir. Scala tympani ise cupuleae cochlea’dan basale
dogru iner ve fenestra cochlea’da sonlanir. Her iki scala, perilympha ile doludur.
Bu siwv1 yiiksek sodyum, diisiik potasyum iyon Kkonstantrasyonludur ve
cerebrospinal sivi gibi ekstraselliiler siviya benzer. Scala media ise cochlea’nin
ortasma yerlesmistir. Reissner membrani ile scala vestibuli’den, basillar membran
ile de scala tympani’den ayrilir. Cochlea’nin tabanindan tavanina dogru daralir.
Scala media iginde bulunan sivinin (endolympha) iyonik konsantrasyonu
intraselliiler sivi ile benzerdir. Yani diisik potasyum, yiiksek sodyum

konsantrasyonuna sahiptir (14, 101-105).

3.3.1.2.1. Reissner Membram
Reissner membrani (vestibuler membran) scala media’y1r scala
vestibuli’den ayiran ii¢ tababakali bir zardir. Medial’de spiral limbus’un modiolar

kenarma lateral’de ise stria vascularis’in apikal kenarindaki spiral ligamente
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baglhdir. Suya tamamen gegirgendir. Ancak biiyiik molekiillerin gevsek baglanti

yerlerinden paraselliiler gegisini kisitlar (105).

3.3.1.2.2. Basilar Membran

Basilar membran lamina spiralis ossea’nin lateral kenariyla onun spiral
ligamentin i¢indeki kismi arasinda uzanir. Scala media’nin tabanii olusturur.
Temel dokusunu cohlea’nin tonotopisi i¢in birinci derecede dnemli olan bag doku
olusturur. Spiral uzunlugu insanda 31,5 mm, chinchilla tavsaninda ise 18,3
mm’dir. Genisligi cochlea’nin tabanindan apex’ine kadar 150 ile 450 um arasinda
degisir. Sertligi bazal’de apex’e gore daha fazladir. Sertlikteki bu kademeli diisiis,
dis kulaktan gelen sesin basilar membran iizerinde tabandan bazalden apex’e
dogru bir dalga olusmasina sebep olur. Bu dalgalanma hareketi frekanslarin

ayriminin temelini olusturur (14, 105).

3.3.1.2.3. Tectorial Membran

Tectorial membran, spiral limbus ve Corti organi’nin iizerinde uzanan
hiicresi olmayan ekstraselliiler bir membrandir. Fibroz bir maddeden olusmustur.
Tip II kollajen tectorial membran'n esas proteinidir ve endolypmha tarafindan
hidre edilir. Alt1 bolgesi vardir, bunlar: limbal tabaka, fibroz matriks, marjinal
bant, ortii agl, Hensen seridi ve Hardesty membrani. Corti organi’nin ylizeyinde
Hardesty membranm1 dig tiiy hiicrelerinin iizerini orterken Hensen seridi i¢ tiiy

hiicrelerinin iizerini orter (105).
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3.3.1.2.4. Spiral Limbus
Lamina spiralis ossea’nin i¢ kenarina baglanir. En i¢ kenarina ise Reissner

membrant baglanir. Spiral bi¢iminde vaskiilarize bag dokusundan ibarettir (105).

3.3.1.2.5. Spiral Ligament

Scala media lateral duvarinmn biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan yapidir.
Gevsek bag dokudan olusmustur ve igerdigi hiicreler iyon tasiyict enzimlerden
zengindir. Lateral sinir1 kulak kapsiiliiniin i¢ yliziindedir. Medial sinir1 ise stria
vascularis ve spiral prominence tarafindan olusturulmustur. Scala vestibuli ve
scala tympani’nin i¢ine dogru uzanir. Bu iki perilypmhatic kanalin iletisim

halinde bulunmasi i¢in lateral bir rota olusturur (105).

3.3.1.2.6. Stria Vascularis
Scala media’nin endolymphatic smirmi1 olusturan yapidir. Reissner

membrani’nin baglanma yerinden spiral prominence’ye uzanir (105).

3.3.1.2.7. Spiral Prominence
Stria vascularis ile basilar membran arasina yerlesmis olan spiral seklinde

bir dokudur. Bu tabakanin iyon tasinmasinda rolii oldugu sanilmaktadir (105).

3.3.1.2.8. External Sulcus

Spiral prominence basilar membran tarafindan olusturulan agik bir

kanaldir (105).
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3.3.1.2.9. Corti Orgam

Corti organi, i¢ kulakta tiily hiicreleri ve destek hiicrelerinin spiral
dizilisinden meydana gelen ve basilar membran’in ilizerine yerlesen bir reseptor
organdir. Tectorial membran tarafindan iizeri ortiilmistiir. Birincil gorevi basilar
membran’in mekanik titresimlerini beyine iletilen noral impulslara ¢evirmektir.
Corti organi lateralden mediale dogru Hensen hiicreleri, Corti’nin dis tiineli, ii¢
sira dis tiiy hiicreleri, phalangeal ¢ikintili Deiters hiicreleri, Nuel boslugu, dis
siitun hiicreleri, Corti’nin i¢ tiineli, i¢ siitun hiicreleri, i¢ tlly hiicreleri, i¢
phalangeal hiicreler ve i¢ smir hiicrelerinden olusur. Retikiiler lamina denen sert
tabaka, Corti organi destek hiicrelerinin apikal uzantilari ile duyu hiicrelerinden
olugur. Corti organi bazal turdan apikal tura dogru bazi degisiklikler gosterir.
Ornegin; i¢ ve dis titrek tiiylii hiicrelerin uzunluklari, sterosilyalarin uzunluklari,
Corti organinin genisligi, siitun hiicrelerinin basliklarinin uzunlugu, Hensen

hiicrelerinin yiiksekligi apikale dogru giderek artar (14, 102, 103,105).

3.3.1.2.9.1. Destek Hiicreleri
3.3.1.2.9.1.1. Hensen Hiicreleri
Corti organt’nin lateral smirmni olusturur ancak retikiiler laminanin pargasi

degildir. Hensen hiicreleri ile dis tiiy hiicreleri arasinda dig Corti tiineli bulunur

(14, 105).
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3.3.1.2.9.1.2. Deiters Hiicreleri
Dis tiiy hiicrelerini iistten ve alttan destekleyici hiicreleridir. Basilar
membrana baghdirlar ve dis tily hiicrelerini alt kutbunda fincan gibi bir ¢ikinti

olustururlar (14, 105).

3.3.1.2.9.1.3. Siitun Hiicreleri
Dis ve i¢ olmak iizere iki tip siitun hiicresi vardir. Siitun hiicrelerinin
parmaks1 cikintilari, hem dis tily hiicrelerinin hem de i¢ tily hiicrelerin yan

smirlarmi yapar (14, 105).

3.3.1.2.9.1.4. Phalangeal Hiicreler
I¢ tiinel ile i¢ tiiy hiicrelerinin medial yiizlerinin birbirinden ayirir (14,

105).

3.3.1.2.9.2. Duyusal Hiicreler

3.3.1.2.9.2.1. Stereocilia

Hem dis hem de ig tiiy hiicreleri apikal u¢larinda, duyu aktariminda 6nemli
olan steriociliara sahiptirler. Uzunluklar1 basis cochlea’dan cupulac cochlea’ya,
ayrica dis tily hiicrelerinin lateral siralarina gittikce artar. I¢ tily hiicrelerin
stereocilialar1 dis tlly hiicrelerinin stereocilialarina gore iki kat daha kalindir ve
daha comak seklindedir. Stereocilialar gergek cilia degillerdir. Tiiy hiicrelerinin
kutikiiler tabakasindan uzanan uzun ve sert mikrovilluslardir. En uzunlari en dista
bulunur ve uzunluklar1 igten disa dogru artar. Stereocilialar birbirlerine iki ¢esit

bag ile baglanmislardir. Bunlardan birisi stereocilialar1 birbirine baglayan yatay
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baglar. Bunlarin diginda vertikal baglar da bulunur. Stereocilialar n sertligini
icindeki aktin filamani saglar Her tily hiicresinin apeksinde 3-4 sira seklinde
dizilmis 50-150 arasinda stereocilia vardir. Dis tiiy hiicrelerinin stereocilialar1 V
ya da W seklinde dizilmistir. I¢ tily hiicrelerininkilerin dizilisi ise U seklindedir.
Dis tily hiicrelerinin en uzun stereocilialar1 tectorial membran’in alt yiiziine
baglanir. Ancak kisa olan i¢ tliy hiicrelerinin sterosilyalari tectorial membranla

iliski kurmaz (14, 105).

3.3.1.2.9.2.2. Dis Tiiy Hiicreleri

Di1s tiiy hiicreleri silindir ya da test tlipii seklindedir. Corti organi iginde,
Deiters hiicreleri tarafindan apikal ve bazal uclarma ve bunlarin phalangeal
cikintilarma baglh olarak bulunurlar ve elektrik stimiilasyonuyla kasilip
uzayabilirler. Sayilar1 insanda 13.400 olarak kabul edilmektedir. Chinchilla
tavsaninda ise bu sayr 10.400°diir. Dais tliy hiicreleri retikiiler lamina i¢inde
bulunurlar ve medial’den lateral’e dogru dizilmislerdir. Hiicrelerin boylar1 apex’e
dogru artar. 14 mikrondan 55 mikrona ulasir. I¢ plazma membrani boyunca
kutikular tabakadan cekirde§e dogru uzanan birka¢ tabaka halinde yiizeyalti
sisternalar vardir. Kutikular tabaka altindaki bu sisternalarda Hensen cisimcikleri
vardir. Yiizey alt1 sisternalarin arasinda bosluklar vardir ve sisterna ile hiicre
membrant arasinda uzunlugu 30-50 nm arasinda degisen bir lif ag1 bulunur. Bu
sisternalarin gorevleri heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir. Ancak dis tiiy

hiicrelerinin hareketleri ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (14, 102, 103, 105).
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3.3.1.2.9.2.3. i¢ Tiiy Hiicreleri

I¢ tiiy hiicreleri vestibular hiicrelere ve dis sira tily hiicrelerine benzerler ve
bazi 6nemli Ozellikleri ile dis tiiy hiicrelerinden ayrilirlar. Armut ya da sise
seklindeki hiicreleri tek sira halinde yerlesmislerdir ve destek hiicreleri ile sikica
cevrilidirler. Insanda sayilar1 yaklasik 3.500 tanedir. Genis ve kiiremsi
cekirdekleri hiicrenin ortasina yerlesmistir. I¢ plazmalemma boyunca uzanan
birkag tabaka ylizeyalt1 sisternasi bulunmaktadir. Organelleri, 6zellikle vezikiiller,
sitoplazma igine dagilmistir. Bu hiicrelerin taban kisminda bir¢ok sinaptik sinir
sonlanmas1 goriilir. Her afferent uca komsu sitoplazma ic¢inde, bir presinaptik
kalip vardwr. Efferent uclar daha genis vezikiiller icerir ve daha c¢ok afferent

uglarla sinaps yaparlar (14, 102, 103, 105).

3.3.1.2.9.3. i¢ Sulcus
Spiral limbusun lateral kenari, Corti organi’nin medial kenar1 ve apical’de

tectorial membran arasinda kalan spiral {istii agik bir kanaldir (14,105).

3.3.1.2.9.4. Spiral Limbus
Lamina spiralis ossea’nin medial kenarma baglanir. En i¢ kenarma ise

Reissner membrani baglanir. Vaskiilarize bag dokudan ibarettir (14,105).

3.3.1.2.9.5. Spiral Ganglion
Dis ve i¢ tily hiicrelerini innerve eden sinir hiicrelerinin gévdeleri spiral
ganglion i¢ine yerlesmislerdir. Rosenthal kanal olarak isimlendirilen kemiksel

kanal, spiral yonde apexe dogru ilerleyen sinir hiicrelerini sarar. Spiral ganglion
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icinde afferent bipolar hiicrelerden kdken alan miyelinli sinir lifleri ve
intraganglionic spiral demet olarak isimlendiren efferent sinir lifleri bulunur.
Bunun disinda otonom sinirler de bulunmaktadir. Memeli spiral ganglion’unda iki
tip afferent hiicre govdesi bulunmaktadir, bunlar Tip I ve Tip II hiicreleridir.
Spiral ganglion ndronlarinin yaklasik %90°1 Tip I hiicrelerdir, geriye kalanlarin
hepsi Tip II hiicrelerdir. Tip I hiicreler, bipolar sekilleriyle, genis ¢ekirdekleriyle
ve dikkat cekici Nissle cisimcikleri ile Tip II hiicrelerden ayrilirlar. Ayrica Tip 1
hiicreler i¢ tiiy hiicrelerini innerve ederler ve distan yaklagik 50 tabaka miyelin
kilif ile sarilmislardir. Tip II hiicreler, Tip I hiicrelerden daha kiigiiktiirler,
pseudounpolar sekildedirler, lobiiler ¢ekirdekleri vardir ve sitoplazmasi daha ¢ok
filament igerir. Dig tiiy hiicrelerini innerve ederler ve ya ¢ok az miyelin kilifla
kaphdirlar ya da miyelin kiliftan yoksundurlar. insanda Tip II hiicrelerin yarisi
miyelinli yaris1 miyelinsizdir. Bunun yaninda miyelinsiz olan bazi Tip I hiicreler
monopolardir ve hem i¢ hem de dis tiiy hiicrelerini innerve ederler (102, 103,

105,106).

3.4. Tiiy Hiicrelerinin Transdiiksiiyonu

¢ tiiy hiicreleri kulagmn asil reseptorleridir, baska bir deyisle, sesin
mekanik enerjisini merkezi olarak yorumlanan elektrik sinyallerine c¢evirir.
Dinlenim halinde, iizerindeki stereocilialar hiicrenin orta hattindan daha uzaga
egilimli olarak bulunurlar. Bu hiicrelerin dinlenim potansiyeli hiicrenin
bazalindeki sivi ile iligkili olarak -45 ve -60 mV arasinda degisir. Ciinkii
hiicrelerin apexinde stria vascularis’teki iyon pompalayan hiicreler tarafindan

iretilen potasyumdan zengin sodyumdan fakir endolympha, bazalinde scala
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tympani’yi dolduran sodyumdan zengin potasyumdan fakir perilypmha
bulunmaktadir. Endolympa i¢eren kisimlar perilympha i¢cen kisimlara gére 80mV
daha pozitiftir, bu durum endocochlear potansiyel olarak bilinir. Hiicrenin i¢i ise
perilympha’dan 45mV daha negatiftir yani endolympha’dan 125 mV daha
negatiflik gosterir. Stereocilialar’in zarinda olusan bu elektriksel fark, potasyum
iyonlarinin transdiiksiyon kanallariyla hiicre membranindan iceriye dogru akisisi
ile sonuglanir. Trasdiiksiyon uzunluk derecesine gore dizilmis ve en ugtan
birbirine ug¢ baglant1 proteinleriyle bagh stereocilialarin yanal hareketleriyle
gerceklesir. Ses endolympha’y1 dalgalandirdiginda, basal memranin asag1 yukari
hareket eder ve stereocilialar normal durus acisinin ilerisine ve gerisine dogru yer
degistirirler. En uzun stereocilianin yoniinde, u¢ baglantilar gerilir ve arasinda
bulundugu stereocilialar arasinda bir gerilim olusturur. Stereocilialarin
membraninda bulunan gerilime duyarli ve mekanosensitif transdiiksiyon kanallar1
acilir. Dinlenim potansiyelinde az sayida trandiiksiyon kanali acikken
stereocilialar’in en uzun stereocilia yoniinde yer degistirmesiyle daha ¢ok
transdiiksiyon kanali agilir ve potasyum iyonlarmin hiicrenin apex’inden hiicreye
girmesiyle hiicre i¢ci konsantrasyonu zaten potasyumdan zengin olan hiicre,
depolarize olur. Meydana gelen depolarizasyonla hiicrenin basaline dogru
yerlesmis olan voltaj kapili kalsiyum kanallar1 ve somatik voltaj kapili potasyum
kanallar1 agilir. Hiicre i¢ine giren kalsiyum iyonlari, hiicrenin bazalindeki tip I
spiral ganglion hiicre sonlanmalarina glutamat gibi nérotransmitterlerin salinimini
saglar. Bahsi gecen kalsiyuma bagli egzositoz merkezi ve periferal sinir
sistemindeki kimyasal ileti tagimmiyla aynidir. Ciinkii dinlenimde bazi

transdiiksiyon kanallar1 agiktir ve reseptor potansiyeli bifaziktir. Stereocilia’larin
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yana dogru hareketi hiicreyi depolarize ederken, ters yone yapilan hareket
hiperpolarizasyona sebep olur. Somatik potasyum kanallarinin agilmasi
potasyumun hiicre disina ¢ikmasina ve dolayisiyla repolarizasyona neden olur.
Cilinkii bazaldeki denge potansiyeli tiiy hiicresinin dinlenim potansiyelinden daha
negatiftir. Repolarizasyon ayrica hiicre i¢ine giren kalsiyum iyonlar1 araciligiyla
da kolaylastirilir. Norotransmitter salinimmi saglamanm disinda, hiicre ici
kalsiyum iyonlarinin artis1 kalsiyuma bagimli potasyum kanallarinin agilmasina
ve hiicre i¢i potasyum iyonlarmin perilympa’ya ge¢mesine neden olur (107). ig
tiiy hiicrelerinin aksine dis tiiy hiicreleri cochlear yiikseltici (amplifikator) olarak
motor bir fonksiyona sahiptir. Bu ylikseltme dogrusal degildir yani diisiik sesler
yiiksek seslere gore daha fazla yiikseltilir ve hiicrelerin uzunlugunun degismesiyle
iiretilir. Hiicrelerin uzunlugunu ise prestin adi verilen 6zel bir membran proteini
degistirir. Dis tiiy hiicreleri tectorial membran igine gomiilmiislerdir, membranin
uzunlugundaki degisiklik, dis tiiy hiicrelerini median hattin ilerisine ve gerisine
hareket ettirir. Bu hareketlenme i¢ tiiy hiicrelerinin yakimindaki endolympa’nin
dinamigini de degistirir. Sonug¢ olarak dig tliy hiicreleri, i¢ tiiy hiicrelerinin

trandiiksiyonunu ayarlar (108).

3.5. Merkezi Isitme Sistemi

Yukarida anlatildigi gibi ses, 8. cranial sinir boyunca beyine tasinan
aksiyon potansiyellerine c¢evirilir. 8.cranial sinirin aksonlar1 cochlea’nin
tonotopisine gore bulunur ve cochlear (koklear) nucleus’u innerve eder. Isitme
sistemi, farkli sesleri yorumlayan, birbirine paralel uzanan bir¢ok yolaga

boliinmiistiir. Monoaural ve biaural olarak bilinen bu yolaklar, sirasiyla, tek
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kulaktan ve ¢ift kulaktan alinan sesleri yorumlar. Isitsel yorumlanmanim beyindeki
ilk basamag1 beyin sap1 ¢ekirdekleri olarak bilinen nucleus cochlearis ve nucleus
olivaris dorsalis (SOC) ‘te gerceklesir (99).

Binaural yolaklar, isminden de anlasilacagi gibi, her iki cochlea’dan gelen
isitsel uyarilara bagimlidir. Bu yolaklar, giiriiltiilii ortamda sesin lokalizasyonu ve
sinyallerin tesbitiyle ilgilidir. Binaural yorumlanmanin en alt seviyesi nucleus
olivaris dorsalis’ten baslar, bilateral uzantilar lemnicsus lateralis ve colliculus
inferioris’e geger (99).

Monoaural yolaklar, sesin spektral 6zelliklerinin ¢ikarilmasi ve genliginin
ayarlanmasiyla ilgilidir. Nucleus cochlearis dorsalis’in piramidal ve dev
hiicrelerinden ve nucleus cochlearis venrtalis’in ahtapot hiicrelerinden kdken alan
uzantilar binaural yolaktan gelen uzantilarla colliculus inferioris’te birlestirilirler
(99).

Beyin sap1 ¢ekirdekleri sesi; frenkans, spektral bilesenler, yerlesim yeri ve
giiriiltiiniin azaltilmas1 gibi basit 6zellilklerine gore aymrran bir merkez olarak
digiiniiliir. Biitiin bu ayirimlar, orta beynin igitme ile ilgili kisimlarinda
gergeklestirilir. Burdan alinan bilgiler isitsel thalamus’a, corpus geniculatum
mediale’ye ve en son olarak ikincil ikincil cortex tarafindan sarilan birincil isitsel

cortex’e aktarilirlar (99).

3.5.1. Nucleus Cochlearis (CN)
Isitme merkezinin ilk merkezi gekirdegidir yani periferden gelen akustik
bilginin yorumlanmaya basladig1 ilk noktadir. 8. cranial sinir boyunca uzanan

spiral ganglion aksonlarmin ilk ugrak yeridir. Isitme sinirinden gelen tiim lifler
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burada zorunlu olarak sinaps yaparlar. Bu sinapslarda glutamat tarafindan uyapici
postsinaptik potansiyeller iretilir. Cochlear nucleus hiicresel yapist ve
foksiyonlar1 birbirinden farkli, dorsal ve ventral iki bolgeye ayrilmistir. Giris
kisminda afferent lifler ascendens ve descendens olarak iki kola ayrilirlar. Bunlar
anterior nucleus cochlearis ventralis (aVCN) ve posterior nucleus cochlearis
ventralis (pVCN) adlandirilir. Geriye kalanlar ise nucleus cochlearis dorsalis igine

dagilir(99).

3.5.1.1. Nucleus Cochlearis Dorsalis (DCN)

Nucleus cochlearis dorsalis, néronlar arasindaki sinaptik etkilesime sekil
veren cok sayidaki ara norona sahiptir. Gelisimsel ve hiicre yapisi olarak
cerebellumla benzerlik gosteren katmanli bir yapisi vardir (99).

DCN’ye 6zgii bes tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar fusiform, fan, radiate,
cartwheel ve kiiclik satellite hiicreleridir. Her biri DCN i¢in morfolojik olarak
tanimlanan 3 tabakaya dagilir. Bu tabakalar DCN’ye karakteristiktir ve genel
olarak, molekiiler, fusiform ve profund olarak isimlendirilmiglerdir. Fusiform
hiicreler, fusiform tabaka i¢ine yerlesmislerdir ve DCN’nin ylizeyine dikey olarak
uzanan iki ayr1 dentritik uzantis1 bulunur. Apical dendritler dista bulunan
molekiiler tabakadan bilgiler alirken ndron govdesindeki ve basaldekiler igitme
sinirinden alirlar. Fan hiicreleri derin DCN tabasi i¢ine dagilmis orta biiyiikliikteki
ndronlardir. Yiizeye ortogonal, paralel ya da oblik bir sekilde dizilmislerdir.
Dikensi dendritleri, bazis1 graniiler tabakaya dagilmak suretiyle, merkezi bolge
icine dogru dallanir. Ancak molekiiler bolge icine dal vermez. Fan hiicrelerinin

isitme sinirinden direk bilgi aldig1 yoniinde higbir kanit yoktur. Radiate ndronlar
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gorilinlis olarak VCN’de bulunan biiyiik multipolar satellite hiicrelere benzerdir,
DCN’nin derin katmaninda bulunurlar. Uzun dendritleri CN’nin genis bir kismima
uzanir ve molekiiler tabakaya ulasmadan Once sonlanir. Bu dendritler isitme
sinirinden gelen bilgilerin biiyiik kismimi alir. Cartwheel hiicreleri, hiicreleri,
cerebellar Purkinje hiicrelerine benzer inhibitor ara ndronlardir. DCN’un profund
tabakalarma dogru iner. Molekiiler tabakada bulunur ayrica ayni zamanda
fusiform tabakanin molekiiler tabaka smirinda da bulunurlar, kiris benzeri
dendritleri noron govdesinden uzanir. Cartwheel hiicrelerinin aldig1 bilgiler
aksodendritik sinapslar araciligiyla graniiler hiicrelerden gelir. Kiigiik satellite
hiicreler, ince dendritlere sahiptir ve cartwheel hiicreler gibi fusiform ve
molekiiler tabakalar igine yerlesmistir. Kendilerine ulasan bilgiler graniiler
hiicrelerden gelir. Isitme sinirinden direk olarak bilgi alamazlar. Bazi tiirlerde
kiiciik satellite hiicreleri dendrodendritik ve dendrosomatik olarak siki
baglantilarla birbirine baglanmistir (106).

Dev hiicreler ve graniil hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipi hem DCN’de hem
de VCN’de tanimlanmistir. Buna ek olarak hiicre tipine bagimli olmak iizere, her
iki bolgede de heterojen dagilimli kiigiik hiicre tipleri bulunmaktadir. Bu hiicreler
Golgi hiicreleri olabilir. Dev ndéronlar DCN’nin derin tabakasinda az sayida
bulunmaktadir ve tim VCN i¢ine dagilmis durumdadir. Morfolojik kriterlere
dayananarak birkac alt hiicre tipine ayrilabilirler. Den hiicreler, kedide ¢ok sayida,
rodent, primat ve insanlarda az sayida bulunmaktadir. Genel olarak genis
dendritleri, VCN’nin graniil tabakasinin DCN’nin ise molekiiler tabakasmi ice
girmistir. Graniil hiicreleri ise, ¢ok kiigiik kiiresel bir soma ile kisa ve ince

dentritlerden olugmustur. DCN ve VCN’yi kapatan bir tabaka olustururlar. Uzun
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olan aksonlari, ¢ogu zaman paralel olarak uzanirlar ve DCN’nin molekiiler
tabalasinin biiyiikk kismint olustururlar. Ancak DCN’nin merkezi bdlgesinde
dagmik halde bulunan graniil hiicreleri de vardir. Aldigi ¢ogu bilginin igitme
sinirinden geldigi bilinirken, tip II spiral ganglion hiicresinden de bilgi aldig:
yoniinde kanitlar da vardir. Siiperfisiyal graniil hiicreleri ¢esitli isitsel, vestibular
ve somatosensorik bilgileri alir ve cartwheel hiicrelerine ve piramidal hiicrelere
paralel uyaricit uzantilar gonderir (106).Piramidal hiicreler ise siiperfisiyal ve

profund tabakalalar arasinda bir ara yiizey olusturur (99).

3.5.1.2. Nucleus Cochlearis Ventralis (VCN)

Nucleus cochlearis ventralis, sesle ilgili bilginin binaural beyin sapina ve
inferior colliculus’a iletilmesini saglar. DCN’nin aksine, VCN’nin ndronal
cevaplar1 sinaptik etkilesimden ziyade igsel iletkenlikten olusur. VCN
noronlarinin morfolojik ve elektrofizyolojik 6zellikleri aksiyon potansiyellerinin
hizli ve tam tasinimima adapte olmustur. Dort ana ndron tipi bulunmaktadir:
Spherical bushy (kiiresel ¢ali) hiicreleri, globular bushy (globular ¢ali) hiicreleri,
octopus (ahtapot) hiicreleri, satellite/multipolar (uydu) hiicreleri.

Bunlarim morfolojileri,  aksiyon potansiyelini atesleme sekilleri ve
uzantilar1 birbirinden farklidir. Bushy (¢ali) hiicreleri, bu sekilde adlandirilmistir
clinkii tizerindeki dendritle ¢ali tarzinda seyrek olarak dagilim gosterir. Superior
olivary complex’e( SOC) uzanan binaural uzantilar1 olusturan néronlarin biiyiik
cogunlugunu kapsar. Spherical bushy hiicreleri Held calyx’i olarak adlandirilan
dort dev afferent sinapsla birlesir. Globular bushy hiicreleri ve spherical bushy

hiicreleri benzer morfolojiye sahiptir ancak aradaki fark somanm seklinden ve
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dendritik organizasyondan kaynaklanir. Globular bushy hiicreleri isitme siniri
lifinden 20-40 arasindaki afferent sinaptik yapar. Bu sinapslar bushy hiicrelerinin
govdeleri  lizerinde olusur ve immunohistokimyasal, molekiiler ve
elektrofizyolojik kanitlar gosterir ki buradaki uyarict cevap glutamat reseptorleri
araciligiyla olusur. Globular bushy hiicreleri ve spherical bushy hiicreleri
aralarindaki ana farklardan biri de c¢ekirdek {izerindeki yerlesim yerleridir.
Globular bushy hiicreleri igitme sinirinin kokiine bitigik olarak bulunur ve corpus
trapezoideum’un nucleus medialis’ine (MNTB) contralateral olarak uzantilar
gonderir. Bu uzantilar bu kisimda Held calyx’i denilen tek ve dev bir sinaps
olustururlar. Spherical busy hiicreleri ise aVCN’ye yerlesmistir, SOC’de sesin
lokalizasyonunu saglayan diger c¢ekirdeklere bilateral uzantilar verir. Tip I spiral
ganglion noronlarindan sinaptik sonlanmalar alirken, cochlear olmayan sinaptik
sonlanmalardan gamma amino biitirik asit ve glisin tarafindan saglanan inhibitor
bilgiler alirlar. Satellite ya da multipolar hiicreler aVCN’de bulunur ve isminden
de anlasilacagi gibi uzun ve aralikli dendritleri vardir. Bunlar colliculus
inferioris’e contralateral olarak uzanirlar. Octopus hiicreleri bir somatik kutuptan
c¢ikan genis dendritlere sahip oldugu i¢in bu ismi almistir. pVCN’de ve
intermedier acustic stria boyunca yerle¢mislerdir. Dendritleri CN boyunca uzanan
descendens aksonlar1 ¢aprazlar. Genis araliktaki frekansa sahip seslerinin sinaptik
bilgilerini alirlar ve aVCN’den monoaural bir yolak olusturmak tizere lemniscus
lateralis’in nucleus ventralis’ine ve colliculus inferioris’e contralateral uzantilar

gonderirler (106).
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3.5.2. Nucleus cochlearis’in uzantilar

CN’den yayilan iki ana ascendens yolak bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi VCN’den SOC nucleus’larma bilateral uzanan, ikincisi ise hem DCV’den
hem VCN’den inferior colliculus’a ve lemniscus lateralis’e contralateral uzanan
yolaktir. Ascendens yolaklara ilave olarak CN alt bolimlerine baglanan ya da
CN’yi contralateral olarak gecen ¢ok sayida i¢sel uzant1 bulunmaktadir (106).

Binaural yolak ii¢ uzantidan olusmaktadir. Bu uzantilardan baslangic alan
hiicre tipleri, isitme sinirinden direkt ve yogun bir bilgi alir ve bu uyaric tipteki
bilgileri hizli iletken aksonlara iletir. Spherical bushy hiicreleri lateral superior
olive (LSO) ve medial superior olive’e (MSO) ipsilateral olarak ascendens bilgi
saglar. Globular bushy hiicreleri de ayni tipteki bilgiyi contralateral MNTB igin
saglar. MNTB’nin biiyiik calyx sonlanmalarindan sonra buraya kadar tagmmis
olan bilgi, corpus trapezoideum’un contralateral dorsomedial
periolivarynucleus’una (DMPO) ve corpus trapezoideum’un ipsilateral lateral
nucleus’una (LNTB) gonderilir. Octopus hiicreleri caudal ve dorsal periolivary
hiicre gruplarmi bilateral, lemniscus lateralis’in nucleus ventralis’i ise conralateral
innerve etmek i¢in intermedier acustic stria araciligiyla yayilir.

CN’den ¢ikip contralateral IC’ye ve lemniscal nuclei’ye uzanan uzantilarin
yogun bir kismi1 VCN’deki satellite ve DCN’deki dev ve fusiform hiicrelerden
koken alir. VCN i¢inde IC’ye rostral olarak uzanan tek hiicre tipi satellite
hiicreleridir. Bu ndronlar VCN’nin her bdliimiinde bulunur, LSO’yu kismen
cevreler ve periolivary nucleus’lar1 bilateral olarak innerve eder. Contralateral
lemniscus lateralis (LL) i¢inde ilerlerler, VNLL’de collateral dallar vererek IC’nin

merkezi ¢ekirdegide sonlanirlar. Ayrica ipsilateral VNLL’ye, IC’ye contralateral
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DNLL’ye kiiclik uzantilar1 vardir. SOC’ye olan uzantilar ise bir geri bildirim
mekanizmasinin bilesenlerinden biri olarak fonksiyon yapiyor olabilir. Ciinkii
zaten periolivary grup c¢ekirdekler CN’nin geri bildirim bolimii olarak gorev
yapar. DCN’nin dev hiicreleri ve fusiform hiicrelerinin aksonlart SOC’ye
ugramadan gecer ve dorsal acustic stria yoluyla conrtalateral IC’nin cental
nucleus’una ve external cortex’ine ulasir. Dev hiicreler ve fusiform hiicreler ayrica
ipsilateral IC’ye kiiclik uzantilar gornderir. Tiim bu lifler LL boyunca geger,
contralateral VNLL’ye collateral uzantilar gonderirler (106).

Conrtalateral isitsel uyarimla, uyarilabilen ya da baskilanabilen hiicreler
hem DCN’de hem de VCN’de bulunurlar. Bu elektriksel cevaplarin conrtalateral
CN’den koken alan uzantilar tarafindan kontrol edildigi olas1 ihtimaldir. Boylece
CN’de bulunan bircok hiicrenin binaural bilgi aldigi ihtimali de mevcuttur.
VCN’deki biiylik ve orta boylu satellite hiicreleri ve DCN’deki dev hiicreler
contralateral’deki DCN ve VCN’ye uzanirlar. Karsida bu bilgiyi alan hiicreler
pVCN’de ve DCN’de bulunan hiicrelerle beraber sprerical busy ve octopus
hiicreleridir. Immunohistokimyasal ¢alismalar, her iki CN’yi birlestiren yolagin
VCN’nin contralateral acustic uyarimla inhibisyonunda oldugu gibi glisinerjik
oldugunu ortaya koymustur. DCN’de ise bu bilginin siiperfisiyal tabakadaki
hiicreler kadar fusiform hiicreler tarafindan alindig1 bilinmektedir (106).

Bunun yaninda bir¢ok arastirict igsel CN uzantilarmin varligimi ortaya
koymustur. Horseradish peroksidaz (HRP) ¢aligmalar1t DCN’nin uzamsal olarak
siirlandirilmis tonotopik bilgileri pVCN’deki biiylik satellite hiicrelerden ve
octopus hiicrelerinden aldigin1 ve aVCN’deki satellite, globulae ve kiiciik

spherical hiicrelerden ise genis dagilimli, daha az tonotopik 6zellikleki bigileri
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aldigini agiga ¢ikarmistir. pVCN bolgesi, hem kendinden, hem de DCN’den giiglii
tonotopik, aVCN’nin caudal kismindan ise mevcut tonotopik olmayan bilgileri
alir. aVCN ise ipsilateral DCN’deki var olan bilgileri ve kisith igsel iletileri
alirken, ipsilateralde bulunan pVCN’den herhangi bir bilgi almaz. Tek bir olas1
istisna olan fan hiicreleri diginda bu hiicre tiplerinin bu bolgelerden igsel uzantilar
icin kaynak oldugu belirtilmemistir. Fan hiicreleri DCN’nin aVCN’ye tonotopik
olarak organize olmus uzantilarinin kaynagi olarak goriilmektedir. Cartwheel ve
fan hiicrelerinin CN kompleksi disina ¢ikmasi olast bir durum degildir. Bunlar
muhtemelen yerel devreli néronlardir. Smirlandirilmis bolgelere kadar uzanabilen
kisa aksonlara sahiptirler. Inhibitdr norotransmitter olan amino asitlere
immunreaktiflik gosterirler. Boylelikle hedef noronlar {izerine baskilayici
etkilerinin oldugu sdylenebilir. Diger tarafta, kiicilik satellite hiicreleri ve graniiler
hiicreler tim CN kompleksi boyunca uzanirlar ve daha uzun igsel devrelere

katilirlar (106).

3.5.3. Superior Olivary Kompleks (SOC)

Superior olivary kompleks, beyin sapmda yerlesmistir ve 7. cranial
sinirden pons’a dogru rostral olarak uzanwr. SOC birkag grup ¢ekirdekgikten
olugsmustur, bunlarin biiyiik cogunlugu binaural isitsel bilgi alir. SOC’de bulunan
iki ana ¢ekirdek vardir, bunlar medial superior olive (MSQO) ve lateral superior
olive’dir (LSO).BU c¢ekirdekgilere ulasan ana sinaptik bilgiler bilateral
aVCN’deki bushy hiicrelerinden gelir. MSO, her iki cochlea’dan gelen uyarici
cevabi alir. Binaural aktif olan bu hiicreler “EE” olarak adlandirilir. LSO ise

ipsilateral uyarici bilgiyi alirken contralateral MNTB’den baskilayici cevabr alir.
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Bu hiicreler “EI” olarak isimlendirilir. MSO kulaklar arasi zamanlama farkini,
LSO ise kulaklar aras1 ses seviye farkini belirleyen yer olarak bilinir. Bu her iki
ozellik sesin kaynagini bulmada kullanilir, baska bir deyisle sesin geldigi yerin

belirlenmesinde 6nemli rol oynar (99).

3.5.4. Lemniscus Lateralis (LL)

Lemniscus lateralis’in dorsal nucleus’n (DNLL) MSO’dan ve LSO’dan
gelen binaural bilgiyi birlestirir ve kars1 taraftaki DNLL’ye biiylik contralateral bir
uzant1 gonderir. Boylelikle DNLL sesin yerlesimiyle ilgili onemli binaural
ipuclarmi alir ve yine biiylik bir binaural uzantiyla colliculus superioris’e bu
ipuglarin1 gonderir. Lemniscus lateralis’in intermedier nucleus’u (INLL) baskin
olarak contralateral VCN’den ayrica ipsilateral MNTB’den bilgi alir. Bu bdlgenin
sesin zamansal Ozelliklerini kodladig1 diistiniilmektedir. Lemniscus lateralis’in
ventral nucleus’u (VNLL) baskin olarak contralateral VCN’de bulunan octopus
hiicrelerinden uyaric1 bilgi alir. VNLL’deki noronlar genel olarak monoaural
bilgilere cevap verir ve genis frekans araligindaki sesin zamansal kodlamasina

katilir. Tiim lemniscus lateralis ipsilateral olarak colliculus inferioris’e baglanir

(99).

3.5.5. Colliculus Inferioris (IC)

Colliculus inferioris monoaural ve binaural yolaklarin birlestirildigi 6nemli
bir bolgedir. Bir¢ok cekirdekten olusmustur ve bunlari en biiyilk ve merkezde
bulunani en 6nemlisidir. Colliculus inferioris’in merkezi ¢ekirdegi (CIC) olarak

isimlendirilir. Bu c¢ekirdek dorsal cortex, dorsomedial nucleus ve lateral
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nucleus’la ¢evrilmistir. CIC contralateral CN’den direk monoaural ve MSO, LSO
ve DNLL’den indirek binaural uzantilar alir. CN uzantilarmnm tonotopik temsili
medial’den lateral’e giden afferent bantlarla burada korunur. Korunan bu ses
frekanslar1 yiiksekten algaga dogrudur. Izofrekansl bu ses bantlar1 dikey diizlem
iizerine siralanirlar. Monoaural ve binaural bilgilerin birlesmesinin birbiri ardina
gelen uyarict ve baskilayict bantlar1 olusturmak ve sesin yorumlanmasinda
monoaural spektral ipuclarmin binaural mekanizmalarla i¢ ice gegmesine izin
vermek i¢in oldugu one siiriiliir. Merkezi bolgede genligin ayarlanmasi, cevap
aralig1 ve binaural etkilesimi tanimlayan bir¢cok yolak haritasi bulunmaktadir.
CIC’den ¢ikan bilgilerin biiyiik ¢ogunlugu corpus geniculatum mediale’ye gider.
Dorsal cortex, dorsomedial nucleus ve lateral nucleus’tan c¢ikan bilgler ise

colliculus superioris’e gider (99).

3.5.6. Colliculus Superioris (SC)

Somatosensorik, isitsel ve goresel duyularin birlestirildigi 6nemli bir
bolgedir. Yiizeysel katmanma retinotopik, derin ktmanina ise hem monoaural hem
de binaural uzantilar ulasir. Hayvanlarda sese cevap veren hiicreler rostral olarak
yerlesmistir. SC’nin yine hayvanlarda goziin sesin kaynagia odaklanmasi gibi

coklu duyu uyarimlarina uyum saglamasinda biiytik rol oynar (99).

3.5.7. Corpus Geniculatum’un Medial Nucleus’u (MGN)
Corpus geniculatum’un medial nucleus’u isitme yolagmnmn thalamus’taki
ana nucleus’udur. Ventral, dorsal, medial olmak {izere ii¢ biiyiikk bolimii vardir.

CIC corpus geniculatum’un medial nucleus’unun ventral (VMGN) boéliimiine
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tonotopik uzantilar gonderir. Bu arada acustic radiatio araciligtyla da primer
isitme cortex’ine ayni uzantilardan gonderir. VMGN’nin aldig1 bilgilerin en fazla
CIC’den gelir. Dorsal ve medial boliimler tonotopik olmayan isitsel uyarimlari ve

gorme ve denge ile ilgili cekirdeklerden gelen ¢oklu duyusal uzantilari alir (99).

3.5.8. isitme Cortexi

Insanlarda transversal temporal gyrus ile iliskilidir ve fissura sylvia i¢ini
gomiilmiis haldedir. Uzerinde olusan uyarimlara gére birincil isitme cortex’i (A1)
ve ikincil igitme cortex’1 (A2) olarak boliimlere ayrilmistir. Broadmann alani (41)
olarak bilinen birincil isitme cortex’i (A1) beynin superior temporal lobu iizerine
yerlesmistir. MGN uzantilarinin sonlanmalar1 isitme cortex’inin IV. tabakasinda
sinapslar olustururlar ve baskin olarak vMGN’den uyarim alir. Tonotopik olarak
diizenlenmistir, diisiik ferekanslar rostral bolgede bulunurken yiiksek frekanslar
caudal bolgede bulunur. Perpendicular mediolateral eksende, birbiri ardina gelen
binaural sensitif hiicre bantlar1 A1’i EE ve EI sensitif bdlgelere ayirir. Isitmenin
daha ytiksek seviyelerdeki yorumlanmasi A1’i ¢evreleyen ve tonotopik olmayan

Belt ve Parabelt bolgelerinde olusur ( 99, 106).

3.5.9. Descendens Isitme Yolaklar

Ascendens yolaklara paralel, isitme cortex’inden baglayan ve isitmeyi
yorumlayan {ist merkezlerin seviyesinden daha alt seviyedeki ¢ekirdeklere kadar
inen genis bir descendens yolak bulunmaktadir. Baska bir deyisle descendens
yolak isitme cortex’inden Corti organina kademeli olarak inen bir yolaktir.

Merkezden cevreye giden bu yolaklarm varlig1 19. yiizyildan beri bilinmektedir.
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Ancak bu sahaya olan ilgi olivoccochlear demetin 1946 yilinda Rasmussen
tarafindan ac¢iklanmasiyla daha da artmistir (103, 109-111).

Iki zincir olarak tanimlanan bu yolaklarm birincisi igitme korteksinden
cikan ii¢ descendens yolaktan olusur. Bunlar: corticogeniculate, corticocollicular
ve corticopontine yolaklardir. Corticogeniculate yolak thalamus ve cortex
arasindaki karsilikli baglantinin bir pargasidir( 112). Corticocollicular yolak
Corpus geniculatum mediale’yi atlayarak colliculus inferioris’te sonlanir (113,
114). Kedilerde cortical kemer alaninin colliculus superioris’e lifler sagladigi
gosterilmistir ayrica isitme cortex’inin subcortical nucleus’lara uzantilar1 oldugu
bilinmektedir (115, 116). Ikinci zincir ise colliculus inferioris’ten ¢ikan sinir
liflerinden olusur. Bu lifler colliculoolivary ve colliculocochleonuclear yolaklari
olusturur. Colliculoolivary lifler ECIC ve CIC’m ventral béliimiinden ¢ikar (117
)ve dis tiiy hiicreleriyle baglantili olan periolivary medial olivocochlear hiicrelerde
sonlanirlar. Boylece, isitme cortex’inden duyu hiicrelerine giden {i¢ ndron yolagi
olusmus olur. Dis tiiy hiicrelerine lif saglayan lateral olivococlear hiicreler {ist
isitme merkezlerinden dogrudan etkilenmezler (99).

Ozetle descendens yolaklarin sonunda bulunan bir geri bildirim
mekanizmasi beyin sapindan kulagin kendisine kadar uzanir. Cochlea’ya beyin
sapindan olicocochlear nucleus araciligiyla bilateral olarak medial ve lateral
SOC’den uzanan iki efferent yolak mevcuttur. Lateral sistem, LSO ‘nun i¢indeki
ve ¢evresindeki hiicrelerden kdken alir ve afferent sonlanmalari i¢ tiiy hiicreleriyle
iliskili aksoaksonik sinapslar olusturur. Isminden de anlasilacagi gibi, medial
sistem daha merkezi yerlesmis olan MSO ve MNTB’den ¢ikar. Bu yolak dis tiiy

hiicrelerini dogrudan innerve eder. Medial olivocochlear yolak ndrotransmitter
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olarak non-spesifik katyon gegirgen ag nikotinik reseptorler aracigiyla islev gorev
asetilkolini kullanir. Bu nikotinik alt {inite cochlea’da ve olfactorik epitelde
eksprese edilir. ag reseptorii kalsiyuma gegirgendir bu yiizden lokal kalsiyumla
aktive olan potasyum kanallarmim ikincil aktivasyonu ile bir hiperpolarizasyon
olusturur. Sasirtict bu goriinen bu olay, baskilayici bir cevap olusmasma neden
olur. Miyelinsiz lateral olivocochlear sistemin iglevi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak GABA aracili aksoaksonik sinapslar genellikle presinaptik inhibisyonla

iliskilidir (99).

3.6. Iyon Kanallan

Noronlardaki elektriksel uyarimin olusmasi i¢in hiicre zarinin 6zel iyonlar
icin konsantrasyon farklar1 olusturmasi gerekir. Bu zarlar hizli ve secici bir iyon
gecirgenligi  olusturmak zorundadwr. Iyon kanali adi verilen ve iyon
konsanrasyonlarinit dengede tutan bu aktif tasiyic1 yapilar bahsi gegen secici iyon
gecirgenligini saglar. Iyon kanallari, hidrofobik hiicre zarmdan elektriksel yiiklii
iyonlarm iceri ya da disar1 akismi saglayan protein yapilardir. Bu proteinler
karmagik yapidadirlar, hiicre zar1 boyunca uzanirlar, por adi verilen bir delige
sahiptirler ve iletmekle yiikiimli olduklar1 iyonlar1 6zgiin hizlarda ve siki
diizenlemeler altinda iletirler ( 118).

Bu kanallardan bazilar1 hiicre boyunca uzanan elektrik potansiyelini
algilayan 6zellesmis yapilara sahiptir. Ornegin voltaj kapili kanallar hiicre
zarindaki potansiyele cevap olarak agilip kapanirlar ve hiicre zar1 gecirgenligini
bu potansiyeldeki degisime gore ayarlarlar. Bagka bir tip olan ligand kapili iyon

kanallar1, norotransmitterler gibi hiicre dis1 ya da ikinci haberciler gibi hiicre i¢i
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kimyasal sinyaller tarafindan agilip kapanir. Diger baska tip olanlar ise mekanik
uyarim, 1s1 degisimleri ya da bu etkilerin kombinasyonlariyla gorev yaparlar

(119).

3.6.1. Voltaj Kapih iyon Kanallar

Bu tip iyon kanallar1 integral zar proteinleri tarafindan olusturulur. Bu
integral proteinler hiicre zar1 boyunca uzanir. Hem voltaj algilayici olarak hem de
Ozel iyonlarin gegmesi i¢in Ozellesmis ¢ok segici porlar1 olusturan o ve oy alt
iinitelerine sahiptir. Yaklagik 300 genin voltaj kapili iyon kanallarmin alt
iinitelerini kodladig1 bilinmektedir. Hiicre zarindaki elektriksel degisimlere gore
sodyum (Na*), kalsiyum (Ca®*), potasyum (K*) ve klor (CI) iletimine araci
olurlar. Uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin yayilmasini saglarken,

hiicre zar1 potansiyelinin ayarlanmasima da katilirlar ( 120, 121).

3.6.1.1. Voltaj Kapih Sodyum Kanallar1 (Nay)

Bu kanallar aksiyon potansiyelinin baslamasinda 6nemli bir rol oynarlar.
Aktivasyonlar1 sodyum iyonlarinin hiicre digindan hiicre igine hareket etmesine
izin verir. Beyin ve ¢izgili kaslarda bulunan Nay kanallar1 hetero-oligomerik o ve
B alt tinitelerinden meydana gelmistir. a alt tinitesi, Nay kanallarinin en biiylik
fonksiyonel 6zelligini belirten 24 transmembran sarmalindan olusur ( 120, 122 ).
Bu kanallarin molekiiler karakterizasyonu Noma ve arkadaslarinin ¢abalariyla
1984 yilinda yapilmistir (123). Yapilan ilk ¢aligmalarda rat beyninde ii¢ tip Nay
kanalinmn eksprese edildigi bulunmustur, bunlar simdiki isimleriyle Navl.l

(SCN1A), Navl.2 (SCN2A) ve Navl.3 (SCN3A) olarak bilinen kanallardir (121).
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3.6.1.2. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallar (Cay)

Voltaj kapilt kalsiyum kanallar1 bir¢cok fizyolojik olay1 baslatan hiicre i¢i
kalsiyum gecislerine karsi hiicre zarindaki potensiyel degisikliklerini diizenleyen
anahtar bir donistiiriictidir. Memelilerde 10 ¢esit voltaj kapili kalsiyum kanali
bulunmaktadir. Her biri hiicresel sinyal dongiisiinde degisik roller iistlenir. Cayl
alt ailesi kontraksiyon, sekresyon, gen ekspresyonlarmm diizenlenmesi,
noronlardaki sinaptik girdilerin birlestirmesi ve 6zellesmis duyu hiicrelerindeki
sinaptik gecisin saglanmasini baglatir. Cay2 alt ailesi hizli sinapslardaki sinaptik
gecisin baglamasinda birinci sorumludur. Cay3 ailesi ise thalamik noronlar ve kalp
miyositleri gibi ritmik atesleme goriilen hiicrelerde tekrarlanan aksiyon

potansiyellerinin ateslemesinde 6nemli rol oynar ( 124, 125).

3.6.1.3. Voltaj Kapih Potasyum Kanallan (Ky)

Voltaj kapili potasyum (K") kanallar1 hiicre zarmin uyarilabilmesi igin
vazgecilmez bir diizenleyicidir. Sadece merkezi sinir sistemi ve kalpte degil diiz
kas hiicreleri ve akyuvarlar gibi bircok degisik dokuda bulunurlar. Potasyum
kanallar1 diger iyon kanallar1 arasinda en iyi karakterize edilmis, en yaygin ve
cesitli iyon kanalidir. Elektrofizyolojik ve molekiiler tekniklerle bu elzem
proteinlerin yapis1 ortaya konmustur. Tipik bir voltaj kapili potasyum (K*) kanali
merkezi bir poru cevreleyen 4 6zdes transmembran alt {initenin organize olmus
halidir. Her bir alt iinite 6 transmembran (S1-S6) uzantidan olusur. Bu uzantilarin
N ve C sonlanmalar1 hiicre zarmnin hiicre i¢inde olan kisminda bulunur. Kanalin

agilip kapanmasi S4 segmentinin diga dogru hareketiyle olur. Bu segment pozitif
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yiikli kalintilar tagir. S4 segmentinin bu konformasyonal hareketi hiicre zarmin

depolarize olmus voltaji tarafindan saglanir ( 126, 127).

3.6.1.4. Hiperpolarizasyonla Etkinlestirilmis Siklik Niikleotid Kapih
Katyon Kanallar1 (HCN)

Hiperpolarizasyonla etkinlestirilmis siklik niikleotid kapili katyon kanallar1
(HCN) HCNI1, HCN2 ve HCN4 olmak tizere kalpte ve HCN1-4 olmak iizrere
beyinde bulunmaktadir. Hiicre i¢inde bulunan C- sonlanmalarina cAMP’nn direkt
olarak baglanmasiyla olusan hiperpolarizasyonla etkinlesen katyon kanallaridir.
Ornegin, kalp atis oranini arttran pacemaker hiicrelerindeki HCN kanallarinin
acilmasi, B-adrenerjik reseptorlere baglanan cAMP’ye baghdir ( 120, 128, 129).

Ayrica bu kanallarm, dinlenim potansiyelinin belirlenmesi, dendritik
biitlinlesmesi ve sinaptik gegislerin saglanmasi gibi birgok ndronal siirece katkida
bulundugu kanitlanmistir (130,129). Belirtildigi gibi baslica sinir sisteminde ve
kalpte eksprese olurlar. HCN kanallarmin mRNA ve protein seviyelerini
belerileyen genis Olgiilii calismalar yapilmis ve HCN1’in beyin sapi, neocortex,
hippocampus ve cerebellar cortex’te eksprese edildigi bulunmustur (131, 132,
133). Ayrica HCN1’in medulla spinalis’te de eksprese edildigi bildirilmistir (133).
HCN2 ise neredeyse tiim beyinde eksprese edilir, en yliksek eksprese edilme orani
thalamus ve beyin sapidir ( 132, 134). Tam tersi olarak HCN3 merkezi sinir
sisteminde dagmik birsekilde ve az olarak eksprese edilir. Ortadan yiiksek
seviyede eksprese edilme oranima gore bulundugu yerler bulbus olfactarius ve bazi
hypothalamic nucleus’lardir (134, 135). HCN4 ise beyinin belli boliimlerinde

fazlaca eksprese olur. Bunlardan bazilar1 thalamic nucleus’lar ve bulbus
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olfactorius’un mitral hiicre tabakasidir. Diger beyin boliimlerinde ise oranla ¢ok

daha az eksprese edilirler (130).

3.6.2. Transient Receptor Potential (TRP) Kanallan

Transient receptor potential (TRP) kanallar1 iist ailesi hiicre alicis1 olarak
rol oynayan genis bir katyon kanali grubudur. Birgok TRP kanali iiyesi termal,
mekanik ve kimyasal uyaricilarin tespitinde yer alir ve bu uyaranlarin neden
oldugu irritasyonu veya agriy1 baslatir (136). Memelilerde 20°den fazla degisik
TRP kanali tanimlanmistir. Bu genis ailenin ¢esitli iiyeleri degisik aralikta
bulunan uyaricilarla aktive olur. Memeli TRP kanal proteinleri en az 27
proteinden olusur ve 6 alt aileye ayrilir ( TRPC, TRPV, TRPML, TRPA, TRPP ve
TRPM).TRP alt ailelerinin smiflandirilmasi amino asit dizilimi analizlerinin
sonucunda gerceklestirilmistir. Bununla birlikte fonksiyonel 6zelliklerine gore ii¢
ana alt gruba ayrilirlar: klasik ya da konik TRP kanallar1 (TRPC), vanilloid
reseptor baglantili TRP kanallar1 (TRPV), melastatin baglantili TRP kanallar
(TRPM). TRPM kanallar1 degisik uyaranlara kars1 aktivasyon gosterir ve degisik
iyon kanallarina kars1 degisik gegirgenlige sahiptir (137, 138). TRP fist ailesinin
genel yapisi, membran boyunca uzanan 6 a heliksten, S5 ve S6 arasindaki bir

gbzenekten ve iki sitozolik kuyruktan olusur (139).

3.6.2.1. TRPM Kanallan
TRPM kanallar1 hiicrenin magnezyum dengesinde 6nemli olan TRPM6 ve
TRPM7 gibi kanallari, sadece tek katyon ileten TRPM4 Ve TRPMS gibi kanallari,

1stya hassas TRPMS8 kanallarini, hiicre i¢i kalsiyum dengesinde onemli rol
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oynayan ayrica reaktif oksijen tiirleriyle baglantili olan TRPM2 kanallarini
kapsar(137, 138, 140).

TRP kanallarinin ¢ogu se¢ici olmayan katyon kanallaridir. Ancak bazilari
ikinci haberci olarak gorev yapan kalsiyum iyonlarina karsi 6zel bir gegirgenlik
gosterir. Bunlardan biri TRPM2’dir (140). TRPM2 kanal proteinlerinin N
sonlanmalar1 yaklagik 700 amino asitten olusur. TRPM2’nin baskin 6zelligi
fosfataz aktivitesi gosteren ve Nudix kutusu olarak isimlendirilen bir bdlgeye
sahip olmasidir.Bu bdlge gelisim evresinde diger TRPM kanallarinda
kaybolmustur. Nudix kutusu kanal proteininin sitoplazmik C-sonlanmasmin
kuyruguna yerlesmistir ve aktivasyon mekanizmasi adenozin 5’-difosforiboz
(ADPR) kanaldan gecisiyle olusu(139). TRPM2 kanallar1 hiicre i¢i ADP-riboz
konsantrasyonunun mikromolar diizeydeki degisimleriyle aktive olur. Bu
aktivasyon hiicre i¢i ADP-ribozun kanal enzimi olan Nudix kutusuna
baglanmasiyla olur (141). Ayrica reaktif oksijen ve nitrojen (ROS ve NOS) tiirleri
aracilifiyla oksidatif ve/veya nitrosatif stres olusturarak aktive oludugu da
bilinmektedir. TRPM2 kanallarmin aktivasyonu ise hiicrenin Oliimiiyle
sonuglanabilir (140, 142,143).

TRPM?7, TRPM fist ailesinin genisce ekprese edilen bir iiyesidir. Hem iyon
kanali hem de protein kinaz gorevi yapan yapisal elementlerden olusur (144-147).
Hiicrenin yasayabilmesi icin gerekliligi bilinen tek iyon kanalidir (145).
TRPM7’nin kinaz bdlgesi yoluyla ATP tarafindan aktive olan ve se¢ici olmayan
bir katyon kanali oludugunun belirtilmesine ragmen (146), hiicre i¢indeki serbest
Mg?®* iyonlarma ve Mg- niikleotitlerine bagimli olarak Mg2" ve Ca2" gibi iki

degerlikli iyonlara kars1 yiliksek secicilik gosteren katyon kanali olduklari da
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belirtilmistir (144). TRPM7, TRPM kanallarinin i¢inde fonksiyonel bir iyon
kanali olarak eksprese edilen ilk {iyesidir. 1863 amino asitten ve PLC-bl ile
etkilesen bir proteinden olusur. Tiim dokularda eksprese olur. Iyon kanallari
arasinda hem kanal proteini hem de protein kinaz olan benzersiz bir iyon
kanalidir. Substrat1 bilinmemektedir. Proteinin C sonlanmas1 kinaz bdlgesi olarak
tanimlanmistir. TRPM7 kinaz bdlgesi sekansinin kiiciik bir b liimiiniin geleneksel
protein kinazinkine benzemesine ragmen, yapisi sasirtict bir sekilde birgcok
Okaryotik protein kinaza benzer. Aktivasyon mekanizmast tam olarak

bilinmemektedir ( 148).

Amac

Kulak ¢inlamasini tedavi etmek amaciyla bir¢ok calisma yapilmis ve ikna
edici sonuglar elde edilmistir. Zheng ve arkadaslar1 sentetik canniboid reseptor
antagonisti olan WIN55, 212-2 ve CP55, 940’yi kullanmis ve salisilatla
indiiklenen kulak ¢mlamasinda azalma oldugunu bulmuglardir. Yine ayn1 grubun
yaptig1 diger bir ¢calismada antiepileptik bir ilag olan carbamazin’in ve Cin’e 6zgii
bitkisel bir ilag olan EMFO01’in ayn1 etkiyi olusturdugu gézlemlenmistir.(149). Ek
olarak Brozoski ve arkadaglarinin akustik travmayla olusturduklar1 kulak
¢mlamasinin y-aminobutryic acid (GABA) agonisti vigabatrin’in ve besin katki
maddesi taurine’nin iyilestirici etkilerinin oldugu belirtilmistir (150). Ancak kulak
¢mlamasini iyilestirmede bazi tedavi tiirlerinin ve hayvan modellerinde basarili
oldugu diisiiniilen antikonviilzan, antidepresan, antiglutamerjik, dopaminerjik ve
antidopaminerjik ajanlar, antiepileptik ajanlar, lidokain, steroid, Ginkgo biloba,

sentetik prostaglandin E1 analogu misoprostol, atorvastatin, melatonin ve ¢inko
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gibi farmakoterapik ve bitkisel maddelerin olmasina ragmen FDA or EMEA
tarafindan onaylanmis hig bir ilag bulunmamaktadir (151).

Iyon kanallarmin ise birgok hastahfm patofizyolojisine katildig:
bilinmektedir. Bu sebeple bu hiicre zar1 proteinleri antiepileptik ilaglardan
analjezik ilaclara kadar bir¢ok ilacin hedef yapis1 olmustur. Yine iyon kanallarinin
asir1  ekspresyonunun bazi kanser hiicreleri iizerinde antikanser ilaclari
gelistirilmesi icin yeni bir saha olusturmustur. Tedavi amagh ilgi goren iyon
kanallarinin basinda elektriksel uyarimi saglayan ve hiicresel sinyalde 6nemli rol
oynayan voltaj kapili iyon kanallar1 gelir (118, 152).

Yapmis oldugumuz bu caligmada, farmakolojik olarak 6nemli olan bazi
iyon kanallarinin ratlarin cochlear ¢ekirdeklerinde salisilatla ve asir1 giiriiltiiyle
olusturulmus kulak ¢inlamasi ile ekspresyonlarmin nasil degistigini gézlemlemek
amacglanmistir. Calismanin sonunda elde edilen bilgilerin yeni ilag gelistirme

stratejilerinde 6nemli bir rol oynayacag diisiiniilmektedir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gereg

Calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden(FUDAM)
agirliklar1 195-330 gr arasinda degisen, 4 aylik, 48 adet adet erkek Wistar Albino
cinsi rat temin edilmek suretiyle yapildi. Ratlarm bakimi yine Firat Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde standart yemlere ve suya istedikleri kadar
ulasabilecekleri, 30x40x20 cm boyutlarinda, lizeri ¢elik tel parmaklikla Ortiili
seffaf plastik kafesler i¢inde yapildi. Ratlarin kafeslere dagilimi en fazla dorder
adet olacak sekilde diizenlendi. Ratlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortaminda
barindirildi. Kullanilan denekler ve sarf malzemeleri Firat Universitesi Bilimsel
Aragtrma Projeleri (FUBAP) birimi tarafindan VF.11.10 numarali proje
kapsaminda saglandi. Calisma Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’nun 06.12.2012 tarihli 117 numarali izni ile gergeklestirildi.

4.2. Yontem

4.2.1. Deneklerin Gruplandirilmasi

Ratlar ilk 6nce floresan immunohistokimya analizi yapilacak olanlar ve
Gergek Zamanli PZR analizi yapilacak olanlar olmak tizere iki gruba ayrildi. Her
iki grup icin 24 adet rat belirlendi. Daha sonra bu iki grup da kendi i¢inde sodyum
salisilatla kulak c¢imlamasi olusturulacak grup (SAT), aswu1 giriiltiiyle kulak
¢inlamasi olusturulacak grup (NT) ve kontrol grubu olmak {izere {i¢ alt gruba

ayrildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Her analiz ve grup i¢in kullanilan rat sayisi

SAT Grubu (n)  NT Grubu (n) Kontrol Grubu (n)

Immunohistokimya (n) 8 8 8
Ger¢ek Zamanli PZR 8 8 8
(n)

4.2.2. Davrams Testinin Uygulanmasi

Hayvan davranig testlerinden Jastreboff’un kosullandirilmis baskilama
yontemi uygulandi (65, 66). Bu test her kulak ¢mlamasi grubu icin ayr1 ayri
gerceklestirildi. Ratlara sesli ortamla sessiz ortam arasindaki farki 6gretmek icin
el yapimu bir kosullandirma sistemi kullanildi. Bu sistem ses izolasyonu yapilmis
bir kabin, zemini tungsten ¢ubuklarla doseli bir kafes, ses kaynagi, hoparlorler,
kamera, elektrik soku {ireteci, ses kaynagi ve elektrik soku iiretecinin uzaktan
kumandalar1 ve bir bilgisayardan olusmaktaydi.

Ses izolasyonu yapilmis kabin 80 cm x 45 cm x 60 cm, kafes ise 40 cm X
30 cm x 45 cm boyutlarindaydi. Video kayitlari, kafesin sol tarafinda kayit i¢in en
uygun pozisyonda yerlestirilmis Microsoft HD5000 model bir kamerayla alindi.
Ayni1 zamanda ratlarin kullanacagi su sisesi yerden 5 cm yiikseklikte kamera
tarafindan en 1yi goriinecek yere yerlestirildi. Sistemin i1siklandirilmas: kafesin
tavanma yerlestirilen lambalar tarafindan saglandi. Pavlov’un kosullandirma
egitimi i¢in gerekli olan elektrik soku (0,5 mA 1s) sabit akim iireten bir kaynak
tarafindan sagland1 ve kafese 1 cm araliklarla dizilmis tungsten ¢ubuklar (4mm)

araciligiyla aktarildi. Ses kaynagi olarak 10 kHz 60 dB SPL saf ses dosyasi
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kullanildi. Bu saf ses kabinin i¢ine kafesin tavanina yerlestirilen hoparlorler
vasitasiyla aktarildi.

Kabinin filtreleme kapasitesi bir desibel metre ile 6l¢iildii. Bunun igin
kabinin digindaki ortamin sesi, daha sonra kabinin i¢indeki ses Ol¢iildii. Aradaki
fark 10 kHz 46 dB SPL, filtreleme kapasitesi olarak belirlendi.

Biitiin hayvanlar egitimin baglayacagi giinden bir giin 6nce 18 saat siireyle
susuz birakildi. Egitimin basladig1 giinden itibaren ise kafeste kaldigi stire
zarfinda ictigi su haricinde baska su verilmedi. Ek olarak giin boyunca normal
barindirilma kosullarinda, arka ses olarak 10 kHz 60dB SPL saf dinletildi.

Jastreboff’un kosullandirilmig baskilama yontemi {i¢ ana egitimden olustu.
Bunlar: baslangi¢ egitimi, Pavlov’un kosullandirimis baskilanma egitimi ve
egitimin sonmesiydi. Her egitimin siiresi her bir rat i¢in 30 dakikaydi. Baslangic
egitimi ve Pavlov’un kosullandirilmis baskilanma egitiminde toplamda 28
dakikalik bir siire boyunca arka ses olarak 10 kHz 60dB’lik saf dinletildi, geriye
kalan 2 dakika ise rast gele secilen dort tane 30 saniyelik sessiz araliktan olustu.
Baslangi¢ egitimi ve egitimin sonmesi kisimlarinda verilen sessiz araliklarda
ratlara ayak soku verilmezken Pavlov’un kosullandirilmis baskilanma egitimi
kisminda sessiz araligin sonuna dogru bir kere 0.5 mA ayak soku verildi.

Baslangic egitiminde, ratlarin kafese ve su sisesine alismasi saglandi. Bu
amacla her bir rat bu egitim bitene kadar her giin ses izolasyonu yapilmis
kabindeki kafes igerisinde hayvan 30 dakika boyunca kaldi. Bu siire i¢inde toplam
28 dakika boyunca arka ses olarak 10 kHz 60dB’lik saf dinletildi. Ratlarin sessiz

ortamla sesli ortam1 ayirmasi i¢in rastgele segilen dort 30 saniyelik sessiz aralik
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verildi. Bu sessiz araliklar 6zellikle ratlarin su sisesinden su ictigi zamanlara denk
getirildi. Bu egitimi 6grenme ortalama 2-3 giin siirdi.

Pavlov’un kosullandirilmis baskilanma egitimi, sesli ortamla sessiz ortami
ayirt etmeyi 6grenen ratlarin bu ayrimi su igme hareketiyle iligkilendirmesi i¢in
bir kosullandirma basamagi oldu. Bir dnceki egitimdeki gibi her bir rat bu egitim
bitene kadar her giin ses izolasyonu yapilmis kabindeki kafes icerisinde hayvan 30
dakika boyunca kaldi. Bu siire icinde toplam 28 dakika boyunca arka ses olarak
10 kHz 60dB’lik saf dinletildi. Sessiz ortamla sesli ortami ayirt edebilen ratlar i¢in
rastgele segilen dort 30 saniyelik sessiz aralik verildi. Bu sessiz araliklarin son
saniyelerine dogru ayak soku verildi. Boylelikle sessiz ortamda bir tehlikenin
oldugunu Ogrenen ratlar, normal su i¢cme hareketini sessiz ortamda
gerceklestirmedi. Bu yiizden sessiz araliklar 6zellikle ratlarin su sisesinden su
ictigi zamanlara denk getirildi. Bu egitimi 6grenme ortalama 4-5 giin siirdii. Bu
egitimin bitmesi, baskilanma oran1 denilen bir formiile gore belirlendi. Bu formiile
gore sululuktan yapilan tiim yalama sayilari ile birlikte sessiz araliktaki yalama
sayilar1 sayild1 ve bu sayilara gore bir baskilanma orani hesaplandi. Baskilanma
oran1 0-0.4 arasinda olan ratlar egitimi 6grenmis olarak kabul edildi. Bizim
calismamizda baskilanma orani O ile 0.2 arasinda olan ratlar kullanildi.

Egitimin sonmesi kismi asil olarak kulak ¢inlamasmin olusturuldugu
kisimdi. Sodyum salisilat ya da asir1 giiriiltiiyle olusturulan kulak ¢mlamasinin
olusup olusmadigin1 anlamak i¢in yapildi. Bu egitimde kullanilan ratlar
baskilanma orani 0 ile 0.2 arasinda olanlardi. Sodyum salisilat ile olusturulan
kulak ¢mnlamasinda belirlenen dozlarda sodyum salisilat uygulanmasindan 2 saat

sonra, asir1 glriiltiiyle olusturulan kulak ¢inlamasinda ise 3 saatlik anestezi
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sonrasinda ratlar tam uyandiktan sonra egitime baslandi. Ses izolasyonu yapilmis
kabindeki kafes icerisinde hayvan 30 dakika boyunca kaldi. Bu siire i¢inde toplam
28 dakika boyunca arka ses olarak 10 kHz 60dB SPL saf dinletildi. Ratlarin su
icmesine denk getirilen dort 30 saniyelik sessiz aralik verildi ancak ayak soku
uygulanmadi. Bu formiile gore sululuktan yapilan tiim yalama sayilari ile birlikte
sessiz araliktaki yalama sayilar1 sayildi ve bu sayilara gore bir baskilanma orani
hesaplandu.

Baskilanma Oran1 =  (Sessiz Araliktaki Yalama Sayisy/2 dk) / [(Sessiz
Araliktaki Yalama Sayisi/2 dk) + (Sessiz Araliktaki Yalama Sayis1/2 dk)]

Baskilanma oran1 0,4’e esit ya da 0,4’ten biiyiik olan ratlarda kulak

¢mlamasi olugsmustur dendi.

4.2.3. Deneklere Asin Giiriiltii Uygulanmasi

Hayvan davranis testi sonunda baskilanma oranlar1 0-0.2 arasinda degisen
ratlarda asir1 giiriiltii ile kulak ¢mlamasi olusturmak igin, ses kaynagina bagl bir
amfi araciligiyla 3 saat boyunca 10 kHz 110 dB SPL saf ses dinletildi (153).

Bu siireg, asir1 giiriiltiiden kaynaklanabilecek aci hissini ortadan kaldirmak
amaciyla dissosiyatif anestezi altinda gerceklestirildi. Ilk once ratlarin agirhklari
Olgiildi. Viicut agirlhiklarma gore 0,1ul/100gr dozda atropin siilfat (Teknovet
Atropin 20 ml) ile desteklenen ratlar, 7,5u1/100gr dozda Xylazine (Rompun %2)+
2,5ul/100gr dozda Ketamin (Ketasol % 10) karisimi ile 3 saat siiren bir
dissosiyatif anestezi altina alindi. Enjeksiyonlar kas i¢cine (IM) yapildi. Anestezi
altinda gozlerin kurumasini engellemek amaciyla gozlere antibiyotikli pomad

uygulanirken, viicut sicakliginmn diismemesi i¢in ratlarm yatmrildigr kafeslerin
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altma sicak su torbalar1 yerlestirildi. Biitiin ratlarin anesteziye girdigi tespit
edildikten sonra amfi kulak seviyesinden 70 cm yiikseklige yerlestirildi ve ses
kaynagi acildi. 3 saat kesintisiz olarak uygulanan 10 kHz 110 dB SPL saf ses
akustik travmaya sebep oldu. Kontrol grubu ratlara, deney grubundakilerde

oldugu gibi ayni dozlarda dissosiyatif anestezi uygulandi.

4.2.4. Deneklere Sodyum Salisilat Uygulanmasi

Hayvan davranis testi sonunda baskilanma oranlar1 0 olan ratlarda sodyum
salisilat ile kulak ¢inlamasi olusturmak igin her rata viicut agirhigma gore
hesaplanmis 350mg/kg dozda sodyum salisilat (Sigma S2679-100G) deri alt1 (SC)
yolla uygulandi. Kontrol grubu ratlara, deney grubundakilerden farkli olarak

serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

4.2.5. Dokularin Ahinmasi

Koklear ¢ekirdek dokular1 her rat i¢in baskilanma oranmi hesaplandiktan
sonra alindi. Her rat bir 6nceki ratin dokular1 alindiktan sonra dekapite edildi.

Gergek Zamanli PZR analizi i¢in salisilatla kulak ¢ilamasi olusturulmus
ve kontrol grubu ratlar eter anestezisi altinda, asir1 giiriiltiiyle kulak ¢inlamasi
olusturulmus ve kontrol grubu ratlar dissosiyatif anestezi altinda dekapite edildi.

Dekapite edilen kafatasinin derisi makas yardimiyla kaldirildi. Hemen
sonra kafatasi kemigini kaldirmak i¢in, bir mikro cerrahi makasi yardimiyla
foramen magnum’un sag ve sol yanindan, os temporale boyunca orbitaya kadar
olmak iizere iki kesit yapildi. Bu iki kesit sag orbita ile sol orbitay1 birlestirecek

sekilde yapilan bir iiclincii kesitle birlestirildi. Kesilen kemik parcasi kafatasindan
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ayrildiktan sonra beyin dokusu ortaya ¢ikti. Bulbus olfactorius’tan baglamak
iizere, beyin kafatasindan c¢ikarilmaya baslandi. Pens yardimiyla yukariya
kaldirilan beynin serbest kalmasi i¢in cranial sinirler sirasiyla kesildi. Serbest
kalan beyin dokusu sogutulmus RNA later (Invitrogen) i¢eren bir 6zel petri kabi
icinde Leica CLS 100x marka mikrodisseksiyon mikroskobu altinda hizli bir
sekilde diseke edildi. Diseksiyon igin 6nce colliculus inferioris ile colliculus
superioris arasindan koronal bir kesit yapilarak, beyin sap1 orta beyin hizasindan
ayrildi. Ayrilan beyin sap1 cerebellum’a batirilan igneler yardimiyla petri kabina
sabitlendi. Sabitlenen dokuda 8. cranial sinirin oldugu yer tespit edilerek koklear
¢ekirdek dokusu mikro cerrahi makasi ve pensleriyle alindi. RNase-DNase free
eppendorf tiiplere konarak sivi azot iginde dondurulduktan sonra analiz edilene
kadar -80C"de muhafaza edildi.

Floresan immunohistokimya analizi i¢in her iki deney ve kontrol grubu
ratlara dissosiyatif anestezi yapildi. Daha sonra intrakardiyak perfiizon yontemiyle
dokular tesbit edildi. Kafa dekapite edildi. Gergek Zamanli PZR analizi i¢in
yapilan doku elde etme metodu aynmi sekilde uygulandi. Serbest kalan beyin
dokusu saline phosphate buffer (PBS) (P-4417) igeren 6zel petri kab1 igine alindi.
Leica CLS 100x marka mikrodisseksiyon mikroskobu altinda colliculus inferioris
ile colliculus superioris arasindan koronal bir kesit yapilarak, beyin sap1 orta beyin
hizasindan ayrildi. Ayrilan beyin sap1 0,1’lik sodium azide igeren % 30’luk

sucrose soliisyonu igine atilarak, analize kadar +4 C*’de muhafaza edildi.
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4.2.5.1. Intrakardiyak Perfiizyonun Uygulanmasi

Perflizyonun uygulanmasi i¢in Once perfiizyon sistemi hazirlandi ve
perflizyonda kullanilacak olan PBS ve %4’liikk paraformaldehit (PFA) (Merck
104005.1000) dogru bir sekilde sisteme baglandi. Sistemin ¢alistigina emin
olduktan sonra ratlar anesteziye alindi.

Anesteziye alinan ratlar, ayak bileklerine flaster yapistirilmak suretiyle bir
Mantar panoya sirt listii sabitlendi. Daha sonra arcus costalis’ler hizasindan karin
kaslarmna trasversal bir kesit yapildi. Bu kesit arcus costalis’in sinirindan
vertebralara kadar genisletildi. Median hattan baglamak iizere diyafram’in
costalarla olan baglantilar1 kesilerek gégiis boslugu acildi. Kaniil ile hala atmakta
olan kalbin ventriculus sinister’inden girildikten hemen sonra hizli bir sekilde
atrium dextrum’a bir kesit yapildi. Ardindan PBS’nin akisma izin verildi ve
yaklasik 30-40 dakika viicuttaki tiim kanin PBS soliisyonuyla giderilmesi
saglandi. Atrium dextrum’dan gelen sivi seffaflastiktan sonra PBS akisi
durduruldu ve %4’liik PFA’nin akisma izin verildi. Viicuttaki tiim dokularin tesbit

olmasi i¢in yaklasik 40-45 dakika %4’ liik PFA perflizyonu yapildi.

4.2.6. Floresan Iimmunohistokimya Teknigi

4.2.6.1. Kesitlerin Alinmasi

% 30’luk sucrose i¢inde soguga kars1 korunmus (cryoprotected) dokular,
trimleme yapildiktan sonra medulla spinalis yukari, colliculus inferioris’ler asagi
gelecek sekilde bloklara yerlestirildi, izeri OCT ile kaplanarak frozen microtomda
donduruldu. Dondurulan cryostatlar 10um kalinlikta kesilmeye baslandi. Doku

kesitinde 7. cranial sinire ulasildiktan sonra kesitler polilisinli lamlara alinmaya
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baslandi. Biitiin Koklear ¢ekirdek dokusu kesildikten sonra 1sik mikroskobu
altinda hem dorsal hem de ventral cochlear ¢ekirdek dokusu bulunan preparatlar
secildi.

Lamlara dnceden deney gruplari ve hangi antikorun uygulanacagi yazildi.
Kesitler alindiktan hemen sonra ise doku kesitlerinin etrafi PAP pen (Invitrogen)
ile daire seklinde smirlandirildi. PAP pen doku etrafinda kiiciik bir havuz

olusturmak icin kullanildi.

4.2.6.2. Bloklama

Bloklama antikorlarin nonspesifik baglanmasini engellemek icin
kullanildi. PAP pen ile etrafi ¢evrilmis doku kesitlerinin {izerine 50 pl bloklama
soliisyonu eklendi. +4 °C’de minumum 60 dakika bekletilebilen doku kesitleri +4
°C bir gece bekletildi. Lamlar 15131 gecirmemesi i¢in siyah renkli saklama kutular1
muhafaza edildi. Ayrica doku kesitlerinin kurumamasi i¢in lam saklama kutusu

tabani 3-5 mm derinlikte su ile kaplandi.

4.2.6.3. Primer Antikor Uygulamasi

Bloklamanin ertesi giini HCN1, HCN2, HCN4, Erg3 ve Ergl-2-3 anti-
goat primer antikorlar1 (Santa Cruz) primer sulandirma soliisyonu ig¢inde 1/100
oraninda ayr1 ayri sulandirildi. Tekli boyama yapildigi icin 990 pl primer
sulandirma soliisyonu i¢in 10 pl primer antikor kullanildi.

Bloklama siiresi dolduktan sonra lamlar +4 °C’den oda 1sisma alind1 ve
doku kesitlerinin iizerine bir 6nceki giin eklenen 50 pl bloklama soliisyonunun 40

ul’si geri alindi. Primer antikorlar eklenene kadar doku kesitlerinin kurumamasi
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icin 10 pl’si alinmadi. Kurumaya imkan vermeden doku kesitlerinin iizerne
primer antikor soliisyonundan 30 pl eklendi. Saklama kutularinin kapaklar1 hemen
kapatilarak +4 °C’de bir gece bekletildi.

4.2.6.4. Sekonder Antikor Uygulamasi

Primer antikor uygulamasinin ertesi giini HCN1, HCN2, HCN4, Erg3 ve
Ergl-2-3anti-goat primer antikorlarma uygun chicken-anti-goat- 488 nm sekonder
antikorlar (Alexa Fluor®-Invitrogen A21467) sekonder antikor sulandirma
soliisyonunun i¢inde 1/100 oraninda sulandirildi. Tekli boyama yapildig1 i¢in 990
ul sekonder sulandirma soliisyonu i¢in 10 pl sekonder antikor kullanildi.
Sulandirma islemi, sekonder antikorlar FITZ, TRITZ gibi florasan 1s1ma yapan
maddelerle bagli oldugu ve giin 1s1381nda bu maddelerin soldugu bilindigi icin,
karanlik bir odada gergeklestirildi.

Hemen sonra doku kesitlerine eklenen primer antikor soliisyonu dokiildii.
Lamlar 45° egimle tutularak PAP pen ile sinirlandirilan alanlar bir pipet
yardimiyla yaklasik 5-6 ml PBS ile yikandi. Sinirlandirilmis alanlarda, doku
kesitlerinin kurumamasi i¢in az miktarda PBS soliisyonunun kalmasina izin
verildi. Ancak sekonder antikorlarin yayilmasini dnlemek i¢in lamlarmin alt1 ve
simirlandirilmig alanlarinin etrafi kagit havlu ile iyice kurulandi.

Sekonder antikor uygulamasi tekrar karanlik oda i¢inde yapildi. Her doku
kesitinin iizerine 30 pl sekonder antikor soliisyonu eklendi. Saklama kutularinin

kapaklar1 hemen kapatilarak +4 °C’de 4 saat bekletildi.
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4.2.6.5. Doku Kesitlerin Incelenmesi

Sekonder antikor uygulamasindan 4 saat sonra lamlar 45° egimle tutularak
PAP pen ile smirlandirilan alanlar bir pipet yardimiyla yaklasik 5-6 ml PBS ile
yikandi. Sinirli alanlarin {izerine lamel kapatilarak, doku kesitleri Leica
DM5000B marka floresan mikroskop altinda 40x objektif ile incelendi. Floresan
boyayla boyanan doku kesitlerinin fotograflar1 Leica DFC425C marka bir kamera

ile bilgisayara aktarild1.

4.2.6.6. Floresan Immunohistokimya Analizi

Boyamadan sonra elde edilen fotograflar her deney grubu ve kullanilan
primer antikora gore gruplandirildi ve Image J programinda analiz edildi.

Secili alandaki floresan miktarinin analiz i¢in :

1-Programin analyze meniisiinden “Set mesurments” kismi se¢ildi. AREA,
INTEGRATED DENSITY ve MEAN GRAY VALUE kisimlari isaretlendi.

2- Araclar kismindan, serbest sekil ¢izen ikon secildi.

3- Analiz edilecek alan bu ikon ile sinirlandirildi.

4-Analyze meniisiinden “Mesure” kismi se¢ildi.

5-Arka planda sonuglarin ¢iktig1 bir pencere agildi ve bu pencerede
bulunan “Area, Mean ve Integrated Density” degerleri bir Excel dosyasina
kaydedildi.

6-Analiz edilecek alanin disindaki herhangi bir karanlik alan yani arka
plan da analiz edilecek alan gibi smirlandirilarak, “Mesure” ile degerlendirme
tabii tutuldu. Bu alan i¢in gegerli olan “Area, Mean ve Integrated Density” ayni

Excel dosyasima kaydedildi.
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7-Tim fotograflar ayni sekilde degerlendirildikten sonra diizeltilmis
toplam alan floresanlar1 (CTCF) asagidaki formiille ayr1 ayr1 hesapland1.

CTCF= Integrated Density-( Area of selected area x Mean flourescence of
background readings.

CTCF= Entegre Yogunluk-( Segili bolgenin alan1 x arka planin ortalama

floresani)

4.2.6.7. TFloresan Immunohistokimya Analizi Icin Kullanilan
Soliisyonlar:

4.2.6.7.1. Saline Phosphate Buffer (PBS) Soliisyonu

1 adet PBS tableti 200 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Primer
ve sekonder antikor sulandirma soliisyonu hazirlamada ve preperatlar1 yikamada

kullanildi.

4.2.6.7.2. Fosfat Buffer Solusyonu
0.116 gr fosfat buffer 100 ml distile su iginde ¢Ozdiiriildii. Sadece
paraformaldehit soliisyonu hazirlamak i¢in kullanildi. Diseksiyon yapilacagi

sabah hazirlandi.

4.2.6.7.3. %4 Paraformaldehit (PFA) Soliisyonu
80gr toz paraformaldehit 2L fosfat buffer i¢ine eklendi. Isiticili manyetik
karistirict lizerinde 1sitilarak ¢ozdiiriildii. Isitma islemi icin manyetik karistiricinin

1sitma diigmesi 3’e ayarlandi. Soliisyon diseksiyonun yapilacagi giin hazirland1.
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4.2.6.7.4. %30’luk Sucrose

200 ml PBS

60 g sucrose

%0.1 Sodium azide

4.2.6.7.5. Bloklama Soliisyonu

200 kesit icin 6ml bloklama soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 6ml PBS
sollisyonu igerisine:

%3 Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich A-9418)

% 0.1 Sodium-azide (Fluka)

% 0.1 TritonX-100 (Sigma-Aldrich T-8532)

% 5 Tavuk serumu eklendi.

4.2.6.7.6. Primer Antikor Sulandirma Soliisyonu
20 ml PBS soliisyonu igine:

% 3 Bovine Serum Albumin (BSA)

% 0.1 Sodium-azide

% 0.1 Tween-20 (BioRad #170-6531)

% 5 Tavuk serumu

4.2.6.7.7. Sekonder Antikor Sulandirma Soliisyonu

Primer antikor sulandirma soliisyonun aynisidir.
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4.2.7. Gercek Zamanh PZR Analizi

4.2.7.1. Dokularin Homojenizasyonu

Ger¢ek Zamanli PZR analizi i¢in ilk 6nce homojenizasyon soliisyonu
hazirlandi. Bunun i¢in 10 ml lysis buffer igine 1 pl B-merkaptoethanol eklendi.
Karisim iyice vortexlendi. -80°C’de bulunan dokular oda sicakligina alindu.
Eriyen dokular RNA later icinden alinarak PBS i¢inde iyice yikandiktan sonra
gruplarin ismi yazilmis olan RNase-free eppendorf tiiplere ayr1 ayr1 koyuldu.
Dokularin bozulmamasi i¢in bu tiipler buzlu rocklarin i¢inde tutuldu. Her tiipe 500
pl  homojenizasyon soliisyonu ve dokunun agwrhgr kadar beyin dokusu
homojenizasyonu i¢in 0zel iretilmis 2mm’lik zicroinium oxide buncuklardan
eklendi. Daha sonra tiiplerin agzi1 sikica kapatildiktan sonra tiipler Bullet
Blender®50 cihazima yerlestirildi. Cihazin hiz1 8’¢ siire 5 dakikaya ayarlanarak
calistirildi. 5 dakikanin sonunda dokunun tamami homojenize oldu. Siipernatant

yeni RNA izolasyonu i¢in yeni RNase-free eppendorf tiiplere aktarild1.

4.2.7.2. RNA Izolasyonu
RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kit kullanildi. Kitin
protokoliine gore:
1. Homojenatlarinin tlizerine kendi hacmi kadar (500 pl) % 70’lik ethanol
eklendi.
2. Karigimlar iyice vortexlendi.

3. Karigimlarin 700 pl’si kolonlu tiipleree aktarildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Tiipler oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun
altina gecen sivi dokiiliip ayn1 kolonun iizerine geriye kalan karisim
ilave edildi.

Tiipler yine oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi.
Kolonlara 700 ul Wash Buffer I eklendi.

Tipler oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun
altina gegen s1v1 dokiiliip kolonlar yeni tiiplere aktarildi.

Kolonlara 500 pl %96’lik etanol eklenmis Wash Buffer II eklendi.
Tipler oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun

altma gecen siv1 dokiildii.

Kolonlara tekrar 500 pl %96’lik etanol eklenmis Wash Buffer 11
eklendi.
Tipler oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun

altina gegen sivi dokiildii.

RNA’larin kolondaki iyice membrana baglanmasi i¢in tiipler oda
sicakliginda 12.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolonlarmun
altindaki tiipler atild1 ve kolonlar yeni bir tiipe aktarildi.

Kolonlarin tam ortasina 50 ul RNase-free su eklendi.

Kolonlar oda sicakliginda 1 dakika bekletildi.

En son membrana yapisan RNA’larin tiipe aktarilmasi i¢in tiipler oda
sicakliginda 15.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’lar RNA miktarlar1 6lgiildiikten sonra analiz edilene

kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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4.2.7.3. RNA Miktarmmn Olciilmesi

RNA miktarmin 8l¢iimii Qubit 2.0 Flourometer ile yapildi. Olgiim igin
once gerekli karigim hazirlandi. Bunun i¢in her bir 6rnek basma 1 pl Qubit
Reagent, 199 pl Qubit Buffer ile karistirildi. Son hacim 200 pl olacak sekilde bu
karigimdan 199 pl alinarak, karisima 1 pl 6rnek eklendi. Her 6rnek igin ayni
karigim hazirlandi. Tipler 2-3 saniye vortexlendi ve oda sicakliginda 2 dakika
beklendikten sonra cihazda okutuldu. Biitiin tiiplerdeki RNA miktar1 mg/mL
cinsinden hesaplandu.

4.2.7.4. cDNA Olusturulmasi

Her gruptaki RNA 6rnegi sayis1 fazla oldugu i¢in her grup i¢in bir RNA
havuzu olusturuldu. Yani salisilatla olusturulan kulak ¢inlamasi grubu havuzu,
asir1 giriiltiiyle olusturulan kulak ¢inlamasi grubu havuzu ve kontrol grubu
havuzu.

Havuz olusturmak icin en az yogunluktaki RNA miktarini igeren tiipten 9
ul alindi. Diger tiiplerdeki RNA yogunlugunu en az miktardaki RNA miktarma
eslestirmek i¢in bir ters oranti denklemi kuruldu. Bulunan miktar kadar RNA
alinirken geriye kalan kisim toplamda 9 pl karisim olusturacak sekilde RNase-free
su tarafindan tamamlanda.

Ornek:

103mg/mL’lik tiipten 9 ul RNA alinirsa 328mg/mL’lik tiipten kag ul RNA
alimmalidir? (103x9)/328= 2,8 ul alinmasi gereken RNA miktari, 9-2,8= 6,2 ul
alinmasi gereken RNase-free su miktaridir.

Toplam 9 pl karisim elde edildi.
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Havuzlar olusturulduktan sonra asagida belirtilen protokole gore RNA’lar
cDNA'’ya ¢evirildi.

Reaksiyon karigimi (Toplam 20 pl):

10 ul  2x Reverse Transcription Master Mix

9ul  RNA

1 ul  Taq polymerase

10 pnl 2x Reverse Transcription Master Mix icinde :

2 ul  10x Reverse Transcription Buffer

0.8 ul 25x DNTP Mix ( 100mM)

2 ul  10x Random Primer

I ul  MultiScribe™ Reverse Transcriptase

4.2 ul Nuclease free H,0O bulunmaktaydi.

Tipler thermal cycler’a yerlestirildi. cDNA programi ¢alistirildi.

Program:

37°C°de 60 dakika

95°C°de 5 dakika

4°C’de 60 dakika olacak sekilde ayarland1.

4.2.7.5. Gercek Zamanh PZR’1n Olusturulmasi

Gergek Zamanlhi PZR reaksiyonu Applied Biosystems 7500 Fast Real-
Time PCR System’de gerceklestirildi. Gergek Zamanli PZR reaksiyonunun
olusturulabilmesi igin rata spesifik Applied Biosystem TagMan primer ve

probe’lar onceden alindi. Gergek Zamanli PZR analiz i¢in toplam 11 iyon kanali
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genin ekspresyonuna bakildi. Housekeeping gen olarak GAPDH secildi. Her
reaksiyon li¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

10 pl ‘ilk Reaksiyon icin :

5 pl Tagman® Gene Expression Master Mix

2.7 ul cDNA

0,5 ul Primer-Probe

1,8 ul Nuclease free H20 kullanild.

Reaksiyon 96 kuyucuklu Gergek Zamanli PZR plateleri i¢inde olusturuldu.
Bunun i¢in reaksiyon karisimlar1 kuyucuklara eklendi. Plate’in iist kismi sikica
kapatildiktan sonra plate cihaza yerlestirildi. Hangi kuyucuklarda hangi gruplarin
ve hangi iyon kanallarmm oldugu isaretlendikten sonra yiiriitme programi
ayarlandi. Programin bitiminde elde edilen veriler ve grafikler kaydedildi.

Yiiriitme Programi (Toplam x siklus):

Her siklus i¢in:

50°C’de 2dakika ( 1siklus)

95°C’de 10 dakika (1 siklus)

95°C’de 15 saniye (40 siklus)

60°Cde 1 dakika (40 siklus)

Elde edilen veriler SPSS 15 programinda analiz edildi. Her grupta 3 veri
oldugu i¢in analizler nonparametrik testlerle yapildi. Bunun i¢in kontrol, SAT ve
NT gruplar1 arasinda bir farklilik olup olmadigim1 anlamak i¢in Kruskal Wallis
yontemi kullanildi. Eger gruplar arasindaki farkliik o6nemli olarak
degerlendirildiyse hangi gruplar arasindaki farkin onemli oldugunu bulmak icin

Mann Whitney U testi kullanildi.
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Kullanilan iyon kanallar1 ve analiz i¢in 6zel iiretilen TagMan primer ve
problar’in katalog numaralart:

HCN1: Rn00670384_m1l

HCN2: Rn01408572_mH

HCN4: Rn00572232_m1

ERG1(Kcnh2): Rn00588515_m1

ERG3 (Kcnh7): Rn00590940 m1

Nal.l (Scnla): Rn00578439 _ml

Nal.2(Scn2al): Rn00680558 ml

Nal.3(Scn3a): Rn01485332_m1l

Ca,2.2(Cacnalb): Rn00595911 ml

TRPM2: Rn01429417_m1

TRPM7: Rn00586779_m1

GAPDH: Rn01775763_g1
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5.BULGULAR

5.1. Hayvan Davrams Testi Sonuclar

Hayvan davranis testleri boyunca teste tabii tutulan her hayvanm her giin
agirlik Olcimii yapilmistir. Ortalama bir hafta siiren egitimin sonunda her
hayvanin yiizde agirlik kayb1 hesaplanmis, ortalama deger % 17,15 + 4.14 olarak
bulunmustur. Tablo(2)’de kaydedilen veriler gosterilmektedir.

Tablo 2. Giinlere gore hayvanlarin agirlik ve % agirlik azalist

7 Giin

G 1.Gin/  2.Gin/ 3.Gin/ 4.Gin/ 5.Gin/ 6.Gin/ 7.Gin/  Sonundaki
ruplar 0 5

ar ar ar ar ar ar ar % Agirlik

Azalist
SAT 246 235 230 222 211 210 209 15,04
SAT 248 238 233 225 222 221 224 9,67

SAT 225 213 209 203 199 196 193 14,22
SAT 248 235 223 215 208 203 200 19,35
SAT 245 233 225 218 203 199 197 19,59
SAT 195 178 174 168 162 157 152 22,05
SAT 205 193 184 183 174 168 172 16,09
SAT 210 200 189 181 176 177 166 22,95
SAT 220 204 193 187 179 170 170 22,72
SAT 253 233 222 217 207 200 198 21,73
SAT 303 283 270 263 255 250 247 18,48
SAT 241 219 206 200 191 186 185 23,23
SAT 297 273 234 259 252 227 242 18,51
SAT 290 264 262 251 247 246 226 22,06
SAT 288 266 252 242 232 237 223 22,56
SAT 276 248 253 231 219 213 212 23,18
NT 238 227 218 215 210 210 203 14,70
NT 280 264 258 253 258 241 232 17,14
NT 219 214 208 207 205 197 192 12,32
NT 269 259 247 242 250 233 225 16,35
NT 260 252 245 234 237 224 217 16,53
NT 251 241 237 233 228 213 209 16,73
NT 284 273 266 262 259 239 225 20,77
NT 264 253 250 246 243 231 229 13,25
NT 226 210 209 206 202 198 195 13,71
NT 247 240 231 234 230 221 209 15,38
NT 228 218 214 215 206 208 204 10,52
NT 354 336 330 329 321 320 316 10,73
NT 257 238 236 238 233 230 226 12,06
NT 243 233 226 232 222 221 201 17,28
NT 272 268 250 252 247 244 223 18,01
NT 330 311 310 308 300 301 290 12,12
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Kulak ¢mlamasi olusturulmadan once yapilan hayvan davranig testinin
baskilanma oranlar1 SAT grubundaki her on hayvan i¢in sifir (0), NT grubundaki
sekiz hayvan icin sifir (0) geriye kalan iki hayvan i¢in ise 0,1 ve 0,2 olarak
hesaplanmistir. Bulunan bu veriler kulak ¢mlamasinin olusturulmasi igin gerekli
olan “Baskilanma Oran1 < 0,4 “ kosulunu sagladig1 i¢in her iki grupta kendi
prosediiriine gore kulak ¢imlamasi olusturulmustur.

Kulak ¢inlamasi olusturulmus hayvanlar tekrar hayvan davranis testine
tabii tutulmus ve elde edilen baskilanma oranlar1 Tablo (3) ve Sekil (1)’de, her iki
gruba ait tanimlayici istatistik verileri ise Tablo (4) ve Tablo (5)’te gosterilmistir.
Elde edilen bu verilerin istatistiksel analiz yapilmis, p<0,05 olmak iizere p=0,002
sayis1 elde edilmis ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur.

Tablo 3. Kulak ¢inlamasindan sonra elde edilen baskilanma oranlari

SAT GRUBU Baskilanma Orani NT Grubu Baskilanma Orani
0,78 0,786
0,66 0,748
0,623 0,811
0,465 0,78
0,757 0,746
0,436 0,722
0,644 0,768
0,745 0,79
0,555 0,794
0,549 0,828
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Kulak Cinlamasi Olusturulduktan Sonra Davranig Testi Sonuglari

Sekil 1. Kulak Cinlamasi1 Olusturulduktan Sonra Elde Edilen Hayvan Davranis

Testi Sonuglar1

Tablo 4. NT Grubunun Tanimlayici Istatistigi

Say1 Minimum Maksimum Ortalama  Std. Sapma
NT Grubu 10 0,72 0,83 0,7762 0,03170
Tablo 5. SAT Grubunun Tanimlayici Istatistigi

Say1 Minimum Maksimum Ortalama Std. Sapma
SAT Grubu 10 0,44 0,78 0,6214 0,11986
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5.2. Ger¢cek Zamanh PZR Bulgulan
Gergek Zamanli PZR analizi i¢in elde edilen RNA miktarlar1 (mg/ml) her
grup icin Tablo 6’te gosterilmistir. Her rakam bir tiipten elde edilen RNA

miktarlarmi (mg/ml) belirtmektedir.

Tablo 6. Elde edilen RNA miktarlar1 (mg/ml)

Tiip RNA miktar1 Tiip RNA miktari Tiip RNA miktari
Numarasi (mg/mL) Numarast (mg/mL) Numarast (mg/mL)

K1 103 SAT1 330 NT1 174
K2 195 SAT 2 394 NT2 226
K3 260 SAT 3 428 NT3 406
K4 328 SAT 4 438 NT4 476
K5 368 SAT 5 558 NT5 494
SAT 6 1080 NT6 506
NT7 590
NT8 744

Ger¢ek Zamanli PZR analizi i¢in elde edilen RNA’lardan RNA havuzu

olusturulmasi i¢in kullanilan RNA ve su miktarlar1 Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. RNA havuzu olusturulmasi i¢in kullanilan RNA ve su miktarlar (pl)

Tip Alman  Alinan Tiip Alman  Alinan Tip Alman  Alinan

Numarast ~ RNA su Numarast ~ RNA su Numarast ~ RNA su
miktart  miktari miktar1  miktari miktar1  miktari

(uD) (uD) (uD) (uD) (uD) (1D

K1 9 0 SAT1 2,8 6,2 NT1 5,3 3,7

K2 4,7 4,3 SAT 2 2,3 6,7 NT2 4,1 59

K3 3,5 5,5 SAT 3 2,1 6,9 NT3 2,2 6,8

K4 2,8 6,2 SAT 4 2,1 6,9 NT4 1,9 7,1

K5 2,5 6,5 SAT 5 1,6 7,4 NT5 1,8 7,2

SAT 6 0,85 8,14 NT6 1,8 7,2

NT7 1,5 7,5

N8 1,2 7,8

Yapilan Ger¢ek Zamanli PZR analizlerine gore her iyon kanali icin
Kontrol grubu, SAT ve NT grubu arasinda istatistiksel olarak fark olup olmadigini
anlamak amaciyla bulunan ACT Mean degerleri analiz edilmis, istatistiksel olarak
fark bulunan gruplar daha sonra ikili gruplar halinde tekrar degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeye gore Tablo (8) HCN kanallarmi, Tablo (9) Sodyum kanallarm,
Tablo (10) Potasyum Kanallarin1 Tablo (11) TRPM kanallarmi1 ve Tablo (12)

Kalsiyum kanallarindan elde edilen verileri gdstermektedir.
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Tablo 8. HCN kanallar1

KONTROL GRUBU NT GRUBU SAT GRUBU
Iyon CT CT ACT CT CT ACT CT CT ACT
Kanali Mean  SD Mean " Mean  SD Mean " Mean  SD Mean
HCN1 28,03 0,066 -0,138 3 26,24 0,094 1,097 3 2621 0,308 1,346
HCN2 26,10 0,253 -2,068 3 2409 0029 -1,050 3 2397 0105 -0,888
HCN4 29,08 0,092 0910 3 2746 0,043 2321 3 27,61 0,042 2,746

HCN kanallarini genel olarak ele aldigimiz zaman p< 0,05 olmak iizere

p=0,048 bulunmustur. Kontrol, SAT ve NT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

fark vardir. Bu gruplar ikili gruplar halinde analiz edildiginde p< 0,05 olmak

iizere kontrol grubu ve SAT grubu i¢in p=0,044, kontrol grubu ve NT grubu i¢in

p=0,044’tiir ve bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardwr. SAT ve NT

grubu i¢in p=0,227 oldugu i¢in bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur.

HCNI kanali i¢in p=0,1°dir ve gruplar arasinda fark yoktur. HCN2 kanali

icin p=0,211°dir ve gruplar arasinda fark yoktur. HCN4 kanali igin ise

p=0,018dir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardwr. Bu fark, kontrol

grubu ve SAT grubu, kontrol grubu ve NT grubu ve SAT ve NT grubu igin

p=0,0025"tir. Bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir.
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Tablo 9. Sodyum Kanallar1

KONTROL GRUBU NT GRUBU SAT GRUBU
Iyon CT CT ACT CT CT ACT CT CT ACT
Kanali " Mean  SD Mean " Mean  SD Mean " Mean SD Mean
SCN1A 3 2564 0179 -4986 3 2432 0,078 -1452 3 2387 0,079 -1,807
SCN2A1 3 2893 0,062 -1,696 3 258 0098 0049 3 268 0116 1,203
SCN3A 3 299 0,043 -0,729 3 2825 0,157 2472 3 27,71 0,127 2,036

SCNA kanallarini genel olarak ele aldigimiz zaman p< 0,05 olmak tizere

p=0,018 bulunmustur. Kontrol, SAT ve NT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

fark vardir. Bu gruplar ikili gruplar halinde analiz edildiginde p< 0,05 olmak

iizere kontrol grubu ve SAT grubu icin p=0,044, kontrol grubu ve NT grubu icin

p=0,044’tiir ve bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardwr. SAT ve NT

grubu i¢in p=0,687 oldugu i¢in bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur.

Her bir SCN1A, SCN2A1 ve SCN3A kanali i¢in p< 0,05 olmak iizere

p=0,018’dir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir. Bu gruplar kendi

icinde analiz edildiginde p< 0,05 olmak {iizere kontrol grubu ve SAT grubu,

kontrol grubu ve NT grubu, SAT ve NT grubu i¢in p=0,025, bu gruplar arasinda

istatistiksel olarak fark vardir.
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Tablo 10. Potasyum Kanallar1

KONTROL GRUBU NT GRUBU SAT GRUBU

Iyon CT CT ACT CT CT ACT CT CT ACT
n n n

Kanali Mean SD Mean Mean  SD Mean Mean  SD Mean

KCNH2 3 29,73 0534 -0903 3 2639 02% 0617 3 2598 0,025 0,307

KCNH7 3 3144 0,151 0814 3 2924 0,108 3463 3 2890 0,069 3,227

KCNH kanallarmi genel olarak ele aldigimiz zaman p< 0,05 olmak iizere
p=0,002 bulunmustur. Kontrol, SAT ve NT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
fark vardir. Bu gruplar ikili gruplar halinde p< 0,05 olmak fiizere analiz
edildiginde kontrol grubu ve SAT grubu i¢in p=0,003, kontrol grubu ve NT grubu
icin p=0,003’tiir ve bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir. SAT ve NT
grubu i¢in p=0,138 oldugu i¢in bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur.

Her bir KCNH2 ve KCNH7 kanali i¢in p< 0,05 olmak iizere p=0,018’dir
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir. Bu gruplar kendi i¢inde analiz
edildiginde p< 0,05 olmak {izere kontrol grubu ve SAT grubu, kontrol grubu ve
NT grubu, SAT ve NT grubu i¢in p=0,025, bu gruplar arasinda istatistiksel olarak

fark vardir.

Tablo 11. TRPM kanallar:

KONTROL GRUBU NT GRUBU SAT GRUBU

Iyon CT CT ACT CT CT ACT CT CT ACT
n n n

Kanali Mean SD Mean Mean SD Mean Mean SD Mean

TRPM2 3 3080 0242 0,173 3 2858 0281 2806 3 2864 0,025 2,958

TRPM7 3 2945 0045 -1,129 3 2746 0897 1688 3 26,72 0191 1,046
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TRPM kanallarin1 genel olarak ele aldigimiz zaman p< 0,05 olmak iizere
p=0,003 bulunmustur. Kontrol, SAT ve NT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
fark vardwr. Bu gruplar ikili gruplar halinde p< 0,05 olmak {izere analiz
edildiginde kontrol grubu ve SAT grubu i¢in p=0,003, kontrol grubu ve NT grubu
icin p=0,003’tiir ve bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir. SAT ve NT
grubu i¢in p=1,0 oldugu i¢in bu gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur.

Her bir TRPM2 ve TRPM7 kanal1 i¢in p< 0,05 olmak iizere p=0,018’dir
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir. Bu gruplar kendi i¢inde analiz
edildiginde p< 0,05 olmak iizere kontrol grubu ve SAT grubu, kontrol grubu ve
NT grubu, SAT ve NT grubu i¢in p=0,025, bu gruplar arasinda istatistiksel olarak

fark vardir.

Tablo 12. Kalsiyum Kanallar1

KONTROL GRUBU NT GRUBU SAT GRUBU

Iyon CT CT ACT CT CT ACT CT CT ACT
n n n

Kanali Mean SD Mean Mean SD Mean Mean SD Mean

CACNAIB 3 2845 0064 -2181 3 27,02 0,05 1243 3 2699 0,067 1,313

CACNAI1B kanalin1 ele aldigimiz zaman p< 0,05 olmak iizere p=0,169
bulunmugtur. Kontrol, SAT ve NT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark

yoktur.
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EKSPRESYONLARIN KAT AZALISI

KONTROL
HCN1-SAT
HCN1-NT
HNC2-SAT
HCN2-NT
HCN4-SAT
HCN4-NT
SCN1A-SAT
SCNIA-NT
SCN2A1-SAT
SCN2A1-NT
SCN3A-SAT
SCN3A-NT
TRPM2-SAT
TRPM2-NT
TRPM7-SAT
TRPM7-NT
KCNH2-SAT
KCNH2-NT
KCNH7-SAT
KCNH7-NT
CACNA1LB-SAT

CACNAILB-NT

Sekil 2. Calismada incelenen biitiin iyon kanali ekspresyonlarinin azalis grafigi

5.3. Floresan Immunohistokimya Analizi

Yontem boliimiinde anlatildig: gibi elde edilen fotograflar Sekil 3, Sekil 5,
Sekil 7, Sekil 9 ve Sekil 11°de gosterilmistir. Bu fotograflardan elde edilen veriler
Imaj J programinda elde edildikten sonra diizeltilmis toplam alan floresan
yogunluguna (CTFC) gore Sekil 4, Sekil 6, Sekil 8, Sekil 10 ve Sekil 12 elde

edildi.
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HCN1 Kontrol (40x) HCN1 SAT (40x) HCN1 NT (40x)

Sekil 3. HCN1 iyon kanalimin 40x biiyilitmeli fotografi
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Sekil 4. HCN1 iyon kanalinin gruplara gore diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu

HCNI iyon kanal1 igin kontol gurubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu ile SAT grubu ve NT grubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu karsilastirildiginda sirasiyla 3,09 kat, ve 1,20 kat azalma oldugu

goriildii.
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HON2 Kontrol (40%) HON2 SAT (40x) HON2 NT (40x)

Sekil 5. HCN; iyon kanalinin 40x biiytlitmeli fotografi
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HCN2
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Sekil 6. HCN; iyon kanalinin gruplara gore diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu

HCN?2 iyon kanal1 igin kontol gurubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu ile SAT grubu ve NT grubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu karsilastirildiginda sirasiyla 12,01 kat, ve 4,47 kat azalma oldugu

goriildii.
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HCN4 Kontrol (40x) HCN4 SAT (40x) HCN4 NT (40x)

Sekil 7. HCN4 iyon kanalinin 40x biiyiitmeli fotografi
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Sekil 8. HCN, iyon kanalinin gruplara gore diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu

HCN, iyon kanali i¢in kontol gurubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu ile SAT grubu ve NT grubunun diizeltilmis toplam alan floresan
yogunlugu karsilastirildiginda sirasiyla 2,93 kat, ve 2,05 kat azalma oldugu

goriildii.
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Erg3 Kontrol (40x) Erg3 SAT (40x) Erg3 NT (40x)

Sekil 9. Erg 3 iyon kanalinin 40x biiyiitmeli fotografi
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Sekil 10. Erg 3 iyon kanallarinin gruplara gore diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu

Erg3 iyon kanali i¢gin kontol gurubunun diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu ile SAT grubu ve NT grubunun diizeltilmis toplam alan floresan

yogunlugu karsilastirildiginda sirasiyla 2,27 kat ve 1,9 kat azalma oldugu goriildii.
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Erg?-2-3 Kontrol (40x) Erg1-2-3 SAT (40x) Erg1-2-3NT (40x)

Sekil 11. Erg 1-2-3 iyon kanallarinin 40x biiyiitmeli fotografi
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Sekil 12. Erg 1-2-3 iyon kanallarinin gruplara gore diizeltilmis toplam alan

floresan yogunlugu

Ergl-2-3 iyon kanali i¢in kontol gurubunun diizeltilmis toplam alan

floresan yogunlugu

floresan yogunlugu karsilastirildiginda sirasiyla 3,03 kat ve 1,143 kat azalma

oldugu goriildii.

ile SAT grubu ve NT grubunun diizeltilmis toplam alan
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6. TARTISMA

6.1. Kulak Cinlamasmin Niifusla iliskisi

Kulak ¢inlamasi, her hangi bir akustik kaynak ya da elektriksel uyarim
olmadig1 durumlarda hayali seslerin algilanmasidir. Merkezi noropatik agr1 gibi
kulak ¢inlamasi da igitme sisteminin hayali bir fenomeni olarak kabul edilir (154).
Genel yetigkin niifusun ortalama % 5-15’1 bu durumu yasamaktadir. Bunun
yaninda Avrupa niifusunun %7-14’tinde (155), Amerika yetiskin niifusunun %
25,3’tinde (50 milyonda) goriilmektedir ve % 7,9 ‘da (16 milyon) ise bu durumu
siklikla yagandigi belirtilmektedir (6-8, 10, 156-158). Yaslanmayla beraber
prevalansinin arttigir bilinirken cinsiyete gore de degistigi bilinmektedir.
Johansson ve arkadaslar1 tarafindan erkeklerde kadinlardan daha fazla goriildiigii
tesbit edilmistir (157 ). Ancak Baigi ve arkadaglari ise giiriiltiiniin gen¢ yastaki
insanlar1 da etkiledigi ve hatta Iskogya’da yasayan gen¢ bayanlarda kulak
¢mlamasmin yine gen¢ yastaki erkeklere oranla iki kat daha fazla goriildiigiinii
bildirmistir (159). Yapilan bazi calismalarda kulak ¢inlamasma sahip olan
bireylerin %17,5’inin 60 yas ve tizeri bireyler oldugu bildirilirken(160),
bazilarinda ise 40’li yaslardan (%6,6) 50°li yaslara (12,5) dogru goriilme
sikliginin iki katina ¢iktigi ve 60’ yaslarda (14,3) pik seviyesine ulastigi
bildirilmistir (158). Bununla birlikte, %1-3’liik kismin 6nceden de belirtildigi gibi
yasam kosullar1 olumsuz yonde 6nemli derecede etkilendigine deginen ¢aligmalar

da mevcuttur (156, 157, 159).
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6.2.Hayvan Davranis Testinin Degerlendirilmesi

Kulak ¢inlamasmin olusum mekanizmasit tam olarak ¢oziilememistir.
Ancak bir¢cok arastirici tarafindan patofizyolojisine yonelik ¢esitli hipotezler
ortaya konmustur. Yapilan literatiir taramasma gore ndrobiyolojik temellerinin
altinda merkezi sinir sistemininin anormal spontan aktivite ve yeniden
diizenlenme gostermesi yatmaktadir (161-165). Ancak beyinin dorsal prefrontal
cortex, anterior cingulate cortex ve hippocampus gibi isitme sistemiyle ilgili
olmayan vyapilalariin da kulak c¢mlamasmin olusumunda yer alabildigi
belirtilmistir (166-169).

Lenarz ve arkadaglarina ve Stolzberg arkadaslarma gore kulak ¢inlamasi
isitme sisteminde degismis spontan aktivitenin bir sonucudur. Genellikle periferal
isitme sisteminde meydana gelen patolojik olaylarin sonucunda merkezi sinir
sisteminde degismis spontan girdilerin olugsmasi ile tetiklenir. Ayrica patolojik
olarak zarar gormemis isitme sistemi yapilar1 da iliskili olabilir (156, 170).

Turner ve arkadaslaria gore ise plastik degisikliklerin goriildiigi merkezi
sinir sisteminde azalan afferent girdilerin sonucunda olusur. Spiral ganglion
hiicrelerinin kademeli olarak azaldigi bilinen cochlear nucleus ¢alismalarinda
fizyolojik ve davranissal olarak kulak ¢inlamasi olustugu bilinen hayvanlarda
goriilen kulak c¢mlamasi kaybolan baskilanmayla ve ya artan uyarici olaylarla
iliskilidir (158, 171-173). Periferal girdilerin degisen profili ve algilanan hayali
seslerin frekansi arasindaki iliski hala belirsizligini korumaktadir. (156)

Hayvan kulak c¢mlamast modelleri, akustik travma ya da ilac ile
olusturulan kulak ¢mlamasmin patofizyolojik mekanizmalarin arastiriimasi,

bunlarin altinda yatan nedenlerin ortaya ¢ikarilmasi ve bu rahatsizliga kars1 yeni
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ilag tedavilerinin denenmesi i¢in gelistirilmistir (46, 174). Bunlardan biri isitilen
hayali seslerin fizyolojik temellerinin arastirilmasini  kolaylastirmak igin
Jastreboff ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ratlarda farmakolojik olarak
olusturulan kulak ¢inlamasi modelidir (65). Bu modelde tek ve yiiksek doz
salisilatin sistemik olarak uygulanmasidan sonra ratlarda giivenilebilir gegici bir
kulak ¢mnlamasi olusur (31, 95,175, 176).

Cesitli hayvan davranig testi kullanilarak Sprague-Dawley ratlarda
salisilatla olusturulan kulak c¢inlamasmin yaklasik 16 kHz frekansta oldugu
belirlenmistir. (3, 95, 175). Ancak ¢aligmamizda Wistar Albino ratlara tek doz
350mg/kg salisilat intra peritoneal yolla uygulanarak 10 kHz frekansa sahip 60 dB
SPL saf ses kullanilmig ve ortalama 0,62 SR oraniyla 10 kHz frekansta kulak
¢mlamasi olustugu gézlemlenmistir.

Salisilatla olusturulan kulak ¢mlamasi modelinde kulak ¢inlamasi daha
kolay olusturulurken, asir1 giiriiltiiyle olusturulan kulak ¢imlamasi modelinin
Cooper, Bauer ve Brozoski’ye gore insanlarda olusan kulak ¢inlamasi ile daha
yakin iligkili olduguna inanilmaktadir (35, 177). Ek olarak tek kulaktan asiri
giiriltiiye maruz kalan ratlarin 17 ay kadar uzun siiren bir kulak ¢inlamasi
yasadig1 bilinmektedir (178).

Cesitli frekans araliklarinda 110 dB SPL ve iizerinde sesin cochlea ve
merkezi sinir sistemi iizerinde etkilerine bakilmis olmasma ragmen Kujawa ve
Liberman fareleri 2 saat boyunca 8-16 kHz frekans araliklarinda 100 dB SPL sese
maruz birakmig ve bu sesin spriral ganglion {lizerinde negatif etki gdsterdigini

bulmustur. Calismamizda Wistar Albino ratlar 3 saat siireyle 10 kHz 110 dB SPL
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asir1 gliriiltilye maruz birakilmis ve ortalama 0,77 SR gibi yiiksek bir oranda kulak

¢mlamasi olustugu belirlenmistir (179).

6.3. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cimlamasmin Iyon
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Aspirinin aktif bileseni olan sodyum salisilat analjezik, antipiretik ve
antienflamatuar olarak c¢okg¢a kullanililan bir ilagtir(155, 180). Yiiksek dozda
salisilat kullaniminin insanlarda geriye donlisimli bir kulak ¢inlamasi
olusturdugu bilinmektedir (181). Zaten yiiksek dozdaki salislilatin isitme sistemi
iizerine olan ana etkisi doza bagimli, geriye doniisiimlii bir isitme kaybma ve
kulak ¢mlamasina neden olmaktir. Asil mekanizmasi prostaglandin sentezini
engelleyerek, prostaglandin tarafindan ortaya c¢ikan atesi ve yangiy1 bloke
etmektir (155, 180). Bununla birlikte salisilat ototoksisitesinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi amaciyla gesitli caligmalar yapilmistir. Bu
calismalarin  birgogunda arasidonik asidi prostaglandin H2’ye c¢eviren
siklooksijenaz enziminin (COX) bloke edildigi gosterilmistir (155, 182-185). Yine
literatiir bilgilerine dayanarak salisilatin COX aktivitesi engellenmesinden dolay1
ortamda arasidonik asit birikimi meydana geldigini ve arasidonik asit artisinin ise
NMDA reseptor akimimi etkileyerek isitme sinirinde artmig bir spontan aktivite
olusturdugunu gérmekteyiz.

Bunun disinda hem periferal hem merkezi fizyolojik etkiler gosterir. Dis
tiiy hiicrelerinin fonksiyonunu bozarak isitme sistemi {lizerinde doniisiimlii isitme
kaybini tetiklemesi en 6nemli ve 6zgiin ozelliklerinden birisidir (186). Isitme

kaybma neden olan mekanizma salisilatin motor proteini olan prestin ile direkt
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etkilesmesi ve dis tily hiicrelerinin elektromotilitesinde hasar olusturarak baska bir
deyisle bu hiicrelerin hareket yetenegini azaltarak isitme sinirine sinyal gegisini
azaltmasidir (74, 155, 187-191).

Salisilatin merkezi sinir sisteminin hangi boliimiinii nasil etkiledigini
arastirmak amaciyla, cochlea, isitme siniri, cochlear nucleus, inferior colliculus ve
isitme korteksini kapsayan bir cok calisma yapilmistir (181). Bu ¢alismalar
sonunda ortaya c¢ikan bilgi birikiminden ortaya farkli sonuglar c¢ikmustir.
Bunlardan bazilar1 ndronal aktivitenin hem periferde hem de merkezi isitme
sisteminde arttigini belirtir (181). Ornegin Manabe ve arkadaslarmin kobay
inferior colliculus ndronlarindan yaptiklar1 ekstraselliiler kayitlarda sponton
uyarimin arttigmi bulmuslardir. Bu sonu¢ Eggermont’un uyanik kedilerin isitme
korteksinden, Stypulkowski’nin kedilerin isitme sinirinden aldig1 sonuglari
desteklemektedir (72, 87, 192). Digerleri ise salisilatin periferal isitme sistemine
olan etkisinin beyine giden sinyallerin transdiiksiyonunu azaltmasi oldugunu,
buna ragmen akut sistemik salisilat uygulamasina maruz kalan isitme cortex’inin
paradoksal olarak asir1 uyarim gdsterdigi yoniindedir (193). Isitme korteksindeki
bu uyarim artig1 salisilatin direkt olarak baskilayic1 mekanizmay1 azaltmasina
baglanmaktadir (194, 195). Zhang ve arkadaslarinin ¢alismasi baskilayici
mekanizmanin azalmasimi destekleyici niteliktedir. Elde ettikleri bulgulara gore
salisilat isitme korteksinde inhibitor (GABAerjik) norotransmisyonunu
azaltmistir. Ayrica yaptiklari in vivo ekstraselliiler kayitlarda néronlar arasi cevap
sikligmim azalmasi gibi bu bilgiyi destekleyici kanitlar elde etmislerdir (181).
Ayrica gerbillere uygulanan sistemik salisilat sonrasinda bilesik aksiyon

potansiyeli esiklerinde artig goriilmiistiir. Bu bilgiler beraber gézden gegirilirse
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periferden gelen uyarimlarin salisilat tarafindan azaltilmasi yiiksek doza bagimli
isitme kaybini isaret eder. Diger taraftan artan aktivitenin en ¢ok AC’de oldugu
insanlarda ve ratlarda gosterilmistir. Gerbillerde sistemik salisilat uygulanmasi
merkezi isitme sistemindeki aktivitenin degisik sekilde olustugu izlenmistir.
Kontrol grubuyla karsilagtirilan deney grubu gerbillerinin beyinsap1 ve orta beyin
nucleus’larinda aktivitenin azaldigi, beyin korteksinde arttigi goriilmistiir (186).
Ancak Wei ve arkadaglar1 DCN fusiform hiicreleri lizerine tinnitusta goriilen
konsantrasyonda salisilat uygulandiginda atesleme oranmnin azaldigini
gormiislerdir (196).

Ayrica diger elektrofizyolojik calismalar g6z Oniine alindiginda isitme
korteksi noronlarindan yapilan whole cell patch clamp ile salisilatin post sinaptik
akimlar1 azalttig1 gortilmiistiir (197).

Im ve arkadaglarinin salisilat ototoksisitesi olusturulmus farelerin
cochlea’larindan yapilan DNA microarray c¢alismasinda, 32, 381 genin
ekspresyonu incelenmis ve kontrol grubuyla karsilastirilan deney grubunda
biyolojik siireglerde 6nemli rol oynayan 87 gen ekspresyonunun arttigi, 140
tanesinin ise iki ya da daha fazla kat azaldig1 bulunmustur. Ozellikle Kcne2 ve
Agpl1 genlerinin iki kat arttig1 belirtilmistir (198). Ancak yaptigimiz ¢alismada
HCN1, HCN2, HCN4, SCN1A, SCN2Al, SCN3A, TRPM2, TRPM7, KCNH2,
KCNH7, CACNAI1B genlerinin sirasiyla 0.35, 0.44, 0.27, 0.11, 0.13, 0.14, 0.14,
0.22, 0.43, 0.18 ve 0.08 kat azaldig1 bulunmustur. Bu da salisilatin periferik sinir
sisteminde ve merkezi sinir sisteminde farkli yapilar {izerine farkli etkilerinin
oldugunu ayrica farkli mekanizmalarla etki gosterdigi fikrini destekler. Bunun

disinda salisilatla olusturulan kulak ¢inlamasi modellerinde merkezi sinir
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sisteminin Ozellikle degisik bolgelerinde, iyon kanali ekspresyonu ya da
uyarict/baskilayici mekanizma ile dolayli yoldan iligkili bazi genlerin
ekspresyonunun degistigini gdsteren literatiir bilgi mevcuttur. Ornegin salisilat
uygulamasindan sonra Basta ve arkadaslar1 ve Mahlke ve arkadaslarinin hem fikir
oldugu gibi c-fos ekspresyon artisi prefrontal cortex ve limbic yapilarda goriiliir
(186,199). Zheng ve arkadaslarina gore ise normal rat cochlear nucleus’unda
cannabinoid CBI1 reseptorlerine sahip principal néronlarin fazla sayida olmasima
ragmen, salisilat uygulamasindan sonra kulak ¢mlamasi hayvan davranis testiyle
kanitlanmig hayvanlari ventral cochlear nucleus’unda CB1 reseptoriinii eksprese
eden principal néronlarin énemli derecede azaldigi, bunun aksine dorsal cochlear
nucleus’taki CBl-pozitif principal ndronlar1 sayica degisiklige ugramadigi
belirtilmistir (200). Literatlir bilgilerin 15181 altinda merkezi sinir sistemindeki
plastik degisiklikleri incelerken birbirleri ile baglantili olabilecek yap1 ve
ekspresyon degisikliginin beraber bir biitiin olarak incelenmesi gerektigi sonucunu

¢ikariyoruz.

6.3.1. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj
Kapih Potasyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Yapilan literatiir taramasinda elektrofizyolojik bulgularin, salisilatla
olusturulan kulak ¢mlamasinin aydinlatilmasinda Onciil basamak gorevi yaptigi
goriilmiistiir. SOyle ki salisilatin sistemik uygulanmasindan sonra merkezi isitme
sisteminde iyon kanallar1 araciligiyla olusturabilecegi etkiler, yapilan doku

kesitlerine belirli dozlarda perfiize edilen salisilat soliisyonu yardimiyla 6nceden
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gozlemlenmistir. Bu amacla 6zellikle aksiyon potansiyelinin olusumu ve devami
icin 6nemli olan voltaj kapil1 iyon kanallar1 iizerine ¢alisilmustir.

Voltaj kapili potasyum kanallar1 biitiin beyin bdlgelerinde genisce eksprese
edilir ve noronlarda cesitli hiicresel olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.
Bunlardan bazilar1 hiicre zar1 dinlenim potansiyelini ayarlamak, repolarizasyonu
olusturmak, aksiyon potansiyelinin zamanini ayarlamak ve ilk aksiyon
potansiyelinden sonra gelen uyarim arasindaki gecikmeyi saglamaktir (201). Liu
ve Li IC noronlar1 lizerine uyguladiklar1 farkli dozlarda salisilatin etkilerine
bakmis ve 1mM salisilatin voltaja bagimli dengeli durum aktivasyonunu ya da
dengeli durum inaktivasyonunu 6nemli derecede degistirmedigini gormiislerdir.
Bununla birlikte potasyum akiminin zayifladigini ve inaktivasyon kinetiginin
degismedigi bildirilmistir. Bu sonuglar dort sekilde yorumlanmistir. Bu
yorumlardan biri IC ndronlarindaki bazi potasyum kanallarmin sayisi azalmasina
baglanmistir. Diger muhtemel sonug bazi kanallarin 6zelliginin salisilat tarafindan
degistirilmesidir. Hiperpolarizasyonda goriilen kaymalarin nedeni ise potasyum
kanallarinin sayisiin azalmasindan ziyade bu kanallarin biyofiziginin degismesi
olarak yorumlanmistir. Potasyum akimlarinin azalmasmin IC ndronlarmindaki
uyarilmay1 arttirdiglr yorumuna varilmistir (202). Yaptigimiz ¢alismada yukarida
bahsi gecen bilgilere uyumlu sonuglar bulunmustur. Voltaj kapili potasyum
kanallarindan olan Ky11.1-Ergl (KCNH2) ve Ky11.3-Erg3 (KCNH7) kanali
mRNA’larinin kontrol gruplarina goére sirasiyla 0.43 ve 0.18 kat azaldigi
belirlenmigtir. Ayrica yapilan floresan immunohistokimya analizine gére deney
grubuyla kontrol grubu arasinda diizeltilmis toplam alan floresan yogunlugu

Kv11.1 i¢in 3,03, Ky11.3 i¢in 2,27 kat azalmistir. Her iki analizden elde edilen
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sonuglar dinlenim potansiyelinin bozulduguna ve cochlear ¢ekirdek bolgesinde bir
asir1 uyarimin olduguna isaret eden bulgulardir. Elde edilen bulgularin literatiirle

uyumlu oldugunu goriilmektedir.

6.3.2. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj
Kapih Kalsiyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Liu ve arkadaglarmin inferior collculus noéronlarinda yaptigi
elektrofizyolojik ¢alismada doza bagimli olmak iizere L tipi kalsiyum kanallarmin
akimlarin1 azalttigi bulunmustur. 1mM konsantrasyondaki salisilat inaktivasyon
egrisini hiperpolarizasyon yoOniiniine kaydirmustir. Salisilatin bu tiir bloke edici
etkisi inaktif ya da dinlenim halindeki L tipi kalsiyum kanallarina baglanmasma
yorulmustur. Ayrica kulak ¢inlamasindaki roliiniin, azalmis L tipi kalsiyum kanali
akimi araciligiyla GABA saliniminin azalmasi ve dolayli olarak GABA aracili
inhibisyonun azalmasi oldugu belirlenmistir (203). Yiiksek voltajla aktive olan
kalsiyum kanallar1 L, N, P/Q ve R tipi kalsiyum kanallaridir. L tipi kalsiyum
kanallar1 uyarilabilir hiicrelerde depolarizasyona cevap olarak uzun siireli
kalsiyum akimlarinin olusturur. Bu kanallarin sagladigi kalsiyum hiicre igi
sinyallerin baslamasmma neden olurken, ayn1 zamanda noronlarda aksiyon
potansiyelini takiben hiperpolarizasyonun olusmasindan sorumludur. Baska bir
ozellik olarak GABA gibi ndrotransmitterlerin salmimini diizenleyen en 6nemli
kalsiyum kanali tipidir (203). N tipi kalsiyum kanallar1 ise 6zellikle presinaptik
sinir uglarma lokalize olmustur ve sinaptogenez ve norotransmisyonda anahtar
olaylara araci olur. Ozellikle N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein

(SNAP) reseptor (SNARE)proteini, syntaxin-1A ve SNAP-25’in baglanma
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bolgelerine sahiptir (204, 205). Yaptigimiz ¢alismada salisilat ve asir1 giiriiltiiyle
olusturulan kulak ¢inlamasinda Cay2.2 (CacnalB) iyon kanali mRNA’larmnin
kontrol grubuna gore sirastyla 0.08 ve 0.09kat azaldigini goriiyoruz. Bu sonug
Chen ve arkadaglarmin inferior colliculus noronlarinda yaptig1 elektrofizyolojik
degerlendirmelerde, disaridan uygulanan kalsiyum takviyesinin spontan

aktivitedeki artisi iptal etmesini destekler niteliktedir (59).

6.3.3. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj
Kapih Sodyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Voltaj kapili sodyum kanallar1 ise tiim ndronlarda iletim ve uyarim i¢in
hayati oneme sahiptir. Cogu uyarilabilir hiicrede aksiyon potansiyelinin hizli
yiikselen fazinin ve inen fazinin ilk bilesenidir. Aksonlar {izerindekiler ise aksiyon
potansiyelinin esik degerini belirler. Tekrarlanan ateslemelerin frekansimi ve
zamanini etkiler. Sodyum tarafindan aktive edilen presinaptik sinir ug¢larindan
norotransmitter salinimii ayarlar. Hiperpolarize durumda kapali olarak
bulunurlar. Hiicre zar1 depolarize oldugunda kanal kisa bir siire agik kalir ve sonra
inaktif duruma gecer. Inaktif durumda tekrar agilmazlar. Tekrar agilabilmeleri i¢in
bir dinlenim siiresine ihtiyaglar1 vardir. Agilma yetenegini tekrar kazanmalar1 igin
hiicre zarmin hiperpolarize zar potansiyeline ge¢mesi gerekmektedir. Liu ve
arkadaglarima gore salisilatin bloke edici etkisi muhtemelen bu donemde yani
hiicre zar1 dinlenim durumundayken gerceklesir. Kanallara agik olduklar1 zaman
da baglanabilmesine ragmen aktivasyon siirecinin voltaja bagimliligin1 etkilemez.

Ayrica rat inferior colliculus kesitlerine degisik dozlarda (0.1, 0.3, 1, 3 ve10 mM)
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salisilat uygulandiginda sodyum akimlarinin genliginde doza uygun olarak
azalmalar goriilmektedir (206).

Liu ve arkadaslarmin aksine, Zheng ve arkadaslar1 antiepileptik bir ilag
olan carbamazine’nin doza bagimli olarak insanlarda kulak ¢inlamasini
iyilestirdigini gostermislerdir. Mekanizma olarak da voltaj kapili sodyum
kanallarmmin bloke ederek bu iyilesmeyi sagladigini bildirmislerdir (207). Bizim
calismamizda salisilata olusturulan kulak c¢imlamasinda SCNI1A, SCN2AI ve
SCN3A mRNA’larinda sirasiyla 0.11, 0.13 ve 0.14 oraninda azalma goriilmiistiir.
Bu bulgular Liu ve arkadaglarinin sonuglarin1 desteklerken, Zheng ve
arkadaslarininkine ters diismektedir. Eger salisilat ile olusan kulak ¢mlamasmin
nedeni voltaj kapili sodyum kanallarinin bloke edilmesi ise, ayn1 mekanizma ile
calisan carbamazin’in salisilata karsi koruyucu etki gdéstermesini anlamak biraz

glctiir.

6.3.4. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cinlamasimin HCN
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

HCN kanallarinin yetiskin fare ve rat beyinlerinin degisik bolgelerinde
degisik ekspresyon sekline sahiptir. Yapilan immunohistokimyasal analizlerde
HCN1-2 cochlear nucleus’ta, HCN3-4 ventral cochlear nucleus’ta eksprese
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte HCN2 mRNA’larmin ekspresyonu tiim
beyinde fazla miktarda goriiliirken, diger tic HCN kanalinin smirli ve genellkile
birbirini tamamlayic1 tarzda eksprese edilir. Ornegin HCN1 mRNA’lar1 en fazla
neocortex, hippocampus, cerebellar cortex ve superior colliculus’ta eksprese

edilirken HCN3 mRNA’lar1 hypothalamus ve HCN4 mRNA’lar1 medial habenula,
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thalamus ve ventral cochlear nucleus’ta eksprese edilir (208, 134).Wilson ve
Garthwaite, DCN’de nitrik oksit reseptor iligkili guanil siklaz ve nitrik oksit
sentetazin varhigini immunohistolojik olarak gdstermislerdir. Her iki bilesenin
NO-cGMP sinyal yolagmdaki varligi ve ayni zamanda HCN kanallarinin ayn
yastaki DCN ndronlarinda bulunmasi nitrik oksitle aktive olan c¢GMP
sinyallerinin HCN kanallarin1 c¢alistirarak noronal fonksiyonlar1 degistirdigi
hipotezini savunmuslardir. Dolayl1 olarak nitrik oksitin degisik ndron tiplerinde
dinlenim potansiyeline katkida bulundugu séylenebilir (209). Basta ve arkadaslar1
yaklasik % 50 CN noéronunun degisen spontan atesleme oraninin nitrik oksit
sentetaz eksprese eden ndronlarin sayisinin % 50 oraninda artmasiyla uyumlu
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica sistemik salisilat uygulamasindan sonra c-fos
pozitif hiicre sayisinin arttig1 bildirilmistir (199). Ayrica Zheng ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada sistemik salisilat uygulanmis ratlarin hem VCN’da hem
de DCN’da nitrik oksit sentetaz lireten hiicrelerin sayisinin arttg1 bulunmustur
(210). Bizim calismamizda buldugumuz immunuhistokimya ve Ger¢ek Zamanli
PZR bulgulari, normal sartlarda beyinsapinda eksprese edilen HCN1-2-4 iyon
kanali mRNA’larinin 0.35, 0.44 ve 0.27 kat oraninda azaldig1 yoniindedir. Ayrica
yapilan floresan immunohistokimya analizine gére SAT grubuyla kontrol grubu
arasinda diizeltilmis toplam alan floresan yogunlugu HCN1-2-4 iyon kanali i¢in
strastyla 3,09, 12,01, 2,93 kat azalmistir. Bu sonugtan salisilatla olusturulan kulak
¢mnlamasi durumunda HCN kanallarinin azalmasiyla dinlenim potansiyeli i¢in
gecen siirenin artabilecegini ya da dinlenim potansiyeline tam yaklasilamadigini
ek olarak bu kanallarin aktivitesini kompanze edebilmek i¢in nitrik oksit sentetaz

iireten hiicrelerin arttigmi ya da nitrik oksit sentetazin arttigimni diistinebiliriz.
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6.3.5. Sodyum Salisilatla Olusturulan Kulak Cinlamasinin TRPM
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Salisilatin siklooksijenaz aktivitesini baski altina alici etkisinin TRPV1
aktivasyonunu arttirdig1r  bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak Kizawa ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada sistemik salisilat uygulamasindan sonra spiral
ganglion’da, DCN’de ve AC’de TRPV1 mRNA’larinin ve proteinlerinin arttig1
gozlemlenmistir. Soyle ki salisilat uygulamasindan 2 saat sonra TRPV1I mRNA
miktar1 spiral ganglion’da 2.39, DCN’de 0.53 artarken AC’de herhangi bir artis
goriilmemistir. Elde edilen sonuglar goz 6niine alindiginda salisilatla olusan kulak
¢mlamasinda spiral ganglion’da TRPV1 aktivasyonun katkist oldugu anlasilmistir.
(3) Yaptigimiz ¢alismada serbest radikal gruplari tarafindan aktive olan TRPM2
kanallarmin kontrol grubuna gore 0.14 kat azaldigi bulunmustur. Uddasin ve
arkadaglarinin  yaptig1 ¢alismadan esinlenerek salisilatla olusturulan kulak
¢mlamasinda, salisilatin bir tuzak gorevi yaptigini ve bdylece ortamdaki serbest
radikalleri baglayarak uzaklastrmis oldugu sonucuna gidebiliriz. Ortamdaki
serbest radikal azalmasi ise TRPM2 kanal ekspresyonlarmi azaltici etki yapmis
olabilir. Ayrica ¢alismamizda TRPM7 kanallarinin kontrol grubuna gore 0.22 kat
azaldigin1 gérmekteyiz. TRPM7 kanallarinin aktivasyon mekanizmasinin tam
olarak bilinememesinden dolay1 siklooksijenaj aktivitesinin azalmasinin bu

kanallarin aktivasyonunu azaltabilecegini diisiinebiliriz.
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6.4. Farmakolojik Olarak Olusturulan Kulak Cinlama Modellerinin
Karsilastirilmasi

Farmakolojik olarak olusturulan kulak ¢inlama modellerinden salisilatla,
kinin ve carboplatin modelleri karsilastirildiginda olusturduklar1 klinik tablonun
ayni, gosterdikleri ototoksik etki mekanizmalarinin birbirinden farkli oldugu
goriilir. Kininin etki mekanizmalarindan biri cochlea’da vasokontrikson
olustururak kan akimmi hizi ve miktarmi degistirmektir. Digerleri ise iyon
kanallar1 ile ilgilidir. Kalsiyum ve kalsiyuma bagli potasyum kanallariyla
etkilesime girdigi bilinmektedir. (155) Ochi ve Eggermont’a gore ise kinin voltaj
kapili potasyum kanallarinin etkili bir blokoriidiir ve spiral ganglion hiicrelerine
giden aksiyon potansiyelini azalttig1 i¢in spiral ganglionu direkt etkiler. Ciinkii
hem hiicre i¢ine hem de hiicre digina olan potasyum akimi etkilenir (211).
Kenmochi ve Eggermont’a gore ise kortikal hiicrelere uygulanan kinin ve sodyum
salisilatin kalsiyum ve potasyum kanallarmin iyon gegirgenligini birbirinden
farklidir. Salisilat kalyuma bagimli potasyum kanallarini aktive ederken hiicre i¢i
serbest kalsiyum miktarii arttir, kinin ise kalsiyuma bagimli potasyum kanallar1
bloke ederken hiicre i¢i serbest kalsiyum miktarimi arttir. Her iki ilag da doza bagl
olmak tizere birincil isitme Korteksindeki atesleme oranini arttirir (212).
Yaptigimiz ¢aligmadan elde ettigimiz bulgular Ochi ve Eggermont’un bulgularmi
destekleyen, Kenmochi ve Eggermont’un salislilat ile bulgularmna ters diisen
niteliktedir.

Salisilat ile platin tabanli antikanser ilaci carboplatinin karsilagtirildiginda
ise her ikisin de tiiy hiicrelerine sitotoksik oldugu goriilir. Hem periferik hem de

merkezi sisteminde yapmis olduklar1 hasarin doza bagimli oldugu ve merkezi sinir
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sistemindeki baskilayict norotransmitter salinimini azalttigi bulunmustur. Sdyle
ki carboplatin Chinchilla tavsanina sistemik olarak uygulandiginda doza bagiml
olarak tiiy hiicrelerini yikilmlar. Yiiksek kabul edilen, 200 mg/kg’lik dozun
sistemik olarak uygulanmasi hem i¢ tiiy hiicrelerini hem de dis tiiy hiicrelerinin
dejenerasyonuna sebep olur. Tam tersi olarak, orta dozda 75-150 mg/kg
uygulandig1 zaman segici olarak i¢ tiiy hiicrelerine zarar verirken, dig tily
hiicrelerine zarar vermez. Carboplatin ayrica cochlear nucleus’a sinir lifleri
gonderen tip 1 spiral ganglion hiicre sayilarini azaltir. Bu liflerde goriilen kayip
cochlear nucleus’un hacminde degisime neden olmazken, ventral cochlear
nucleus’ta glutamat, aspartat ve GABA konsantrasyonlarmi, dorsal cochlear
nucleus’ta ise GABA konsantrasyonunu azaltir. Norotransmisyonda gorev yapan
uyaricit ve baskilayici sinir liflerinin kayb1 ve bunlarla iligkili amino asitlerin
azalmasini noronal yeniden organizasyonu nasil etkiledigine bakilmis ve sinir
liflerinin ve presinaptik uglarin biiylimesi ile ilgili bir markir olan GAP-43
ekspresyonu arastirilmistir. Carboplatin ile olusturulan tily hiicresi kaybiyla,
ipsilateral VCN’de GAP-43 ekspresyonunun arttig1 bulunmustur. Ancak bu artig

ila¢ uygulanmasindan sonraki 3. ve 7. degil, 15. ve 31. giinde goriilmiistiir (213).

6.5. Asin  Giiriiltilyle  Olusturulan  Kulak  Cinlamasinin
Degerlendirilmesi

Merkezi sinir sisteminin diizenli olarak c¢aligmasi uyarici ve baskilayici
girdilerin dengeli bir sekilde idare edilmesiyle miimkiindiir. Bu dengenin herhangi
bir nedenden dolay1 bozulmas: fizyolojik olarak énemli sonuglar dogurur. Ornegin

akustik travmadan sonra bu sistemde olusan dengesizlik tonotopinin
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organizasyonunu etkileyerek spontan aktivitenin degismesine neden olur (48, 56,
214,215).

Asir gliriiltiiyle olusturulan isitme kaybinin siklikla tiiy hiicreleri kayb1 ve
ya stereocilia hasar1 gibi cochlear patolojilerle iligkili oldugu bilinse de, kulak
cinlamasindaki yapisal degsiklikleri neyle ilgili oldugu heniiz c¢ok iyi
anlasilamamistir. Asir1 giiriiltiiye maruz kalmanin neden oldugu periferal isitme
esigi kaybinin, cochlear nucleus, inferior colliculus and cortex gibi merkezi isitme
sistemi seviyelerinde spontan aktivite artist olusturdugu acgikca gosterilmistir. Bu
spontan hiperaktivite dis kaynakli sesin yoklugunda isitilen sesin bir substrati
olarak onerilmistir (216).

Kulak ¢inlamasin olusumunda 6nemli bir yer tuttugu varsayilan yapilardan
biri de DCN’dir. Fizyolojik olarak kulak ¢inlamasi oldugu kanitlanan hayvanlarin
DCN’unda yiikselmis bir spontan nodronal aktivite rapor edilmistir. Bununla
birlikte, ayn1 hayvanlarda DCN’nin cerrahi olarak uzaklastirldigi durumlarda
kulak ¢mlamasmin azalmadigi tesbit edilmistir. DCN’de meydana gelen bir¢ok
fizyopatolojik degisikligin kulak ¢inlamasinin olugsmasinda 6nemli anahtar bir
nokta oldugu hipotezi ortaya ¢ikar. Ancak elektrofizyolojik bulgular ve
lezyonlardan elde edilen veriler DCN’nin kulak ¢mlamasini {ireten yer olmaktan
ziyade bu siirecin baglamasi i¢in gerekli tetikleyici bir bdlge oldugu fikrini
savunur. Diger arastiricilarin da hem fikir oldugu gibi DCN’de goriilen noronal
aktivite artiginin merkezi sinir sistemindeki baskilayici mekanizmanin ve yeniden
diizenlenmenin azalmasma bagli oldugu disiiniilmektedir. Ayrica bu
hiperaktivitenin azalan baskilanmayla uyumlu olarak artan somatosensorik

uyarimla ilgili olabilecegi olas1 bir diisiincedir (9).
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Kulak ¢mlamasi olusturan ajanlarin DCN ndronlarini hiperaktif duruma
getirdigi goz Oniine alininca, DCN ile kulak ¢inlamasi arasindaki iligki daha resmi
bir boyut kazanmaktadir. Orijinal gbzlemler yogun sese maruz birakilan
hamsterlarda yapilmistir. Buna benzer asir1 giiriiltiiyle olusturulan aktivite
artiginin rat, fare, chinchilla tavsani ve kobaylar1 da igeren bagka tiirlerde de
olustugu bulunmustur. Kaltenbach ve arkadaslarmin 10 kHz 125-130 dB SPL
yogun sese 4 saat maruz biraktiklari rat ve hamsterlarm DCN’sinden 1 ay sonra
aldiklar1 elektrofizyolojik kayitlarda kontrol hayvanlara oranla goézle goriiliir
derecede yiiksek genlikte ve daha sik aksiyon potansiyeli olustugunu
gostermiglerdir (217). Aymi durumdaki hiperaktivite cisplatin uygulanmis
hayvanlarda da 1 ay sonra gozlemlenmistir (21).

Ancak belirtilen varsayimlarin yaninda cochlear ¢ekirdegin asir1 giiriiltiiyle
olusan kulak c¢inlamasinin olusum mekanizmasindaki yeri heniiz belirsizligini
korumaktadir. Bu sebepten yaptigimiz calismada CN’de meydana gelen bazi
molekiiler degisiklerin DCN’de meydana geldigi literatiirde belirtilen
degisikliklerle karsilastirilarak olas1 mekanizmadaki yerinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Bilindigi gibi sinir sisteminde elektriksel ve kimyasal sinyal sistemi i¢ ve
dis uyarimlarin birlestirilmesinde 6nemli rol oynar. Tam sinyallesme iyon kanali
aracili olaylarin diizenli bir sekilde siralanmasia ve sinapslardaki transdiiksiyona
baghdir. Iyon kanali ozelliklerindeki kiiciik degisiklikler ndronlarin normal
fizyolojik fonksiyonlarinda siddetli bir sekilde degisimine neden olur (206). Bu
bilgi goz Oniine alindiginda Akustik travmadan sonra subkortikal bolgede

meydana gelen plastik degisikliklerin ndrotransmisyon ve intrinsik ndronal zar
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proteinlerinin gen ekspresyonlariyla iliskili oldugunu gosteren bircok sagirlik
caligmasi vardir (48, 218-223).

Plastisitede meydana gelen degisigiklerin nedeninin merkezi nodronal
aktivitenin artis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte asir1 giiriiltiiye maruz
kalmanin ardindan meydana gelen uyarim artisinin  nedenleri  heniiz
kesfedilememistir. Ayn1 nedenlerin asir1 giiriiltiiyle olusturulan kulak ¢inlamasi
icin de gegerli oldugu bilinmektedir (48, 224).

Ornegin Tan ve arkadaslari, yiiksek sesle bilateral sagirlik olusturduklar
ve hayvan davranis testinde kulak ¢inlamasi pozitiflik gosteren ratlarin inferior
colliculus’unda BNDF’nin gen artis1 gosterdigini ve immunuhistokimyasal olarak
da GABA immunpozitif sinyaller alindigini rapor etmislerdir (60). Dong ve
arkadaslar1 ise kobaylardan elde ettikleri periferal isitme kayb1 6l¢timleri ve IC tek
hiicre spontan aktivite kaydi ile yine ayni hayvanlara tek tarafli austik travma
uygulayarak IC ve CN’den ana baskilayic1 ve wuyarici ndrotransmisyon,
presinaptik transmitter salinimmi diizenleyici ve intrinsik ndronal zar
uyarilabilirligi ile ilgli genlerden elde ettikleri mRNA o6l¢limlerini birlestirerek,
akustik travmanin neden oldugu hiperaktivitenin uyarict sistem mRNA’larinin
artis1 ve/ veya baskilayici sistem mRNA’larinin azalmasindan kaynaklandigi
hipotezini savunmustur (48). Wang ve arkadaslarinin hipotezine gore ise kulak
¢inlamasi, merkezi  isitme  sistemindeki  baskilayici  amino asit
ndrotransmisyonunun azalmasina kars1 gosterilen bir plastik adaptasyondur. Olas1
mekanizmas1 DCN’deki glisinerjik baskilanmanin ve/ veya IC’daki GABAerjik
baskilanmanmn kaybi olabilir. Bu hipotezi desteklemek ig¢in, periferal isitme

sisteminden almamayan uyarimlara cevap olarak iki merkez igitme yapisindaki

105



ndronal plastisite degisikligine odaklanmislar ve davranissal, elektrofizyolojik ve
norokimyasal ¢aligmalarla DCN ve IC’nin kulak ¢inlamasi olusumunda 6nemli

yerler oldugu kanitlanmistir (171, 225).

6.6. Asin Giiriiltiiyle Olusturulan Kulak Cinlamasimin  iyon
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Akustik travmanin uyarici ve baskilayict transmitter sistemini molekiiler
diizeyde degistirdigini gosteren ¢esitli calismalar vardir. Bu degisiklikler beyin
sap1, orta beyin ve kortikal seviyede olmaktadir. Basitlestirlimis bir sekilde
anlatmak gerekirse, beyinsapmda glutamat aracili AMPA reseptor sistemi, orta
beyinde GABA reseptor sistemi genleri az eksprese edilirken, kortekste diger bir
glutamat aracili reseptor sistemi olan NMDA reseptorleri fazla eksprese edilir
(226). Sun ve arkadaglarinin yaptig1 benzer ¢alismada ise, 1 saat 12 kHz 120 dB
SPL asir1 giiriiltiiye maruz birakilan ratlarin AC’sinden elde edilen mRNA
microarray analizinde 96’s1 genel sinyal transdiiksiiyonuyla ilgili olmak iizere
toplam 112 genin ekspresyonuna bakilmistir. Kontrol gruplar1 ile
karsilastirildiklarinda ise genel olarak ekspresyon artig1 goriilmektedir. Bunlardan
baskilayic1 mekanizmay1 baskilayan HSP-1, HSP-86, CDKN-1A ve CTSD genleri
strastyla 1,8 (%80), 1,85 (%385), 1,85 (%85) ve 1,87 (87%) kat artmistir (62). Bu
sonug literatiirdeki bilgileri destekler niteliktedir.

Mekanizmanim bozulmasina sebep olarak gosterilen NMDA reseptor alt
iinitesi 2A (NR2A) mRNA’s1 (227), GABA (60, 228 ), GABAA reseptor alfa 1 alt
tinitesi (GABAAal) (229), Glutamic-Acid Decarboxylase (GAD-67) (228, 229),

Calbindin (Calbl) (230) and GAP-43 (231) gibi uyarict ve baskilayici
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norotransmsyon iligkili proteinlerin ekspresyonlarinda bircok degisiklik
bildirilmistir. Bu ¢aligmalar birbirinden, kullanilan hayvan tiirii ve yasina, akustik
travmanin metoduna ve metodlarin degerlendirilme yOntenine gore c¢esitlilik

gosterir (215).

6.6.1. Asin Giiriiltiilyle Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj Kapih
Kalsiyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Browne ve arkadaslar1 ratlarda yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum baglayan
proteinlerden Calbl’in seviyesinin akustik travmaya maruz birakilmanm hemen
ardindan ipsilateral DCN’de diistiiglinii ancak 32 giin sonra tekrar iyileserek
normal seviyesine dondiigiinii, isitme korteksinde ise az bir diisiis gosterdikten 16
giin sonra normal seviyeye geldigini gérmiislerdir ( 215). Bu degisim Calbl’in
bozulan hiicre i¢i kalsiyum dengesine karsi néronlar1 koruyucu bir etkisinin
oldugunu gosterir. Ciinkii eksitotoksisitede hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin agir1
derecede yiikselmesi kalsiyum dengesini geriye doniisiimsiiz olarak bozar ve
noronlarin dliimiine sebep olur. Yine ayni calismada ipsilateral DCN ve AC’de
azalmasinin sitoplazmik kalsiyum tamponunu etkileyerek hiicre 6liimiine sabep
oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz c¢alismada CN’de Calbl gibi kalsiyum
dengesinde onemli rol oynayan Cay2.2 ve TRPM2 mRNA’larinn sirasiyla 0.09
ve 0.16 azaldig1 goriilmiistiir. Browne ve arkadaslarinin diisiincesinin aksine asir1
giirliltiiniin CN’de kalsiyum kanal proteinleri iizerine negatif etkili oldugunu ve

dolayl1 olarak Calb1’in ekspresyonun etkilendigi ortaya ¢ikar.
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6.6.2. Asin Giiriiltiilyle Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj Kapih
Sodyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Bunun disinda diger 6nemli iyon kanallarinin ekspresyonuna bakildiginda
akustik travmay1 takiben periferde ve merkezde degisik ekspresyon sekillerine
sahip oldugu goriiliir. Ornegin néronal uyramin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan
voltaj kapili sodyum kanallarmin a-alt {initeleri (Nay1.1-1.9) , ekspresyon sekline
gore merkezi (Nayl.1, 1.2,1.3, 1.6) ve periferal (Nay1.7, 1.8, 1.9) olmak tizere
smiflandirilir. Asirt giiriiltiiye maruz kalan ve kontrol grubu ratlarin modiolus
dokusundan yapilan PCR analizinde Nay1.1, Nay1.6 ve Nay1.7 i¢in ortaya ¢ikan
tirtinler, 6nceden yapilan RT-PCR deneylerinde elde edilen voltaj kapili sodyum
kanali mRNA ekspresyonlar1 izoformlariyla uygunluk gostermektedir. Kontrol
grubuyla asir1 giiriiltiye maruz kalan grup karsilastirildiginda Nay1.1’nin gen
ekspresyonununda  %29’luk, Nayl.6’ninkinde ise  %56’lik bir azalma
goriilmiistiir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir azalmadir. Ek olarak,
Nayl.7 gen ekspresyonunda %?20’lik bir artis belirlenmistir. Periferal isitme
sisteminde yapilan bu ¢aligmanin bir kism1 yaptigimiz ¢calismamizda ortaya ¢ikan
sonuglarla benzerlik gostermektedir. Asir1 giiriiltiye maruz birakilmis ratlarin
cochlear ¢ekirdek dokusundan elde ettigimiz Nay1.1, 1.2, 1.3 mRNA’lar, kontrol
grubununkilerle karsilastirildiginda sirasiyla 0.08, 0.29, 0.1 kat azalma

bulunmustur (153).
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6.6.3. Asin Giiriiltityle Olusturulan Kulak Cinlamasinin Voltaj Kapih
Potasyum Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Pilati ve arkadaslarinin akim ve voltaj clamp kayirlarma gore fusiform
hiicrelerdeki asir1 ateslemenin nedeni yiiksek voltajla aktive olan potasyum
akimlarinin azalmasidir. Ayrica erken sathalarda asir1 giiriiltiiye maruz kalma
sagirhigi tetikler ve bu DCN’de bulunan fusiform hiicrelerden ¢ikan sinyallerin
atesleme bi¢imininde ve sikliginindaki derin degisikliklerle iliskilidir. Tanimlanan
bu degisiklikler kulak ¢mlamasinin olusumundan 6nceki ilk denge bozulmasi
agim temsil eder (224). Yaptigimiz ¢alismada asir1 giirtiltiiye maruz kalan CN’de
Kv11l.1-Ergl ve Ky11.3-Erg 3 mRNA’larmin kontrol gruplarina gore sirasiyla
0.34 ve 0.15 azaldig1 belirlenmistir. Ayrica yapilan floresan immunohistokimya
analizine gore deney grubuyla kontrol grubu arasinda diizeltilmis toplam alan
floresan yogunlugu Ky11.1-Ergl i¢in 1,14 kat, KV11.3-Erg3 i¢cin 1,9 kat

azalmistir. Bu bulgular literatiirde belirtilen bulgular1 destekler niteliktedir.

6.6.4. Asin Giiriiltiiyle Olusturulan Kulak Cinlamasimin HCN
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Literatiirde asir1 giiriiltiiniin HCN kanallar1 tizerinde nasil etki gosterdigini
gosteren bir bilgiye ulasilamamistir. Ancak yaptigimiz calismada asir1 giiriiltiiniin
HCN1-2-4 mRNA’larin1 0.42, 0.49, 0.37 kat azalttig1 goriilmiistiir. Yine yapilan
floresan immunohistokimya analizine gére deney grubuyla kontrol grubu arasinda
diizeltilmis toplam alan floresan yogunlugu HCN1 i¢in 1,20 kat, HCN2 i¢in 4,47

kat, HCN4 i¢in ise 2,05 kat azalmistir.
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6.6.5. Asin Giiriiltiiyle Olusturulan Kulak Cinlamasinin TRPM
Kanallarina Gore Degerlendirilmesi

Bauer ve arkadaslarinin asir1 giiriilti uyguladiktan 2 sonra spiral
gangliondan elde ettikleri immunohistokimya analizlerinin sonucunda TRPV1
iyon kanalmi ekspresyonunun degismedigini, ancak 24 saat saat sonra bir artig
gozlemlendigini belirtmiglerdir (232). Yaptigimiz ¢alismada bu bilgilerin aksine
TRPM2 ve TRPM7 iyon kanallarinin asir1 giiriiltiiyle olusturulan kulak
¢mnlamasinda swrasiyla 0.16 ve 0.14 kat azaldigmi gormekteyiz. Kulak
¢mlamasinin genel olusum mekanizmasmi géz Oniine aldigimizda elde ettigimiz
sonuclar birbirine paralellik gosterdiginden periferde meydana gelen bir dizi
degisikligin merkezi sinir sisteminin baz1 béliimlerinde degisikliklerin olusmasina
sebep olmaktadir.

Asir1 giiriiltiiyle olusturulmus kulak ¢inlamasi i¢in buldugumuz veriler
literatiirle karsilastirildiginda genel olarak literatiirle uyumludur. Soyle ki
periferden gelen afferent sinyal azalmasina bagli olarak merkezi sinir sisteminde
buna uygun degisiklikler meydana gelmistir. Bazi hayvan deneylerinin de
savundugu gibi kulak ¢inlamasi kaybedilmis afferent uyarimlari asir1 telafi etme
siireci olabilir. Ornek olarak Wang ve arkadaslarmin 1 saat asir1 giiriiltilye maruz
biraktiklar1 ratlarin DCN’dan 1 hafta sonra elde ettikleri nérokimyasal bulgular,
postsinaptik GlyR alt iinite protein miktarmin azaldigi yoniindedir (225).
Anlagilacag iizere glisinerjik sinaptik transmisyonun azalmasi, periferal isitme
sisteminden gelen uyarimlarin azalmasmi kompanze etmek amaciyla meydana
gelen tepkidir. Browne ve arkadaslarinin g¢alismasi bu bilgiyi destekleyici

niteliktedir. Yaptiklar1 ¢aligmada asir1 akustik travmadan 1 ay sonra uyarici tipteki
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norotrasmisyon iligkili proteinlerden NR2A proteinin seviyesi contralateral IC’de
diisme egilimde bulunmustur. Bu diisiislin isitme sistemindeki asir1 uyarimi telafi
etmek i¢in olustugu savunulmustur (215). Marianowski ve arkadaslarmnin
calismasinda ise geng ratlar aminoglikozit intoksikasyonuna maruz birakilmis ve
IC ve CN’larinda NR2A mRNA ekspresyonunun azaldigini gormiislerdir ( 227).
NMDA resptorleri noronlarm canliligmi devam ettirmeleri i¢in 6nemli sinyal
yapilaridir. NR2A mRNA ekspresyonunun azalmasi ise akustik travma sirasinda
hasar géren ndronlarin canliligini devam ettirebilme yetenegini azaltmistir ¢linkii
akustik travmayi takiben CN’de apoptotik markirlarin arttigi (233), CN’de, IC’de
(234), MGB’de ve AC’de (235) dejenerasyon ve Olii hiicre sayilarinin arttigi
gosterilmistir. Bu bilgiler g6z Oniline alindiginda 6zellikle noronlarm asiri
uyarilabilirligini engelleyici iyon kanallarmin belli bolgelerde azalmasi, isitme
kortksinin agir1 uyarilmasina neden olan bir etki olusturmaktadir.

Yine Browne ve arkadaslarinin ¢aligmasi ele alindiginda, bu ¢alisma asir1
giiriiltiiniin ipsilateral ve contralateral AC’deki GABAAal ekspresyonu iizerine
yapilan ilk ¢alismadir (215). Akustik travmayi takiben GABAAal ekspresyonu
ilk Oonce ipsilateral AC’de, daha sonra contralateral AC’de diisiis gdstermistir.
Bundan 6nceki ¢alismalarda CN ve IC’de diisiis gosterdigi belirtilmistir.(229, 48)
Baskilayict mekanizmada goriilen bu 6nemli diisiis sonug olarak AC’deki uyarim
artigina ve spontan aktivitenin degismesine yol acar. Ayrica isitme sisteminin hem
ipsilateral hem de contrlateral bolgelerinde goriiliir. Akustik travmadan sonra
olusan spotan aktivite ve ndronal uyarilabilirlikteki degisiklikler sirasiyla DCN,

IC ve AC’de goriiliir (48, 50, 214, 229, 236).
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Ayrica bazi uyarict ndrotransmitterlerin ve voltaj kapili iyon kanallarinin
azalmasi kulak ¢inlamasimin karmasik bir mekanizmayla olustugunu ortaya koyar.
Ornek olarak Wang ve arkadaslar1 DCN’de glisinerjik reseptorlerin azaldigimni
belirtmiglerdir (171). Bu bilgi de ¢alismamizin bulgularii destekleyen nitelikte
bir bilgidir. Ciinkii 6zellikle HCN kanallarindaki azalma beklenmeyen bir etkidir

ve glisinerjik reseptorlerin azalmasiyla benzerlik gosterir.

6.7. Asin Giiriiltiiyle Olusturulan Kulak Cinlamasi ile Tlacla
Olusturulan Kulak Cinlamasimin Karsilastirilmasi:

Son olarak asir1 giiriiltiiyle olusturulan kulak ¢inlamasi ilagla olusturulan
kulak ¢mlamasiyla karsilastirildiginda diisiik doz indiikleyicilerin isitme siniri
iizerinde etkisinin olmadigi ve spontan atesleme oranini azaltmadigi goriiliir.
Stolzberg ve arkadaslarinin kullandigi1 bir prosediirde kedilere 200 mg/kg dozda
uygulanan salisilatin 20 dB’lik bir isitme kaybi olusturdugu ancak birincil istme
korteksindeki noronlarda atesleme oranmmin degismezken ikincil isitme
korteksinde degistigi goriilmiistiir. Benzer etkilerin kinin diisiik ve yiiksek dozda
Kinin kullanimi sonucu olustugu goriilir. 50 mg/kg dozda kullanilan kininin
isitme sistemi lizerine etkisi goriilmezken 100mg/kg dozda kullanilan kininin
salisilatlatin etki gosterdigi bdlgelerde ayni etkiyi gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu
sonuclara bakilarak ilagla olusturulan kulak c¢inlamasiyla, asir1 giiriiltiiyle
olusturulan kulak ¢inlamasmin degisik yolaklarda meydana geldigi ve merkezi

sinir sisteminde farkl degisikliklere neden oldugu yorumu yapilir (237).
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SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ozellikle aksiyon potansiyelinin olugsmasi ve devami igin
Oonemli olan bazi iyon kanallarnin sodyum salisilat ve asir1 girilti
uygulamasindan sonra ratlarin cochlear ¢ekirdeklerinde azaldigi bulunmustur. Bu
azalmanin periferden gelen uyarimlarin azalmasi ile iligkili olabilecegi ve daha iist
merkezlerde goriilen asir1 uyarim nedenlerinden biri olabilecegi sonucuna
varabiliriz. Cilinkii isitme kaybi merkezi sinir sisteminin uyarilma ve baskilanma
sistemindeki dengeyi saglayan girdilerin aktivitesini diisiiriir. Bu ikili sistemdeki
dengesizlik isitme sistemi ve igitme ile ilgili olan beyin bolgeleri arasinda bir geri
bildirim ve telafi etme mekanizma olusmasina neden olur. Zaten kulak
c¢mlamasinin periferde meydana gelen hasar1 telafi etmek i¢in olusan siiregler
esnasinda olustugu bilinmektedir. CN ise periferden gelen uyarimlarin merkezi
isitme sistemine girdigi ilk bolim olmasindan dolayr bu hasar1 giderebilmede
gorevli olacak ilk bolgedir.

Ayrica CN’nin tek basina kulak c¢inlamasi igin bir jenerator gorevi
yaptigin1  sdyleyemeyiz  ¢linkii asm1  giiriiltiyle DCN’de  olusturulan
hiperaktivitenin cochlear ablasyonla giderilmedigi bilinmektedir. Bu bulgular
DCN’deki hiperaktivitenin periferal hiperaktivitenin bir yansimasi olmadigini
gosterir. Ancak cochleadan bagimsiz olustugu anlamina da gelmemektedir (217).

Bunun diginda 6zellikle salisilat lizerine yapilmis elektrofizyolojik literatiir
incelendiginde elde ettigimiz bulgulara ters diisen bilgiler géze carpmaktadir. Bu
baglamda elektrofizyolojik verilerin doku kesitlerine uygulananmis salisilatin

sistemik etkilerini tam olarak yansitmamis olabilecegini diisiiniiyoruz.
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Periferik igitme sistemi ve merkezi isitme sisteminde meydana gelen
degisikliklerin kademeli olarak incelenmesi, birbirleriyle olan iligkilerinin
belirlenmesi ve bu iligkilerin bir biitin olarak yorumlanmasmin kulak

¢mlamasinin olusum mekanizmasini ortaya ¢ikaracagi fikrindeyiz.
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