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OzZET

Amag: N-asetilsistein’in (NAC) gentamisinin neden oldugu kohlear hasari
onlemedeki etkinliginin, néronal faktorlerin ekspresyonu araciligyla arastiriimasi.
Yontemler: Calismamizda 36 adet Spraguea Dawley cinsi disi sigan kullanildi.
Serum fizyolojik, Gentamisin + Serum fizyolojik ve Gentamisin + NAC verilmek
izere 3 gruba ayrildi. 15 giin sonra siganlar sakrifiye edilerek kohlealari gikartildi.
Yapilan histopatolojik incelemelerden norofilament ve sinir bliyime faktora
primer antikorlarinin immunoreaktivitesi degerlendirildi.

Bulgular: Noéroflament immunoeaktivitesi, serum fizyolojik grubu ve Gentamisin
+ NAC gruplarinda afferent ve efferent sinir demetlerinde oldukga siddetli iken,
Gentamisin + serum fizyolojik grubunda zayif oldugu gézlendi. N6ronal growth
faktor imminoreaktivitesi ise, serum fizyolojik grubu ve Gentamisin + NAC
gruplarinda afferent ve efferent sinir demetlerinde orta siddette iken,
Gentamisin + serum fizyolojik grubunda, vestibular ganglionlarda negatif,
afferent ve efferent sinir lifi demetlerinde ise oldukga zayif siddette oldugu
gorulda.

Sonug: Gentamisinin sebep oldugu ototoksisitenin NAC kombinasyonu
uygulandiginda 6nemli derecede azaldigi imminohistokimyasal olarak gosterildi.

Anahtar Soézciikler: Gentamisin, Ototoksisite, N-asetilsistein, Kohlea, Sinir
blytme faktori, Noroflament protein

Gelig Tarihi: 27.08.2020 Kabul Tarihi: 18.06.2021

ABSTRACT

Objective: To investigate of the effectiveness of N-acetylcysteine (NAC) in
preventing cochlear damage due to gentamicin by the means of expression of
neuronal factors

Metods: In our study, 36 female Spraguea Dawley rats were used. They were
divided into 3 groups such as (saline), Gentamicin + Serum physiological (saline)
and Gentamicin + NAC. After 15 days, the rats were sacrificed. Cochleae were
removed and examined histopathologically. The immunoreactivity of
neurofilament and neuronal growth factor primary antibodies was examined in
the tissues taken.

Results: Neuroflament immunoreactivity was quite significant in afferent and
efferent nerve bundles in the saline group and Gentamicin + NAC group, whereas
it was weak in the Gentamicin + serum physiological group. Also neuronal growth
factor immunoreactivity was moderate in afferent and efferent nerve bundles in
the saline group and Gentamicin + NAC group, it was negative at vestibular
ganglia, and weak in afferent and efferent nerve fiber bundles in the Gentamicin
+ serum physiological group.

Conclusion: It was shown immunohistochemically that ototoxicity caused by
gentamicin was significantly reduced when the NAC combination was applied.

Keywords: Gentamicin, Drug Induced Ototoxicity, N-acetylcysteine, Cochlea,
Nerve growth factor, Neurofilament protein
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GiRIS

Gentamisin, ciddi yan etkileri olabilen aminoglikozid tlrevi bir
antimikrobiyaldir  (1). Bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
gentamisinin i¢ kulakta ototoksisiteye neden oldugu ve kalici isitme kaybina
neden oldugu bilinmektedir (2). Ancak Gram (-) negatif aerobik bakteriyel
enfeksiyonlara karsi gligli etkisinden dolayr Tirkiye’nin de igerisinde oldugu
gelismis birgok tilkede de yaygin olarak kullaniimaktadir.

Ototoksisite, bir ilag veya kimyasal maddenin i¢ kulaga yapisal veya islevsel
olarak zarar vermesi, bunun sonucunda isitme kaybi ve denge sorunu gelismesi
ile karakterize bir durumdur (3). Aminoglikozit antibiyotikler, ilaca bagli isitme ve
vestibuler kayip probleminin tespit edildigi ilk ajanlardir (4).

Gentamisinin neden oldugu ototoksisite literatlirde bir¢ok c¢alismada
gosterilmistir. Keene ve ark. yapmig olduklari bir galismada, kobaylara enjekte
edilen gentamisinin, yiiksek frekanslarda bilateral isitme kaybina, kohleanin
bazal kivrim dig tlyltu hicrelerinin azalmasina ve spiral ganglion hiicrelerinde bir
miktar kayba neden oldugunu rapor etmiglerdir (5). Smith ve ark. gentamisin
verilen 47 hastanin besinde ( %10) ve tobramisin verilen yine 47 hastanin
besinde ( %11) isitme kaybi gelistigini gostermislerdir  (2). Ancak
aminoglikozidlerin toksik etkilerinin molekller mekanizmasi halen daha net
olarak ortaya konulamamistir. Muhtemel teori; aminoglikozidleri tiylu hicrelere
tutunmasi ve inositol-fosfat kaskadini inhibe etmesi bunun sonucunda da
intraselliler  kalsiyum  mobilizasyonunda  azalma  olmasi  seklinde
tanimlanmaktadir (6).

Gentamisin, eczane raflarinda mevcut olan ve regete ile satilan bir antibiyotik
olup karakteristik olarak bilateral isitme kaybina neden olabilen, ototoksik etkili
bir ilagtir. isitme kaybinin baslamasindan sonra iyilesmesinin miimkiin olmadig
bilinmektedir. isitme kaybinin geri déniisiimsiiz olmasinin nedeni ise kohleada
bulunan tiy ya da kil hiicrelerinin rejenerasyon yeteneginin bulunmamasi oldugu
distinilmektedir (7). Once vyiiksek perde seslerin isitilmesinin azalmasina
sonrasinda da dustik perde seslerin azalmasina neden olmaktadir (8). Ancak,
yuksek frekanstaki isitme kaybinin baglangicinin belirlenmesi zordur. Yuksek
frekanstaki ses kayiplarinin arastiriimasi igin yiiksek frekans odyometri adi verilen
bir test kullaniimaktadir. Ancak ytiksek frekans odyometri rutinde kullanilan bir
test olmamakla birlikte ileri diizey arastirmalar igin kullaniimaktadir. Bu ytizden
mevcut kaybin vyiizdesinin farkedilenden daha fazla olmasi muhtemeldir.
Aminoglikozid grubu ilaglar yan etki olarak hem kohlea hem de vestibuler sistem
olmak Uzere i¢ kulagi etkilemektedirler. Ancak farkli aminoglikozidlerin kohlear
ve vestibiler sistem Uzerine etkileri de farkl oranlarda olmaktadir. Streptomisin
ve gentamisin primer olarak vestlbdlotoksik etki gésterirken, amikasin, neomisin
ve kanamisin primer olarak kohleotoksik etkilidirler (4). Ancak literatiirde bu
konu Uzerinde farkli bilgiler bulunmaktadir (9-11). Kohlear hasarlanma kalici
isitme kaybi ile sonuglanirken vestiibiler hasar ise bas dénmesi, ataksi ve
nistagmusa neden olmaktadir (7). Gentamisin kismen bazal kisimdaki dis tly
hicrelerini harap eder ve eger ilacin dozu arttirilacak olursa ig tuy hiicrelerinde
de histopatolojik etkiler gozlenir (12, 13). Zira yapilmis olan galismalar dis tly
hirelerinin ototoksik hasarlanmaya karsi i¢ tuy hucrelerinden daha duyarli
oldugunu gostermistir  (14). Aminoglikozidlerin; mitokondriyal protein
sentezinde bozulma, glutamaterjik reseptorlerde asiri aktivasyon ve serbest
radikaller olusumu araciligiyla ototoksik etki gosterdigi diistintilmektedir (15, 16).
Nitekim salisilat gibi serbest radikal antagonistlerinin veya demir selatérlerinin
tedaviye eklenmesinin ototoksik etkiyi azalttiginin gosterilmesi bu teoriyi
guclendirmektedir (14, 17, 18).

Gentamisin ototoksistesini engelledigi iddia edilen birgok ajan vardir. Bu
ajanlardan baslicalari; 2.3-dihidroksibenzoat, steroidler, a-tokoferol, a-lipoik asit,
salisilatlar, trimetazadin, timokinon, mannitol, B-karoten, C ve E vitaminleri,
magnezyum ve deferoksamindir (17, 19-27). Yapilan g¢alismalarda N-
asetilsisteinin  (NAC) de, kiltir mediumunda kohleanin duyu hicrelerini
gentamisinin ototoksik etkilerinden korudugu gosterilmistir (28-30). Yine benzer
sekilde Tokgoz ve arkadaslarinin 2011 de yaptiklari bir galismada, NAC'in
ototoksisiteye karsi koruyucu ve yiiksek frekansta isitme kaybi tizerinde iyilestirici
etkisi oldugu yoninde bulgular elde edilmistir (31). Ustelik NACIn
ototoksisiteden koruyucu etkisini, aminoglikozidlerin antimikrobiyal etkinligini
azaltmadan sagladigi da gosterilmistir (28, 31).

N-asetilsistein (NAC), L-sisteinin N-asetil tlrevidir ve gugli bir antioksidan
aktiviteye sahiptir. Aminoglikozidlerin neden oldugu ototoksitenin temel
nedeninin serbest oksijen radikalleri oldugu disinilmektedir. Bu nedenle NAC'in
antioksidan ozelligi sayesinde ototoksik etkiden koruyucu olarak kullaniimaktadir
(32, 33). NAC'In glutatyonun de-nova sentezini provoke ettigi gosterilmistir.

Ayrica NAC'in hiicre korumasinda uzun sureli etkili olduguda gosterilmistir (34).
NAC direk olarak platinum molekulini baglayabildigi gibi koruma
mekanizmasina yardimci bir kompleks form da olusturabildigi belirtiimektedir
(35).

Bizim calismamizda, gentamisinin ototoksisitesine karsi NAC'in koruyucu
etkisini histopatolojik agidan inceleyebilmek igin bir rat modeli olusturuldu. Bu
amacgla norofilament (NF) ve sinir blytime faktori (NGF) expresyonlari incelendi.
Boylece bu koruyucu etkinin sadece tiy hiicrelerinde degil ayni zamanda néronal
hiicrelerde ve sinir liflerinde de gosterilmesi planlandi.

METOD

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Deney hayvanlari etik kurul
tarafindan 77.637 .435 numarasi ile onaylanmistir. Metodolojik yodnden,
prospektif, kontrollli bir hayvan ¢alismasi olarak tasarlanan bu ¢alisma NAC'in
gentamisinin neden oldugu ototoksisiteyi onlemedeki etkinligini arastirmaktadir.

Literatliri inceledigimizde benzer bir ¢alismada Somdas ve arkadaslarinin
gentamisin igin doz tayini ve ABR/BERA isitme testi kullandiklari gérilmektedir
(36). Biz de galismamizda ototoksiteyi saglayabilmek igin doz ayarlamasi
amaciyla bu calismanin sonuglarindan faydalandik. Bu amagla gentamisin
intraperitoneal olarak 120 mg/kg dozunda (80 mg/kg;ampul, Genta, |.E Ulagay,
Turkey) uygulayarak ototoksisiteyi sagladik (36).

Calisma Dizayni

Ototoksisite igin gentamisin modeli kurulduktan sonra, ¢alisma grubumuz igin
3 aylik 36 saglkh Sprague- Dawley cinsi, 250 + 20 g agirliginda disi sican deney
hayvanlari laboratuvarinda segilerek 3 gruba ayrildi. Gunlik periton igi
gentamisin enjeksiyonlari 15 giin boyunca uygulandi. 1. gruba 1 ml serum
fizyolojik (intraperitoneal (iP) verildi. 2. gruba 120 mg/kg gentamisin+1 ml serum
fizyolojik (SF) (iP) verildi. 3. gruba 120 mg/kg gentamisin +500 mg /kg N-
asetilsistein (iP) verildi. 15 giin sonra sicanlar sakrifiye edildi ve kohlealar
¢ikarildi. Elde edilen kesitlere imminohistokimyasal olarak norofilamet (NF) ve
sinir blytime faktoria (NGF) primer antikorlari uyguland.

Histopatolojik Degerlendirme

Noétral formalin solisyonunda tespit edilen dokular kemik dokusunun
kalsifikasyonu igin EDTA (cat no: 17892, Thermo Fisher Scientific) sollisyonuna
konuldu. 1 gece boyunca akan suda yikandi. Dehidratasyon igin artan dereceli
alkol serilerinden gegirildi ve seffaflastirma igin ksilene konuldu. 5 um lik seri
kesitler prolizin kapli lamlara alindi.

immonohistokimyasal Metod

immunohistokimyasal boyama icin alinan kohlea kesitleri bir gece 60° C’ lik
etlivde tutulduktan sonra, iki defa 30’ar dakika ksilen soltisyonu ile seffaflagtirma
islemi gergeklestirildi. Ardindan % 95’ ten % 60’ a azalan derecede alkol serileri
ile rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. immunohistokimya
kalemi (PEN-01, PatolLab, Japan) ile etrafi gizilen kesitler % 0,5 lik tripsin
(ATR31414, Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK) sollisyonu iginde oda
sicakhginda 15 dakika tutuldu. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amaciyla 5 dk. % 3’ lik H202 uygulandi. 3 defa 5’ er dakika PBS ile yikanan kesitler
10 dakika bloklama soliisyonu (AUB161208Al, Thermo Fisher Scientific, Cheshire,
UK) ile muamele edildi. Bloklama solisyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra
primer antikorlar NF (Mouse monoclonal antibody, Thermo Fisher Scientific,
USA), NGF (Mouse monoclonal antibody, Abcam, Cambridge, USA) ile bir gece
inkiibe edildi. Ertesi giin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse-rabbit
biotinlenmis ikincil antikor ve ardindan streptavidin hidrojen peroksidaz ile
(PHL170627, Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK) ile 30’ ar dakika boyandi. Bu
iki boyama arasinda ve son inkiibasyondan sonra kesitler 3 defa 5 dk PBS ile
yikandi. Son olarak 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC, ASS-060, Spring, CA, USA) 3-
5 dk uygulandi ve PBS ile yikandi, nikleuslar artalan boyamasi igin Mayer’s
hematoksilen ile boyandi distile su ile yikanip Mounting medium (DMM-060,
Spring, CA, USA) ile kapatildi. immun isaret skorlari birbirinden bagimsiz 2
arastirmaci tarafindan degerlendirildi ve fotograflar CX31 istk mikroskobunda
cekildi (Olympus, Tokyo, Japan). Boyamalarda her bir preparatta X400
buyiltmede rasgele bes alan segilerek tutulumlarin yogunluguna ve tutulum
miktar ylizdesine gore H skoru hesaplandi. Tutulum yogunlugu semi kantitatif
olarak 0 (0, tutulum yok), 1 (+, zayif immiinreaktivite), 2 (+ +, orta dizeyde
immiinreaktivite), 3 (+ + +, kuvvetli diizeyde immiunreaktivite) olarak
skorlandirildi.
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Tutulum miktar ylizdesi immanreaktivitenin bulundugu hicre/yapilarin toplam
hiicre/yapilara oranlanmasi ile; 1 (%0 — 10 arasi, fokal), 2 (%11 — 50 arasi,
bolgesel) ve 3 (%51-100 arasi, diffiiz) olarak skorlandi. Her bir alan igin bulunan
yogunluk ve miktar skorlari £ Pi.(i+1) (Pi= tutulum miktar yiizdesi, i= tutulum
yogunlugu) formli ile hesaplandi. Sonuglar toplanarak o lam igin tek bir degere
ulagildi (37, 38).

istatistik Analiz

Verilerin degerlendirilesinde SPSS 16.0(SPSS Inc.; Chicago, IL, USA) paket
programi kullanildi. Verilerin analizinde ortalama +SS degerlerine odaklanildi.
Sayisal veriler normal dagilima uygun oldugu icin ANOVA testi kullanildi. P degeri
0.05’ten kiigtik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Farkhhigin
hangi gruptan oldugunu anlayabilmek igin post hoc goklu karsilagstirma testi
(Tukey) uygulandi.

BULGULAR

Sadece SF verilen grubun korti organinda i¢ ve dis tly hlcrelerinden gelen ve
spiral limbusun tabanindan uzanan sinir liflerinde, modiolustaki spiral ganglionun
arasindaki sinir liflerinde ve afferent - efferent sinir demetinde oldukga kuvvetli
norofilament (NF) ekspresyonu gozlendi (Resim 1- al, a2, a3).

Gentamisin +SF uygulanan grupta ise korti organindaki sinir liflerinde, afferent ve
efferent sinir demetinde zayif NF reaksiyonu belirlendi (Resim 1- b1, b2, b3).
Gentamisin+N-asetilsistein grubunda nérofilament reaksiyonunun SF grubuna
siddet ve lokalizasyon bakimindan oldukga benzer olmasi dikkat gekiciydi (Resim
1-cl, c2, c3).

NGF salinimi ise SF ve Gentamisin+ NAC grubunda kohlea genelinde 6zellikle
spiral limbusta orta derecede goézlendi (Resim 2- al, cl1). Modiolustaki spiral
gangliondaki bazi néronlarda ve afferent ve efferent sinir demetindeki bazi sinir
liflerinde  NGF immiinoreaktivitesi gozlendi (Resim 2- a2, a3, c2, c3).
Gentamisin+SF grubunda ise NGF ekspresyonu vestibular ganglionlarda negatif,
afferent ve efferent sinir lifi demetinde oldukga zayif olarak gozlendi (Resim 2-
b1, b2, b3).

Her Ug grupta da kohlea dokusu immiinoreaktivitesi karsilagtirildiginda, NF
boyamasi yogunlugu Gentamisin + NAC grubunda SF ve Gentamisin + SF
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bulunmustur
(P<0,05). NGF boyamasina bakildiginda ise yine benzer sekilde Gentamisin + NAC
grubunda, SF ve Gentamisin + SF gruplarina goére istatistiksel olarak anlamh
oranda yuksek oldugu gozlenmistir (p<0,05). Her 3 grupta varyans homojen ve
Anova testi sonucu p<0,05 bulundu. Hem NGF hem de NF immunohistokimya
siddeti ortalamalari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
vardir (Tablo1, Grafik 1).

Resim 1: Kohlea korti organi NF immunohistokimya boyamasi. SF grubunda i¢ ve dig tlly hicrelerinden gelen ve spiral limbusun tabanindan uzanan sinir liflerinde,
modiolustaki spiral ganglionun arasindaki sinir liflerinde ve afferent - efferent sinir demetinde oldukg¢a kuvvetli NF ekspresyonu gozlendi (Resim 1- al, a2, a3). Gentamisin
+SF grubunda korti organindaki sinir liflerinde, afferent ve efferent sinir demetinde zayif NF reaksiyonu belirlendi (Resim 1- b1, b2, b3). Gentamisin+NAC grubunda NF
reaksiyonu SF grubuna siddet ve lokalizasyon bakimindan oldukga benzerdi. (Resim 1- c1, c2, c3). SIm: Spiral limbus, =: Vestibulokohlear sinir lifi, =: spiral ganglion néronlari,
S: Afferent ve Efferent sinir demeti. SF (A), Genta (B), Genta + Nasetilsistein (C), Korti organi (1) X400, spiral ganglion (2) X1000, afferent ve efferent sinir demeti (3) X400.

Tablo 1: Kohlea korti organinda gruplar arasinda NF ve NGF immunohistokimya boyamasina gére HSCORE Ortalama + Standard Sapma degerleri.

HSCORE NF NGF
(Ortalama £ S S)

SF 300.3 £8.07 219.8+5.11
Gentamisin+SF 106 £5.4 110.7 £ 33.06
Gentamisin+ NAC 269.4 £ 28.04 198.5+8.2
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Resim 2: Kohlea korti organi NGF immunohistokimya boyamasi. SF ve Gentamisin+ NAC grubunda kohlea genelinde 6zellikle spiral limbusta orta derecede reaksion gozlendi
(Resim 2- a1, c1). Modiolustaki spiral gangliondaki bazi néronlarda ve afferent ve efferent sinir demetindeki bazi sinir liflerinde NGF immUnoreaktivitesi gozlendi (Resim 2-
a2, a3, c2, c3). Gentamisin+SF grubunda ise vestibular ganglionlarda negatif, afferent ve efferent sinir lifi demetinde oldukga zayif olarak ekspresyon belirlendi (Resim 2- b1,
b2, b3). SIm: Spiral limbus, —: Vestibulokohlear sinir lifi, =: spiral ganglion noronlari, S: Afferent ve efferent sinir demeti. SF (A), Genta (B), Genta + Nasetilsistein C), Korti

organi (1) X400, spiral ganglion (2) X1000, afferent ve efferent sinir demeti (3) X400.

kohlea Korti Organi NF ve NGF
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Grafik 1: Kohlea korti organi NF ve NGF immdinoreaktivitesi, Ortalama +
Standard Sapma degerleri.
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Aminoglikozid ilaglarin ¢ogu, hem kohlear hem de vestibuler sistem Uzerine
ototoksik etkiye sahiptir. Ozellikle aminoglikozid sinifi antimikrobiyaller lizerine
literatiirde epeyce ¢alisma olmasina ragmen, halen daha ototoksisiteden
korunmanin nasil olmasi gerektigi ve bu koruyuculugun da en iyi sekilde nasil
gosterilebilecegi hakkinda birgok soru mevcuttur (39).

Aminoglikozidlere bagh gelisen ototoksisite yaklasik %8 oraninda goriilmekle
birlikte bu oran verilis stiresi, uygulama yolu (topikal ya da sistemik) ve doz ile
iliskili olarak degismektedir. Bu nedenle farkli yayinlarda farkli oranlar
belirtiimektedir (28, 40).

Ototoksisitenin daha da kapsamli tanimi; sistemik ya da topikal bazi
maddelerin, 6zellikle kohlear kanal ve 8. kranial sinirde fonksiyonel yetersizlik
ve/veya i¢ kulakta hiicresel hasarlanmaya neden olmasi seklinde
yapilabilmektedir (39). Bu ifadeden anlasilan sudur ki, terapétik ajanlar hem
kohleotoksik hem de vestibulotoksik olabilir. Ornegin, sisplatin gibi bazi ajanlar
isitme icin daha ¢ok toksik olabilirken, gentamisin gibi bazi ajanlar ise, vestibuler
sistem igin daha gok toksiktir (39).

Daha oOnceki vyapilan g¢alismalarin  bazilarinda  ototoksisite yapan
aminoglikozidler ve koruyucu ajanlar ile ilgili farkli gérusler mevcuttur (1, 8, 21-
25, 41, 42). Ayni sekilde ototoksisiteye neden olan gentamisin dozu hakkinda da
tartismali sonuglar vardir (36). Bu sebepten bizim calismamizda ototoksiteyi
saglayabilmek igin literatlrii inceledigimizde Somdas ve arkadaslarinin 2015'te
yapmis olduklari gentamisin igin doz tayini ve isitme testi baz alindi (36). Yapilan
bu galismada, 6ncelikle bir 6n calisma uygulanmis ve ototoksite igin gerekli doz
belirlenmistir. Bu galismada oncelikle, 16 sigana 6n deneme amagl olarak
ototoksisite uygulanmis olup bu amagla 4 Wistar Albino sigana, Gentamisin (80
mg/kg) uygulanmistir. Ancak isitme testinde ototoksisite belirlenemeden hemen
once ne yazik ki denekler kaybedilmis. Bunun Uzerine sigan tlri degistirilerek 4
Sprague- Dawley sigana gentamisin uygulanmis. Ototoksisite sonuglanana kadar,
ilk 6nce 80 mg/kg, sonrada 100 mg/kg ve 120 mg/kg uygulamaya devam edilmis.
Ototoksisitenin olusup olusmadigini anlayabilmek icin ABR (Bera) testi (isitme
testi) uygulanmigtir (36).

Bizim galismamizda; ototoksisite igin gerekli gentamisin dozu literatiire uygun
olarak belirlendikten sonra, saghkli Sprague- Dawley cinsi disi sicanlara 120
mg/kg dozunda gentamisin uygulayarak ototoksisiteyi sagladik(36). Ototoksisite
ne yazik ki hayat kalitesini dustiren bir etkiye sahiptir. Renal islev bozukluguna
sahip olan hastalarda ototoksisitenin gelisme olasiligi daha yuksektir.
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Bu nedenle bobrek yetmezligi olan hastalarda yan etkilerden korunmak igin
doz kisitlamasina gidilmesi gerekmektedir (43).Ototoksik ajanlarin yapmis
olduklari hasarin, deney hayvanlarinin kohlear kanallarinda insandakine benzer
sekilde oldugunu Huang ve ark. yapmis olduklari g¢alismada agik¢a ifade
etmislerdir (44).

Literattirde, kohlear hasar tizerine yapilmis ¢alismalardan sisplatin (CP) gibi
bazi antineoplastik ilaglarin etkileri histopatolojik olarak incelendiginde; CP
ototoksisitesinden etkilenen primer bolgenin kohleanin orta ve bazal
kivrimlarindaki dis tiy hiicreleri (DTH) oldugu goézlenmistir. Bu g¢alismalarda
ayrica destek hiicrelerinin ve stria vaskilaris’in genellikle normal oldugu, spiral
ganglion hicrelerinde ise degisiklikler gorilebildigi, nadiren de olsa kohleanin
apikal boliiminde DTH kaybi ve bazen de igtiiy hiicrelerinde kayip goérilebildigi
bildirilmistir (45-49). CP norotoksisitesi esas olarak ototoksisite ve noropati
bigiminde meydana gelir. CP ayrica vestibller siniri de etkilemekte ve periferik
sinirlerde de hasara yol agarak proprioseptif ve duyusal hislerde degismelere
neden olmaktadir. CP kullananlarda, doza bagimli olarak karincalanmalar, derin
tendon reflekslerindeki azalma ve ataksi bildirilmistir. Ayrica, otonom sinir
sistemi bozukluklarinin da oldugu rapor edilmistir (50). NAC kullanimi ile CP
ototoksisitesinin 6nlenebildigine iliskin pek ¢ok yayin mevcuttur (51-54).

Bu ¢alismamizda gentamisinin kohlear sistemdeki sinir lifleri Gzerindeki
histopatolojik etkisini incelemek amaclanmistir. Onceki calismalarimizda
Gentamisinin kismen bazal kisimdaki dis tuy hucrelerini harap ettigini
gozlemledik ve eger ki bu ilacin dozu arttirilacak olursa ig tiy hicrelerinde de
histopatolojik  etkiler  yaratabilecegini  dusunmekteyiz  (36).  Ancak
aminoglikozidlere baglh gelisen ototoksisite igin genetik yatkinlik bulunduguna
dair galismalar mevcut olup bu nedenle her hastada ayni derecede etkilenme
olmayacagi da unutulmamalidir (55-57). Bu nedenle NAC kombinasyonuna bagl
koruyucu etkinin de benzer sekilde etkilenmesi muhtemeldir. Ayrica
aminoglikozid tedavisi planlanan hastanin birinci derece yakininda aminoglikozid
ototoksisitesi 6ykiisi olmasi durumunda, baska bir antibiyotik tercihi yapiimasi
daha dogru bir yaklasim olacagi yéniinde gorusler de bulunmaktadir (14, 58).N-
asetil sistein (NAC) mukolitik ve antioksidan 6zellikleri igin kullanilan, Turkiye’'de
tablet, surup ve ampul formlari olan bir ilagtir. CP ototoksistesinin ve bazi
karaciger hastaliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilan NAC'in birgok
¢alismada koruyucu sonuglari gosterilmistir (51-54). Daha 6nceki ¢alismalarda,
NAC'In ototoksisiteden koruyucu etkisi sadece antimikrobiyallerle kombine
edildiginde degil ayni zamanda bazi kemoteropétikler ile kombine edildiginde de
gosterilmistir (32, 33). Helicobacter pylori'nin yok edilmesinde yardimci oldugu
ve renal diyaliz yapilan hastalarda gentamisin nedeniyle olusan isitme kaybini
onledigi gosterilmistir (29, 59-63).Somdas ve arkadaslarinin yaptigi calismaya
gore gentamisin’in neden oldugu ototoksiteyi engelleyebilmek igin N-
asetilsistein uygulanan sican modelinde; histopatolojik incelemelerde tek basina
gentamisin verilen grupta hilcre 6liminde (apoptoz) azalma oldugu gozlenmistir
(36). Benzer sekilde gentamisine ilave olarak NAC verilen grubun isitme kaybi
acisindan daha iyi durumda oldugu gozlenmistir. Arastirmacilara gore;
gentamisin ototoksisitesi NAC kombinasyonu ile 6nlenebilmekte ve bu koruyucu
etki hem histopatolojik hem de odiyometrik olarak gosterilebilmektedir (36).
Bizim galismamizda da; gentamisinin ototoksisitesine karsi NAC koruyucu etkisini
inceledik. immiinohistokimyasal yénden yapmis oldugumuz incelemede, biri
norofilament (NF) ve digeri sinir blyume faktori (NGF) olmak lizere iki boyama
gergeklestirdik.

Dis etmenler tarafindan etkilenen néronlarin maturasyonu hakkinda birgok
goris bulunmaktadir. Bunlardan birisinde trofik faktérlerin, néronlarin hedef
dokularinca sentezlendigi ve akson boyunca hiicre gévdesine dogru retrogard
yonde transport edildigi ve sonugta, periferik sinir sistemi gelisimininde ve
noéronlarin  hayatta kalmasinda 6nemli olduklari  gosterilmistir  (64)
Kohleovestibular ganglion hiicreleri ve hedefleri olan tiy hticreleri arasindaki
trofik etkilegsimleri incelemek amaciyla in vitro galismalar yapilmistir (64-66). NGF
periferal gangliyon hiicreleri maturasyonunu, lokal olarak kontrol eden en
karakteristik, trofik faktérdir. Despres ve arkadaslarinin ratlar Gzerinde yapmis
olduklari ¢alismaya gore, postnatal dénemin 7. glninde korti organi tiy
hicrelerinde NGF varligi direk tespit edilmistir. Bizim ¢calismamizda her {i¢ grupta
farkli boyama yerleri gésterilmis olup, 6zellikle gentamisin + NAC grubu ve SF
grubunda, modiolustaki spiral gangliondaki bazi néronlarda ve afferent ve
efferent sinir demetindeki bazi sinir liflerinde NGF ekspresyonlari gosterilmistir.
Hu ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis olduklari bir baska ¢alismada ise,
noronal doku nakli tizerinde durulmustur. Yetiskin sican i¢ kulaginda yapilan bir
nakil sonrasinda NGF’nin implante edilen dorsal kék gangliyon néronlarindan
gelisen norit blylumesini uyardigini géstermislerdir (67).

Literatlirdeki norofilament immdinoreaktivitesi ile ilgili kohlea galismalarina
bakildiginda, Despres ve arkadaslarinin insan fetiisi kohleasinda hiicre iskeleti
proteinlerinin dagilimini inceledikleri gortlmustir. Bu ¢alismada incelenen
baslica hiicre iskeleti proteinleri noérofilamentler, periferin ve MAP- tau
proteinleridir. Gelisen fetusun kohleasinda nérofilament immunoreaktvitesinin
spiral gangliyon noronlarinda daha az bulundugu ancak kohlear inervasyonun
afferent ve efferent liflerde ise daha yogun olarak tespit edilmistir (68). Bizim
galismamizda, tek bagina SF verilen ve gentamisin + NAC gruplarinda korti
organindaki i¢ ve dis tuy hiicrelerinden gelen, spiral limbusun tabanindan uzanan
sinir liflerinde, modiolustaki spiral ganglionun arasindaki sinir liflerinde, afferent
ve efferent sinir demetinde oldukga kuvvetli norofilament ekspresyonu
gozlenmistir. Bauwens ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir baska ¢alismada ise,
yetiskin insan kohleasinda ara filament proteinlerin expresyonlari incelenmistir.
Calismalarinda, ara filamentlerden olan norofilament proteinlerin, tly
hicrelerindeki sinir sonlanmalarinda, noéronal demetlerde ve gangliyon
hucrelerinde var olduklarini vurgulamiglardir (69). Kamakura ve arkadaglarinin
2018 de yapmis olduklari insanda kohlear implantasyon sonrasi dendritik stirecin
inervasyonu ve korti organi tiy hiicrelerinin korunmasi tizerine yapmis olduklari
galismada, iki tarafli siddetli sensorinoral isitme kaybi yasayan ve tek tarafli
kohlear implantlari olan 40 hastadan 28’inde selloidine gomiilii temporal kemik
Gzerinde ¢aligsiimig, implante olan ve implante olmayan kulaklarda nérofilament,
miyosiz Vlla, ve tubulin immuhistokimyasal boyamasi sonucunda, i¢ ve dis tiy
hicrelerindeki norofilament imminorektivitesinin implante kohlea boyunca
azaldigini gostermislerdir. Kamakura ve arkadaslarina goére, kohlear implant
uygulamasi i¢ ve dis tiy hiicrelerini 6nemli 6lglide etkilemektedir (70).

SONUCLAR

Calismamizda, gentamisinin kohleada neden oldugu ototoksisitenin, sinir
liflerinde ve demetlerinde NF ve NGF gibi faktorlerin ekspresyon kaybina ve
dolayisiyla nérofilamentler Uzerinde dejenerasyona neden olabilecegi
gosterilmistir.  Bulgularimiza gore; gentamisinin  ototoksik etkisinin  N-
asetilsisteinin  (NAC) verilen grupta azaltilabilecegini literatirdeki diger
galismalara benzer sekilde gozlemledik (36). GCalismamizda NAC'nin kohlea tly
hicrelerindeki hasari engelleme mekanizmasinin, nérofilamentler Gzerinde
koruyucu etki gostererek de olabilecegi dislinilmustir. Bundan sonraki
galismalarda, doz bagimli degisikliklerin ve bu etkiye aracilik eden mediatorlerin
baska ajanlarin kullanimiile de arastirilip degerlendirilebilecegini disinmekteyiz.

Cikar Catigmasi
Yazarlar herhangi bir gikar ¢catismasi bildirmemistir.
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