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Ozet

Giris ve Amag: Oksaliplatin, {iclincii kusak bir platin tiirevi kemoterapotik ajan olup basta
kolorektal kanser olmak iizere bir¢ok solid tiimoriin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Oksaliplatinin baglica doz sinirlayict yan etkisi periferik norotoksisite olmakla birlikte, ototoksik
potansiyeli de bildirilmistir. Nikotinamid ribozid (NR), NAD* biyosentez yolaginda bir Onciil
bilesik olup sirtiiin proteinlerinin aktivasyonu araciligiyla antioksidan savunmay1 giiclendirmekte
ve noronal koruma saglamaktadir. Bu ¢aligmada, oksaliplatin ile olusturulan deneysel ototoksisite
modelinde NR'min profilaktik ve terapdtik otoprotektif etkinliginin  elektrofizyolojik,
biyokimyasal ve histopatolojik yontemlerle degerlendirilmesi amacglanmustir.

Yontem: Calismada 42 adet erkek Wistar albino rat bes gruba ayrilmistir: Grup 1 kontrol (n=10),
Grup 2 ototoksik — oksaliplatin 12 mg/kg tek doz IP (n=6), Grup 3 yalnizca NR — 125 mg/kg/giin
x 3 gin [P (n=6), Grup 4 profilaktik — NR+oksaliplatin (n=10) ve Grup 5 terapotik —
oksaliplatin+NR (n=10). Elektrofizyolojik degerlendirmeler olarak distorsiyon iiriinii otoakustik
emisyon (DPOAE) ve isitsel beyin sapt yanitlar1 (ABR) ilk olgtim, 3., 7. ve 14. giinlerde
gerceklestirilmistir. Her gruptaki deneklerin yaris1 7. diger yarist 14. giinde sakrifiye edilerek
serum prestin, CtBP2/RIBEYE ve total antioksidan kapasite (TAK) diizeyleri ELISA ile
Ol¢iilmiistiir. Histopatolojik degerlendirmeler hematoksilen-eozin boyama ile 11k mikroskobisi ve
taramal1 elektron mikroskobisi (SEM) ile yapilmis, ayrica koklear dokularda indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) ekspresyonu immiinohistokimyasal yontemle degerlendirilmistir. Calisma
icin etik kurul onay1 alinmistir.

Bulgular: Grup 2'de tiim frekanslarda anlamli ABR esik artiglart saptanmistir (p<0,001). Grup
4'te 14. giinde Grup 2'ye kiyasla tiim frekanslarda anlamli koruma gozlenmis olup koruma
ylizdeleri %68-90 araliginda hesaplanmistir (p<0,001). Grup 5'te kismi koruma saglanmis ancak
ge¢ donemde etkinlik azalmistir (%46—62). Serum prestin diizeylerinde gruplar arast anlaml fark
saptanmazken, CtBP2/RIBEYE hem 7. (p=0,006) hem 14. giinde (p=0,008) anlamli farklilik
gostermistir. TAK diizeylerinde 14. giinde siirda anlamlilik elde edilmistir (p=0,048).
Immiinohistokimyasal degerlendirmede, Grup 2'de koklear dokularda belirgin iNOS ekspresyon
artis1 gozlenirken, profilaktik NR uygulanan Grup 4'te iNOS ekspresyonunun kontrol grubuna



yakin diizeylerde kaldig1 saptanmistir. Histopatolojik degerlendirmelerde Grup 2'de yaygin tiiyli
hiicre dejenerasyonu, stria vaskiilaris vakuolizasyonu ve spiral ganglion hasar1 gézlenirken, NR
verilen Grup 4 ve Grup 5'te bu bulgularin hafif diizeyde kaldig1 saptanmugtir.

Tartisma-Sonug¢: Oksaliplatin, deneysel modelde sinaptik ve noronal agirlikli belirgin koklear
hasar olusturmustur. NR, 6zellikle profilaktik uygulamada oksaliplatin kaynakli ototoksisiteye
kars1 etkin bir koruma saglamistir. Profilaktik NR uygulamasinin terap6tik uygulamaya belirgin
istlinliigli, NAD" havuzlarinin hasar 6ncesi doldurulmasiin kritik 6nemini ortaya koymustur.
CtBP2/RIBEYE diizeylerindeki anlamli degisimler, oksaliplatin ototoksisitesinin sinaptopatik bir
bilesen igerdigini desteklemektedir. iNOS ekspresyonunun oksaliplatin grubunda artis
gostermesi, nitrozatif stresin ototoksisite mekanizmasinda rol oynayabilecegine isaret etmekte
olup NR'nin bu yolagi baskilayarak koruyucu etki sagladigi diisiiniilmektedir. Bu bulgular,
NR'nin platin bazli kemoterapiye bagh isitme kayiplarinda potansiyel bir otoprotektif ajan olarak
degerlendirilebilecegini desteklemekte olup klinik uygulamaya yonelik ileri ¢alismalar igin giiclii
bir preklinik temel olusturmaktadir.
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Giris ve Amacg

Platin bazli kemoterapdtik ajanlar, ¢cok sayida solid tiimoriin tedavisinde temel ilag gruplar
arasinda yer almakta ve ozellikle kolorektal kanser tedavisinde oksaliplatin dnemli bir segenek
olusturmaktadir. Bununla birlikte oksaliplatinin antineoplastik etkinliginin yaninda periferik
norotoksisite, norosensoriyel yakinmalar ve daha sinirli sayida bildirilmis olsa da isitsel sistem
tizerinde toksik etkiler olusturabildigi bilinmektedir (Raymond et al., 1998; Hellberg et al., 2009;
Ding et al., 2012). Klinik acidan platin iliskili isitme kaybi, konugmay1 anlama gii¢liigii, tinnitus
ve yasam kalitesinde azalma ile iligkilidir; bu nedenle onkolojik tedavilerde sagkalimin
artmastyla birlikte isitsel yan etkilerin dnlenmesi giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (van As
et al., 2016; Paken et al., 2016).

Ototoksisite mekanizmalar1 degerlendirildiginde, platin bilesiklerinin kokleada oksidatif stres,
mitokondriyal islev bozuklugu, inflamatuvar yanit ve hiicresel 6liim yolaklarimi aktive ettigi
gosterilmistir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis, redoks dengesinin bozulmasi ve buna eslik eden
nitrozatif stres, Ozellikle duyusal epitel, stria vaskiilaris ve spiral ganglion diizeyinde kalici
hasarla sonuglanabilmektedir (Finkel & Holbrook, 2000; Marullo et al., 2013; Birben et al.,
2012). Bu siirecte yalnizca dis tiiylii hiicreler degil, afferent sinaptik organizasyon ve ndronal
iletim de etkilenebildiginden, ototoksisite artik daha genis bir koklear hasar spektrumu icinde ele
alinmaktadir (Ding et al., 2012).

Nikotinamid ribozid (NR), NAD* biyosentezinde gorev alan bir dnciil molekiil olup hiicresel
enerji dengesi, mitokondriyal fonksiyon ve stres yaniti1 iizerinde etkili biyolojik yolaklar
desteklemektedir. NR’nin NAD* havuzunu artirici etkisi, oksidatif hasara karsi hiicresel direnci
giiclendirebilmekte ve oOzellikle noroprotektif yaklasimlar acisindan dikkat g¢ekmektedir
(Bieganowski & Brenner, 2004; Ratajczak et al., 2016; Rajman et al., 2018). Deneysel
calismalarda NR veya iligkili NAD* giiclendirici stratejilerin isitsel sistemde koruyucu rol
oynayabilecegi; yasa bagl isitme kaybi, aminoglikozid ototoksisitesi ve sisplatin iligkili hasarda
yararl etkiler gosterebildigi bildirilmistir (Okur et al., 2023; Fang et al., 2022; Kim et al., 2015;
Zhan et al., 2021).

Bu caligmada, oksaliplatin ile olusturulan deneysel ototoksisite modelinde NR’nin profilaktik ve
terapdtik uygulamalarinin otoprotektif etkisinin elektrofizyolojik, biyokimyasal ve histopatolojik
yontemlerle degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismanin ikinci amaci ise oksaliplatinin
olusturdugu hasarin yalnizca dis tiiylii hiicre kayb1 ile agiklanamayacagini, sinaptik ve ndronal
bilesenlerin de belirgin sekilde etkilenebilecegini ortaya koymaktir.

Gerec ve Yontem

Aragtirma, randomize kontrollii deneysel hayvan ¢alismasi olarak planlandi. Calismaya toplam
42 erkek Wistar albino rat dahil edildi ve denekler bes gruba ayrildi: kontrol grubu (n=10), yalniz
oksaliplatin uygulanan ototoksik grup (n=6), yalniz NR uygulanan grup (n=6), profilaktik
NR-+oksaliplatin grubu (n=10) ve terapdtik oksaliplatintNR grubu (n=10). Ototoksisite
olusturmak amaciyla oksaliplatin tek doz intraperitoneal olarak uygulandi. NR ise ii¢ giin siireyle



intraperitoneal yoldan verildi. Profilaktik grupta NR uygulamas1 oksaliplatin 6ncesinde, terapotik
grupta ise oksaliplatin sonrasinda baslatildi.

Isitsel degerlendirmeler bazal 6l¢iim ile 3., 7. ve 14. giinlerde gerceklestirildi. Dis tiiylii hiicre
fonksiyonunu degerlendirmek amaciyla distorsiyon {iiriinii otoakustik emisyonlar (DPOAE),
isitsel esik ve noral iletimin degerlendirilmesi amaciyla ise isitsel beyin sap1 yanitlar1 (ABR)
kullanildi. Bu yaklasim, koklear amplifikator sistemindeki degisikliklerin ve daha santral erken
isitsel yanitlarin birlikte incelenmesine olanak sagladi.

Hayvanlarin yaris1 7. giinde, diger yaris1 14. gilinde sakrifiye edilerek serum ve koklear doku
ornekleri elde edildi. Biyokimyasal analizlerde serum prestin, CtBP2/RIBEYE ve total
antioksidan kapasite (TAK) diizeyleri degerlendirildi. Histopatolojik incelemeler hematoksilen-
eozin boyali kesitler ile 151k mikroskobisinde, ultrastriiktiirel degerlendirmeler ise taramali
elektron mikroskobisinde gergeklestirildi. Ayrica koklear dokularda nitrozatif stres yanitini
aragtirmak amaciyla iNOS immiinohistokimyasal olarak incelendi.

Tablo: Deney gruplarinin dzeti.

Grup n Uygulama Zamanlama Amag
Dig 1 g
Grup 1 10 | Fizyolojik salin (IP) 1g.e T gruplara esdeger Negatif kontrol
hacimde
(Kontrol)
Grup 2 6 Ol;s;liplallgn 12 mg/kg Tek doz uygulama Eozitif k(;nt;ol (ototoksik
(Ototoksik) tek doz (IP) asar modeli)
Grup 3 6 NR 125 mg/kg/giin (IP)*3 Bazal dlgliimlerden NR giivenlik kontrolii
(NR-G) giin 72 saat sonra baglatilmis  (intrinsik etki izlemi)
NR 125 mg/kg/giin (IP)x3 I"\IR: OKS' den 72 saat .
.. L once Profilaktik (koruyucu)
Grup 4 10 | giin + Oksaliplatin 12 mg/kg OKS: Son NR d d feinlik
(Profilaktik) tek doz (IP) : Son ozundan | etkinli
24 saat sonra
Oksaliplatin 12 mg/kg . . .
R: OKS il T k
Grup 5 10 tek doz (IP) + NR 125 bNa laglmsl o (t::;p?t;dici) etkinlik
(Terapotik) mg/kg/giin (IP) x 3 giin ; ¥ v
Bulgular

Elektrofizyolojik degerlendirmelerde yalmizca oksaliplatin verilen ototoksik grupta tiim
frekanslarda belirgin ABR esik yiikselmeleri saptandi (p<0,001). Bu bulgu, deneysel modelde



oksaliplatinin isitsel sistem iizerinde anlamli ve yaygin bir fonksiyonel hasar olusturdugunu
gostermektedir. Profilaktik NR uygulanan grupta, o6zellikle 14. giinde, oksaliplatin grubuna
kiyasla tiim frekanslarda anlamli koruma gozlendi ve koruma yiizdeleri %68-90 araliinda
hesaplandi. Terapotik NR grubunda da iyilesme yoniinde bir etki izlense de bu etkinin daha sinirh
kaldig1 ve koruma yiizdelerinin %4662 araliginda oldugu belirlendi.
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Sekil: Gruplarda ilk 6l¢ciim (0. giin) DPOAE S/N-R degerleri.
Kesikli ¢izgi: DPOAE S/N-R degerleri icin fizyolojik esik sinirlar1 (6 dB SPL)
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Sekil: Gruplarda DPOAE S/N-R degerlerinin zamansal degisimi. Her panel bir frekansi
temsil etmektedir.
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Sekil: Gruplarda ilk o6l¢iim (0. giin) isitsel uyarilmis beyin sap1 esik yanitlari.
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Sekil: Isitsel uyarilmis beyinsapi esik yanitlarinin zamansal degisimi

DPOAE ve ABR bulgulart birlikte degerlendirildiginde, ABR’deki bozulmanin DPOAE’deki
degisimden daha belirgin oldugu goriildii. Bu Oriintii, oksaliplatin hasarinin yalnizca dis tiiyli
hiicre agirlikli bir tablo olusturmadigini; sinaptik ve noronal bilesenlerin de belirgin sekilde
etkilendigini disiindirmektedir. Nitekim serum prestin diizeylerinde gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmamisken, CtBP2/RIBEYE diizeyleri hem 7. giinde hem de 14. giinde anlamli
degisiklik gostermistir. Bu sonug, oksaliplatin ototoksisitesinde ribbon sinaps diizeyindeki

etkilenimin dikkate deger oldugunu desteklemektedir.
-
7. Gln
e 14, Gin

Serum CtBP2/RIBEYE (ng/mlL)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontral) {Ototoksik) (NR-G) (Profilaktik) (Terapotik)

Sekil: Gruplarda serum CtBP2/RIBEYE diizeyleri (ng/mL).



i

¥

g
<

Grup 3 Grup 4
ntrol) (Ototoksik) (NR-G) (Profilaktik)

Sekil: Gruplarda serum prestin (SLC26AS5) diizeyleri (pg/mL).
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Grup 1 Grup 4
(Profilaktik)

Grup 2
(Kontral) (Ototoksik)

Sekil: Gruplarda serum total antioksidan kapasite diizeyleri (umol Trolox Eq/L)

Total antioksidan kapasite diizeylerinde 14. giinde sinirda anlamlilik saptanmis olmasi, NR’nin
antioksidan savunmay1 destekleyici etkisinin biyokimyasal diizeyde de izlenebildigini
diistindiirmektedir. Histopatolojik incelemelerde oksaliplatin grubunda yaygin tiiylii hiicre
dejenerasyonu, stria vaskiilariste vakuolizasyon ve spiral ganglionda dejeneratif degisiklikler
gdzlenirken; NR uygulanan gruplarda bu bulgularmn daha hafif diizeyde oldugu gériildii. Ozellikle
profilaktik grupta morfolojik korunmanin daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti.



gnal SE

Sekil: Grup 1 (Kontrol) Corti orgam yiizey anatomisinin taramah elektron mikroskobu
(SEM) ile goriiniimii. Dis tiiylii hiicreler (DTH) ve i¢ titylii hiicrelerde (ATH) V/W dizilimi,
x7500.

2“" EHT = 20.00 kV Signal A= SE
I | gnal
WD = 8.5 mm

Sekil: Grup 2 (ototoksik) Corti organi duysal epitelinin taramal elektron mikroskobu
(SEM) mikrografi. Tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi, x7500.



5:;:125;??“:;/ Signal A = SE1 ﬁ
Sekil: Grup 3 (NR-G) Corti organi duysal epitelinin taramal elektron mikroskobu (SEM)
mikrografi. Tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi, x7500.

10 ym EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
P
WD= 95mm

Sekil: Grup 4 (profilaktik) Corti orgam duysal epitelinin taramah elektron mikroskobu
(SEM) mikrografi. Tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi, x7500.



10 pm EHT=2000kv Signal A = SE1 o .
A
WD =10.5 mm
Sekil: Grup 5 (terapotik) Corti orgam duysal epitelinin taramal elektron mikroskobu
(SEM) mikrografi. Tiiylii hiicre stereosilya morfolojisi, x7500.



7. glin 14. giin

Grup 1
(Kontrol)

Grup 2
(Ototoksik)

- - V
(NR-G)

Grup 4
(Profilaktik)

Grup 5
(Terapotik)

Sekil: Gruplara ait Corti organimmn 7. ve 14. giin hematoksilen-eozin (H-E) mikrograflari.
Olgek ¢ubugu: 100 pm.

Immiinohistokimyasal degerlendirmede ototoksik grupta koklear dokularda belirgin iNOS
ekspresyon artis1 izlendi. Buna karsilik profilaktik NR grubunda iNOS ekspresyonunun kontrol
grubuna daha yakin diizeylerde kaldigi goézlendi. Bu bulgu, oksaliplatin hasarinda nitrozatif
stresin 6nemli rol oynadigin1 ve NR’nin bu yolag1 baskilayarak koruyucu etki saglayabilecegini
distindiirmektedir.



Grup 1
(Kontrol)

Grup 2
(Ototoksik)

Grup 3
(NR-G)

Grup 4
(Profilaktik)

Grup 5
(Terapotik)

Sekil: 7. ve 14. giin sican koklea dokusu iNOS immiinreaktivitesi. Sv: Stria vaskiilaris, Sl:
Spiral ligament, Sg: Spiral ganglion, OoC: Corti organi, Rm: Reissner’s membrani, (—):
iINOS(+) hiicreler. Scale bar: 100 pm.



Tartisma

Bu calismanin en dikkat cekici bulgusu, NR’nin oksaliplatin kaynakli ototoksisiteye karsi
ozellikle profilaktik uygulamada belirgin koruma saglamasidir. Profilaktik uygulamanin terapotik
uygulamadan daha etkili olmasi, NAD* havuzlarinin hasar olusmadan once desteklenmesinin
kritik 6nemde oldugunu diisiindiirmektedir. NAD* diizeylerinin korunmasi; mitokondriyal
homeostazin siirdiiriilmesi, hiicresel enerji metabolizmasinin desteklenmesi ve stres yaniti
yolaklarinin diizenlenmesi agisindan 6nemlidir (Rajman et al., 2018; Kim et al., 2015; Zhan et al.,
2021).

Elde edilen sonuglar, oksaliplatin ototoksisitesinin klasik dis tliylii hiicre baskin kokleotoksisite
modelinden kismen farkli bir biyolojik Orilintli gosterebilecegini desteklemektedir. Prestin
diizeylerinin anlamli de§ismemesi, buna karsilik CtBP2/RIBEYE degisikliklerinin 6ne ¢ikmasi
ve ABR bozulmasinin DPOAE’ye gore daha belirgin olmasi, sinaptik ve ndronal bilesenlerin bu
modelde daha 6n planda olabilecegini diistindlirmektedir. Ototoksik ajanlarin yalnizca duyu
epitelinde degil, inner hair cell-afferent sinaps diizeyinde de hasar olusturabildigi artik iyi
bilinmektedir; bu nedenle isitsel esiklerin degerlendirilmesinde yalnizca OAE temelli yaklagimlar
her zaman yeterli olmayabilir (Ding et al., 2012; Moser & Starr, 2016).

Nitrozatif ve oksidatif stres belirtecleri agisindan elde edilen bulgular da NR’nin koruyucu
etkisini desteklemektedir. Oksaliplatin grubunda artmig iNOS ekspresyonu ve yapisal doku
bozulmasi, platin bilesiklerinin kokleada inflamasyon, redoks dengesizligi ve hiicresel 6liim
yolaklarini aktive ettigine iliskin literatiirle uyumludur (Finkel & Holbrook, 2000; Marullo et al.,
2013; So et al., 2007). Profilaktik NR grubunda iNOS ekspresyonunun baskilanmis olmasi, bu
korumanin yalnizca elektrofizyolojik diizeyde degil, doku diizeyinde de karsilik buldugunu
gostermektedir.

Calismanin translasyonel acidan o©nemli bir yonii de serum biyobelirteglerinin birlikte
degerlendirilmis  olmasidir.  Prestin, CtBP2/RIBEYE ve TAK gibi parametrelerin
elektrofizyolojik verilerle birlikte ele alinmasi, gelecekte kemoterapi alan hastalarda objektif ve
cok boyutlu ototoksisite izlemi agisindan yol gosterici olabilir. Bununla birlikte bu caligma
deneysel hayvan modeli diizeyindedir ve klinik kullanima ge¢meden once farkli doz semalari,
timdr yanit1 ve uzun donem giivenlik profili ile desteklenmis ileri ¢calismalara gereksinim vardir.

Sonug¢

Oksaliplatin, rat modelinde belirgin isitsel hasar olusturmus; bu hasar elektrofizyolojik,
biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde ortaya konmustur. Elde edilen bulgular, oksaliplatin
ototoksisitesinin sinaptik ve ndronal agirlikli bir 6riintii gosterebilecegini desteklemektedir.

Nikotinamid ribozid ise Ozellikle profilaktik uygulamada, oksaliplatin kaynakli ototoksisiteye
kars1 anlaml diizeyde koruma saglamistir. Profilaktik uygulamanin terapotik uygulamaya iistiin
olmasi, NAD* desteginin hasar Oncesinde saglanmasinin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu
sonuglar, NR’nin platin bazli kemoterapiye bagli isitme kayiplarinin 6nlenmesine yonelik
gelecekteki translasyonel ve klinik caligmalar i¢in umut verici bir otoprotektif aday oldugunu
distindiirmektedir.
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