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ARASTIRMA
NARINGENININ SISPLATIN OTOTOKSISITESINE KARSI ETKIiSININ
HAYVAN MODELINDE DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ozan GOKLER
Kog Universitesi, KBB BBC Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

OZET

Giris: Bu ¢alismanin amaci, naringeninin sisplatin kaynakli ototoksisiteye karst koruyucu etkisini odyolojik ve biyokimyasal
parametreleri degerlendirerek aragtirmaktir.

Gereg ve yontemler: Otuz iki erkek sigan, her biri sekiz sican olmak {izere 4 gruba (kontrol, sisplatin, naringenin + cisplatin ve
naringenin) ayrildi. Her iki kulaktan distorsiyon iiriinii otoakustik emisyon (DPOAE) ve isitsel beyin sap1 yaniti (ABR) testleri tiim gruplarda
¢alismanin baginda ve 6. glinde yapildi. Biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi igin 6. giinde intrakardiyak kan 6rnekleri alindi.

Bulgular: Odyolojik degerlendirmede, grup 2' de (sisplatin), diger gruplarla karsilastirildiginda 6. glinde DPOAE degerlerinde anlamli
diistisler ve ABR esiklerinde anlaml: artislar vardi. Grup 1 (kontrol), 3 (naringenin + cisplatin) ve 4' te (naringenin) tedavi 6ncesi ve sonrasi
DPOAE ve ABR sonuglari arasinda anlamli bir fark yoktu. Biyokimyasal analizlerde toplam oksidan durumu (TOS) degeri grup 2' de
(cisplatin) diger gruplara gore anlamli olarak daha yiiksekti. Toplam antioksidan durumu (TAS) degeri grup 3' te (naringenin + sisplatin)
grup 2' ye gore anlamli olarak yiiksekti.

Sonug: Odyolojik testler ve biyokimyasal, naringeninin antioksidan diizeylerini artirarak ve oksidatif stres parametrelerini azaltarak
sisplatin ototoksisitesine kars1 koruyucu etkisi olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Ototoksisite, naringenin, sisplatin, otoakustik emisyon, isitsel beyin sap1 yaniti

EVALUATION OF THE EFFECT OF NARINGENIN ON CISPLATIN INDUCED OTOTOXICITY IN ANIMAL MODEL

SUMMARY

Introduction: The aim of this study is to investigate the protective effect of naringenin against cisplatin induced ototoxicity by
evaluating audiological and biochemical parameters.

Materials and methods: Thirty-two male rats were divided into 4 groups (control, cisplatin, naringenin + cisplatin and naringenin)
including eight rats each. Distortion product otoacoustic emission (DPOAE) and auditory brainstem response (ABR) tests from both ears
were performed in all groups at the beginning of the study and also on day 6. Intracardiac blood samples were taken on day 6 for assessment
of biochemical parameters.

Results: In audiological assessment, in group 2 (cisplatin), there were significant decreases in DPOAE values and significant increases
in ABR thresholds on day 6 as compared with other groups. In Groups 1 (control), 3 (naringenin + cisplatin) and 4 (naringenin) there was no
significant difference between the pre- and posttreatment DPOAE and ABR results. In biochemichal analyses, the total oxidant status (TOS)
value was significantly higher in group 2 (cisplatin) than in the other groups. The total antioxidant status (TAS) value was significantly
higher in group 3 (naringenin+cisplatin) than in group 2.

Conclusions: The audiologic tests and biochemical revealed that naringenin may have protective effect against cisplatin ototoxicity by
increase antioxidant levels and reduce oxidative stress parameters.
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GIRIiS
fletisim kurulacak yazar: Dr. Ozan GOKLER, Kog FlaVOHOidler: serbest radikal Olusumunu
Universitesi, KBB BBC Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye, E-mail: azaltma yeteneklerinden dolayl guglu
ogokler@ku.edu.tr . . .. .
, - _ o antioksidan aktivite sergileyen meyve ve
Gonderilme tarihi: 20 Mayis 2021, revizyonun gonderildigi .
tarih: 25 Mayis 2021, yayin i¢in kabul edilme tarihi: 25 Mayis 2021 sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik
Kaynak gosterimi Gokler O.. Naringeninin Sisplatin blle&klerdllﬂ Narlngenlna domates, kakao ve
Ototoksisitesine Kargi Etkisinin Hayvan Modelinde Degerlendirilmesi greyfurt’ limon ve portakal glbl tumnggiller

KBB-Forum 2021;20(2):060-066 . . . . .
@ acisindan oldukg¢a zengin bir biyoflavonoiddir.

Naringenin'in antioksidan ', antiinflamatuar * ve
serbest radikal temizleyici etkilere sahip oldugu *
ve ayrica lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir *. Ge¢mis calismalar naringeninin
antitiméoral °, hepatoprotektif © ve nefroprotektif’
ozelliklere sahip oldugunu gostermistir.

Sisplatin, akciger, bag-boyun, yumurtalik
ve mesane kanserlerinin tedavisinde siklikla
kullanilan etkili bir antineoplastik ilagtir.
Sisplatin antikanser etkisini deoksiriboniikleik
asit sentezini inhibe ederek ve reaktif oksijen
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radikallerinin seviyesini artirarak gosterir. Ek
olarak, mitokondriyal hasarin bir nedeni olan
hiicre i¢i glutatyonun azalmasina yol agar ve bu
da lipid peroksidasyonuna neden olur ®. Bununla
birlikte, sisplatinin nefrotoksisite, ototoksisite,
norotoksisite ve kemik iligi toksisitesi gibi doza
bagli yan etkileri vardir. Sisplatin tedavisinden
saatler veya glinler sonra kendini gosterebilen
ototoksisite i¢in su anda rutin bir tedavi yontemi
mevcut degildir °. Sisplatin kaynakli ototoksisite,
basta yiiksek frekanslarda olmak tiizere tim
frekanslarda bilateral, progresif ve geri
doniisiimsiliz sensorindral isitme kaybi seklinde
gelisir '°.

Sisplatin ototoksisitesinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmast heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Sisplatinin, Corti'nin organt,
stria vaskiilaris, spiral bag ve spiral ganglionik
hiicrelerde asir1 miktarda serbest oksijen radikal
tiretimine neden olarak koklea ve dis sag
hiicrelerinde (OHC'ler) oksidatif hasara ve
apoptoza yol actig1 belirtilmistir. Ayrica
sisplatin, kokleadaki antioksidan enzimleri
azaltir. Lipoik asit, resveratrol, kurkumin ve
Gingko biloba ekstresi gibi antioksidan ajanlarin

sisplatinin ~ ototoksisitesine  kars1  koruyucu
etkisini inceleyen bir dizi caligma
yaymlanmstir' >,

Naringenin tedavisinin siganlarda

sisplatin kaynakli nefrotoksisite, hepatotoksisite
ve genotoksisiteye karst dnemli dl¢giide korudugu
da  gosterilmistir . Bununla  birlikte,
naringenin'in sisplatin ile indiiklenen ototoksisite

tizerindeki potansiyel koruyucu etkisi
arastirilmamustir.
Bu c¢alismanin amaci  naringeninin

sisplatin ototoksisitesine karsi koruyucu etkisini
odyolojik testler ve biyokimyasal parametrelerle
degerlendirmektir.

HASTALAR VE YONTEM

Calisma, lokal etik kurul tarafindan
onaylanmustir.

Hayvanlar

Calisma i¢in 250 ila 300 gr agirligindaki
32 yetiskin erkek Sprague Dawley sigcani
kullanildi. Preyer refleksi pozitif olan siganlar
secildi ve tiim siganlarin timpanik membranlar
ve dis kulak kanallar1 2.7 mm 0o endoskop ile
incelendi. Kulak kanallarinda kulak kiri bulunan
ve otitis media veya timpanik membran
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perforasyonu  belirtileri  gdsteren  sicanlar
caligmaya alinmadi. Tim sicanlar, yiyecek ve
suya serbest erisime sahipti ve 12 saatlik bir
aydinlik / karanlik dongiisii altinda, kontrollii
sicakliga (25°C) sahip bir ortamda tutuldu.

[laglar ve Kimyasallar

Cisplatin, Hospira'dan (50 mg / 50mL,
Warwickshire, BK) elde edildi. % 0.5
karboksimetil seliiloz ve % 98 naringenin Sigma-
Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, ABD'den
elde edildi (% 98 naringenin, % 0.5
karboksimetil seliiloz i¢inde ¢oziiliir). Ksilazin
hidrokloriir (Rompun), Istanbul, Bayer'den satin
alindi. Ketamin hidrokloriir (Ketalar) ise
Eczacibast, Istanbul, Tiirkiye' dendi.

Deneysel gruplar

32 sican rastgele dort gruba ayrildi. Her
grup sekiz sigan igeriyordu:

Grup 1 (n = 8) 5 giin boyunca her giin
peroral olarak (p.o) % 0.5 karboksimetil seliiloz
aldi.

Grup 2 (n = 8), karboksimetil seliiloz
uygulamasindan iki glin sonra tek bir
intraperitoneal doz sisplatin (16 mg / kg) ald1.

Grup 3 (n = 8) naringenin 50 mg / kg ve
% 0.5 karboksimetil selilloz p.o. sisplatin
enjeksiyonundan iki giin 6nce her giin naringenin
50 mg / kg ve % 0.5 karboksimetil seliiloz p.o.
aldi; 3. giinde intraperitoneal tek doz sisplatin
(16 mg / kg) wuygulandi ve naringenin
uygulamasi 5. giine kadar stirdiiriildii.

Grup 4 (n = 8) 5 giin boyunca her giin
naringenin 50 mg / kg ve % 0.5 karboksimetil
seliiloz p.o. ald1.

Kullanilan naringenin dozunun
ayarlanilmasinda daha 6nce yapilan calismalar
6rnek almmustir .

Calismanin baslangicinda ve 6. giinde,
tim sicanlara periton i¢ci 5 mg / kg ksilazin
hidrokloriir ve 40 mg / kg ketamin hidrokloriir
ile anestezi uygulanmistir. Anestezi sonrasi
DPOAE ve ABR o6l¢iimleri yapilmistir. 6. giinde
tim sicanlardan biyokimyasal parametreleri
hesaplamak i¢in intrakardiyak kan Oornekleri
alinmistir.

Odyolojik degerlendirme

Distorsiyon {iriinii otoakustik emisyon

(DPOAE)

DPOAE' leri oOlgmek icin Neurosoft
Neuro-audio cihazi (Ivanova, Rusya)
kullanilmistir.  Olgiimler sessiz  bir odada
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yapilmistir. En kiiclik boyutlu timpanometri
probu dis kulak kanalina yerlestirilerek her iki
kulakta 6l¢timler yapilmistir. DPgram ol¢timleri
988, 2222, 3200, 4444, 5000, 6154, 8000, 8889,
10000  ve 11429  Hz  frekanslarinda
gerceklestirilmigtir. Sinyal giirtiltii oraninin 6
dBSPL iizerindeki DPOAE degerleri pozitif
olarak kabul edilmistir.

Isitsel beyin sap1 yanit1 (ABR)

ABR Olclimleri sessiz  bir odada
Neurosoft Neuro-audio cihazi (Ivanova, Rusya)
ile subdermal igne -elektrotlar1 kullanilarak
yapilmistir. Alternatif polaritelerde click uyarilar
saglamak i¢in ER-2 insert kulaklik kullanilmistir.
Isitsel uyaran olarak 21/saniye tekrar hizinda 30-
2000 Hz bant-pass filtreli 16 kHz'lik Tone-Burst
uyarist kullanilmistir. Egik, 100 dB SPL' den
baslayarak, ardindan esige ulasilana kadar 10
dB'lik basamaklar ile azaltilarak belirlendi. ABR
esigi besinci dalganin gozlemlendigi en diisiik
yogunluk seviyesi olarak tanimlanmustir.

Biyokimyasal degerlendirme

Biyokimyasal analizler i¢in sicanlardan
alman kan Ornekleri 3.000 rpm'de 15 dakika
santrifiij edilmis ve serum izole edilmistir.
Oksidatif stres, pro- ve antioksidanlar arasindaki
dengenin  pro-oksidanlara  dogru  kaymasi
anlamma gelir '°. Zaman ve maliyet nedeniyle
farkli antioksidanlar1 tek tek Olgmek zordur.
Yakin zamanda gelistirilen toplam antioksidan
durumu  (TAS) O6lgme  yoOntemi, tiim
antioksidanlarin serumda basit bir 6l¢iimle tek
bir parametre olarak kisa siirede ¢ok diislik bir
maliyetle kaydedilmesini saglar '". TAS,
antioksidanlarin birlesik aktivitesini ve toplam
antioksidan  seviyesini  Olgerek  kapsaml
antioksidan durumunu degerlendirir. Bununla
birlikte, tek bir prooksidan molekiiliin Slgiimii
icin pratik yontemler yoktur, ancak bunun yerine
tek bir parametre olan toplam oksidan durumu
(TOS) serumda olgilebilir '®. TOS, toplam
oksidan seviyelerinin bir gostergesidir. Oksidatif
stres indeksi (OSI) viicuttaki oksidatif stres i¢in
daha dogru bir indeks saglar, ¢linkii bu oran tiim
oksidan ve antioksidan aktivitelerin toplamini
hesaba katar. TAS ve TOS, Rel Assay
Diagnostics kiti (Mega Tip San ve Tic Ltd Sti,
Gaziantep, Tiirkiye) ile dl¢lilmiistiir ve OSI, TAS
ve TOS'tan (OSI: TOS / TASX100)
hesaplanmastir.

[statistiksel analiz
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Istatistiksel analiz SPSS siiriim 22.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) kullanilarak
yapilmisti.  Tim nicel degiskenler merkezi
konum dlgtileri (ortalama ve medyan) ve dagilim
Olciileri (standart sapma) kullanilarak
hesaplanmistir. Veri normalligi Kolmogorov-
Smirnov testleri kullanilarak kontrol edilmistir.

DPOAE ve ABR degerlerinin gruplar
arast karsilagtirmalar1 i¢in tek yonlii ANOVA
kullanilmistir ve gruplar arasindaki farklar p
<0.05' te istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.  Gruplar arasindaki  farkliliklar
belirlemek icin Tukey's (HSD) post-hoc testi
kullanilmustir.

Eslestirilmig ornekler t-testi, DPOAE ve
ABR degerlerinin grup ici karsilagtirmalari i¢in
kullanilmistir ve grup igindeki fark p <0.05' te
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Gruplar arasi biyokimyasal
parametrelerin degerlendirilmesinde tek yonli
ANOVA kullanilmistir ve gruplar arasi farklar p
<0.05' te istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi). =~ Gruplar  arasindaki  farkliliklari
belirlemek icin Tukey's (HSD) post-hoc testi
kullanilmistir.

BULGULAR

Distorsiyon tirlinii otoakustik emisyon

Grup 2'de 6. giindeki SNR oran1 degerleri
(SNR, dB), 998 frekans1 haricinde baslangic
degerlerinden anlamli derecede disiikti (p
<0.001).

Grup 1, 3 ve 4' te ¢alisma basinda ve 6.
giinde oOl¢iillen SNR degerleri arasinda anlaml
bir fark bulunmadi (p> 0.05) (Sekil 1).

Gruplar arasi1 karsilastirmada, baslangic
degerlerinde fark olmamasina ragmen, 6. giinde
998 harig tiim frekanslar i¢in 2. grupta degerler
anlamli olarak daha diisiiktii (p <0.008).

Isitsel beyin sap1 yanit1

Gruplar arasinda ilk ABR esiklerinde
anlaml1 bir fark olmamasina ragmen (p> 0.05), 6.
giinde grup 2'deki ABR esikleri 1., 3. ve 4.
gruplardan anlamli olarak daha yliksekti (p
<0.001). 2. grupta ABR esikleri 6. giindeki
baslangi¢  degerlerinden anlamli  derecede
yiiksekti (p <0.001). Grup 1, 3 ve 4'te ilk ABR
esik degerleri ile 6. glinde elde edilenler arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05 ) (Tablo 1).

Biyokimyasal parametreler
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TOS ve OSI degerleri grup 2'de diger TAS degeri grup 3 ve 4'te grup 2'ye gore
gruplara gore anlamli olarak yiiksekti (p <0,001). anlamli olarak yiiksekti (p = 0,001). (Tablo 2)
Grup 1, 3 ve 4'lin TOS ve OSI degerleri arasinda
anlamli farklilik gézlenmedi (p> 0,05).

Grup 1 (kontrel) Grup 2 (sisplatin)

—_

SNR, dB
SNE, dB

SNE, dB
=
W
=2
S

SNR. dB

Sekil 1: Gruplar arasit DPOAE SNR degerlerinin karsilagtirilmasi

Tablo 1: ABR esik degerlerinin karsilagtirilmasi

Grup Baslangi¢ 6. Gln Paired T Test
Grup 1 (kontrol) 482 +42 49,1 +£3,6 p=10,44
Grup 2 (sisplatin) 483+44 69,8+7,8*  p<0,001

Grup 3 (sisplatint+naringenin) 46,6 £5,3 50,2+54*% p=0,06

Grup 4 (naringenin) 45,7+5,2 47,6 49 p=0,18
Anova P=0,1 p=0,001
Tukey * p<0,0014 grup 1, 3 ve 4 ile karsilagtirma

**p=0,4 grup 1 ile karsilagtirma
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Tablo 2: Biyokimyasal parametrelerin karsilagtirilmasi

Grup TAS TOS OSI
(umol Troloxequiv./L) (umol H202 equiv./L) (TOS/TASX100)

Grup 1 (kontrol) 1,3+0,31 5,33 +1,51 0,048 + 0,03
Grup 2 (sisplatin) 1,1 £0,34 9,27 +2,12 0,11+0,05
Grup 3 (sisplatintnaringenin) 1,74 £ 0,43 4,63 + 1,48 0,027 £0,013
Grup 4 (naringenin) 1,84 £ 0,26 5,66 +1,33 0,034 + 0,008
P(ANOVA) P<0,05 P<0,05 P<0,05

TARTISMA caligmalar ototoksisite patogenezinin altinda

Sisplatin, c¢esitli kanserlerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan kemoterapotik bir
ajandir. Ne yazik ki, nefrotoksisite, norotoksisite
ve ototoksisite gibi ciddi yan etkiler
yaratmaktadir. Bu calisma naringeninin sisplatin

ototoksisitesine  karsi  potansiyel koruyucu
etkisini arastirmistir.
Sisplatin  uygulanan grupta DPOAE

degerlerinde azalma ve ABR esiklerinde artis
gbzlemlenmistir.

Biyokimyasal bulgular ototoksisiteyi
dogrulamistir. Naringenin + cisplatin verilen
grupta DPOAE degerleri ve ABR esiklerinin
korundugunu gorilmiistiir. Biyokimyasal
degerlendirmede,  oksidatif =~ parametrelerin
naringenin + sisplatin grubunda daha diisiik ve
antioksidatif parametrelerin sisplatin grubundan
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Sonug olarak,
naringeninin sisplatin kaynakli ototoksisitede
koruyucu etkisi odyolojik ve biyokimyasal
degerlendirmelerle gosterilmistir.

Sisplatin ototoksisitesinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak
anlagilmamistir.  Bununla  birlikte,  Onceki
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yatan mekanizmanin oksidatif stres olabilecegini
gostermigtir. Sisplatin, Corti'nin organi, stria
vaskiilaris, spiral ligaman ve spiral ganglionik
hiicrelerde asir1  serbest oksijen radikalleri
iiretimine ve buna bagli koklea ve OHC' lerde
oksidatif hasara yol agarak apoptoza neden
olur''. Sisplatin, asir1 serbest oksijen radikalleri
iiretimi yoluyla antioksidan enzimlerin seviyesini
diisiiriir. Serbest oksijen radikal iiretimi ve
antioksidatif savunma mekanizmalar1 arasindaki
stabilite bozuldugunda, oksidatif stres meydana
gelebilir ve bu da koklea hiicresi hasarina veya
Sliimiine neden olabilir '°. Sisplatin tedavisinin
antioksidan enzimlerde (TAS gibi) bir azalmaya
ve oksidatif stres iirtinleri (TOS ve OSI gibi)
seviyesinde bir artisa neden olabilecegi iyi
bilinmektedir ** *'. Onceki ¢aligmalara uygun
olarak, TOS ve OSI diizeylerinin grup 2'de diger
gruplara gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu saptanmstir ki bu da sisplatinin serbest
oksijen radikallerini artirarak oksidatif stresi
artirdigin1 gostermektedir (Tablo 2).

Naringenin, turunggillerden elde edilen
baslica biyoaktif flavonoid bilesigi ve giiclii bir
antioksidan ajandir '. Antioksidan aktivitesini,
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serbest oksijen radikallerini siipiirme ve lipid
peroksidasyonunu inhibe etme gibi farkh
mekanizmalarla gosterir >*. Daha dnce yapilmis
olan c¢aligmalar naringeninin, GSH (glutatyon)
veya SOD (siiperoksit dismutaz) gibi antioksidan
enzimlerin artis1 nedenli oksidatif hiicre hasarina
karst koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir 22 Calismamizda grup 3 (sisplatin +
naringenin) ve 4 (naringenin) antioksidan
parametre TAS degerini grup 2' ye (sisplatin)
gore anlamli olarak yiiksek bulduk (Tablo 2). Bu

bulgu, naringeninin antioksidan aktiviteyi
artirdigina dair onceki calismalari
desteklemektedir.

Bu calismanin gii¢lii yonleri, odyolojik
degerlendirmede DPOAE ve ABR testlerinin ve
oksidatif stresin degerlendirilmesinde
biyokimyasal parametrelerin kullanilmasidir.

Calismanin  siurliliklart i¢inde, farkli
naringenin dozlarin etkinliginin
degerlendirilmemesi, gruplardaki hayvan
sayisinin istatistiksel olarak yeterli olsa da kii¢iik

olmas1 ve literatiirde naringenin etkinligine

iligkin doz yanit caligsmalar1 olmasina ragmen 3
naringenin etkisi i¢in doz karsilastirmasi
yapilmamasi sayilabilir. Calismamizda

naringenin dozunun daha Once yayinlanmig
calismalara gore belirlenmis olmas1 da
arastirmamuzin  bir smirlamast olabilir " 2,
Ayrica naringeninin  sisplatinin  antitiimoral
aktivitesi tizerindeki etkisini arastirmadik. Farkli
dozlarin etkinligini ve naringeninin sisplatinin
antitiimoral aktivitesi iizerindeki etkinligini
gelecek calismalarda degerlendirmek gerekir.

SONUC

Bu c¢alisma, naringenin kullaniminin
sisplatin ~ kaynakli  ototoksisitede  etkisini
degerlendiren ilk calismadir. Calismamiz

odyolojik (DPOAE ve ABR) ve biyokimyasal
degerlendirme ile sisplatinin ototoksik etkilerinin

eszamanli naringenin kullanimryla
sinirlanabilecegini  gostermistir. Bulgularimizi
dogrulamak i¢in daha fazla deneysel ve

prospektif randomize klinik caligmalara ihtiyag
vardr.
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