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OZET

Effiizyonlu otoitis media’li hastalarda ventilasyon tiipii takilmasinin
komplikasyonlarindan biri de miringosklerozdur. Kulak zarinda meydana gelen
miringoskleroz isitme kaybina neden olabilmektedir. Miringosklerozun énlenmesi bu
acidan Onemlidir. Miringosekleroz gelisiminde, orta kulak kavitesinde gelisen
hiperoksik durum nedeniyle artan serbest oksijen radikalleri ve mekanik hasarlanmanin
asil neden olabilecegi gosterilmistir. Caligmamizin amaci antioksidan bir madde olan
Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)’1n miringosklerozu 6nlemedeki roliinii arastirmaktir.

Bu calismada 18 adet rat rastgele lic gruba ayrildi. Gruplardaki biitlin ratlarin
bilateral kulak zarlarina miringotomi uygulanip 1. gruba herhangi bir tedavi verilmedi.
2. gruptaki ratlara intraperitoneal olarak serum fizyolojik, 3. gruptaki ratlara ise
intraperitoneal olarak EGCG verildi. islem sonrasinda ratlarmn bullalari ¢ikarildi. Ayrica
ratlarin dekapitasyon sirasinda intra kardiyak olarak kanlarida alindi. Her bir grubtaki
miringoskleroz derecesi once viziiel sonra histopatolojik olarak degerlendirildi. Alinan
kanlarda Malondialdehid (MDA), Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve
Glutatyon peroksidaz (GPX) diizeylerine bakildu.

EGCG verilen grupta miringoskleroz (MS) viziiel ve histopatolojik olarak diger
gruplara gore anlaml derecede diisiik bulundu (P< 0,005). EGCG verilen grupta MDA,
SOD, ve CAT diizeyleri arasinda diger gruplara gore anlamli farklar bulundu (P<0,05).
Gruplardaki GPX diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadi (P>0,05).

Sonug¢ olarak antioksidan bir madde olan EGCG’nin miringotomi uygulanan
kulaklarda miringoskleroz gelisimini 6nledigi ve antioksidan enzimler tizerinde olumlu
etkileri oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Miringoskleroz, antioksidan enzimler, EGCG
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ABSTRAC

One of the complications of the ventilation tube insertion in patients with otitis
mediawith effusion is myringosclerosis. The prevention of myringosclerosis is
important because it can cause hearing loss. The pathogenesis of myringosclerosis
might be due to an increased production of O2 derived free radicals as an outcome of a
hyperoxic condition and mechanical damage in the middle ear cavity. Aim of our study
is to evaluate the protective effect of Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) as an
antioxidant on myringosclerosis.

In this study, 18 rats were divided into 3 groups randomly. After myringotomy
of all of rats, group 1 was left untreated. Intraperitoneal saline was given to group 2 and
intraperitoneal EGCG was given to group 3. After the processing, the bullas of rats were
removed. Also intracardiac blood were taken during decapitation. The grade of
myringosclerosis in all of the groups was evaluated visually and histopathological.
Malondialdehyde (MDA), Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and
Glutathione peroxidase (GPX) levels were looked at blood samples.

The grade of myringosclerosis (MS) was significantly more lower in EGCG
group than other groups (P< 0,005). MDA, SOD and CAT levels were significantly
different in EGCG group than others (P< 0,005). GPX levels were not significantly
different in all groups (P>0,05).

In conclusion; we showed that EGCG as an antioxidant has a preventive role in
the development of myringosclerosis in the experimental animal model after
myringotomy and a positive effect on antioxidant enzymes.

Key words: Myringosclerosis, antioxidant enzymes, EGCG
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1. GIRIS VE AMAC

Miringoskleroz (MS) timpanik membranin belirli alanlarinda kollajen
tabakasinin hiyalinizasyon ve kalsifikasyonu ile karakterize olup beyaz kire¢ lekeleri
seklinde goriiliir. Histolojik olarak lamina propria igerisinde kolajen liflerinde artisin
yanisira hiyalin dejenerasyonu ve ekstraselliiler kalsiyum birikimide olmaktadir [1].
Nedenleri arasinda ventilasyon tiipii takilmasi, orta kulak iltihabi, travma, cesitli
kimyasal ajanlar, efiizyonlu otitis media ve immiinite olarak gosterilmektedir [2].
Ayrica Genetik ve lokal metabolik degisikliklerde MS etyolojisinde suglanmaktadir [3].
MS timpanik membrandaki yara iyilesme siirecinin farkli donemlerinde ortaya ¢ikabilen
geri doniistimstiiz bir durumdur.

Timpanoskleroz (TS) teriminin tarihsel gelisimine baktigimiz zaman ilk olarak
Cassebahm timpanosklerozu timpanik membranda kiregli yamalar seklinde tarif etmis
[4]. Von Trolsch 1873°de ilk kez skleroz terimini eklemis [5]. Zollner 1956 yilinda
timpanoskleroz olarak adlandirmistir [6]. Bu siirecte sklerotik plaklar ¢ogunlukla
muayene esnasinda timpanik membranda goriildiigiinden dolayr da miringoskleroz
olarak ifade edilmektedir [7]

Son yillarda yapilan ¢aligmalar da ventilasyon tlip takilmasi veya timpanik
membran travmasi sonrast MS gelisimi ile reaktif oksijen iriinleri arasinda iligki oldugu
ortaya konmustur [8, 9].

Miringoskleroz olusturularak yapilan baz1 deneysel calismalarda da antioksidan
Ozelligi olan bazi maddelerin miringoskleroz formasyonu sonucu olusan sklerotik
lezyonlar1 azalttigi bildirilmistir [1, 10]. Epigallokatesin 3-gallat da antioksidan
ozellikleri olan bir maddedir [11]. Bu maddenin miringoskleroz olusturulan ratlarda
miringoskleroz lizerine etkisinin ortaya konulmasi ventilasyon tiipii takilmasi gibi kulak
zarma yonelik girisimsel islemler sonucu olusan miringosklerozun énlenmesine katkida

bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anatomik Yapi
2.1.1. Kulak Zarimin Yapisi

Timpanik membran dis kulak yolu ile orta kulagi birbirinden ayirir. Timpan zar1
erigkinde aurikuladan ortalama 2.5-3 cm uzakliktadir. Zar horizantal ¢apt 8-9 mm,
vertikal ¢apt 9-10 mm ve ortalama kalinligi 0.1 mm dir. Total alani 66-90 mm?,
fizyolojik efektif alani ise 55 mm? dir [12].

Kulak zar1 timpanik kemigin sulkus timpanikus denilen kismina oturur. Buraya
ring yani tmpanik halka denilir. Timpanik kemik 6ne ve arkaya dogru iki uzanti
gondererek sulkus timpanikusu yapar. Fakat bu uzantilar birbirleri ile birlesmez ve
halkanin st ucu agik kalir. A¢ik kalan bu kismi skuaméz kemigin skutum denilen
parcast doldurur. Skutumun doldurdugu timpanal kemigin iki uzantis1 arasindaki
acikliga Rivinius centigi adi verilir. Kulak zari sulkus timpanikus igerisine annulus
fibrosus tarafindan sabitlenir. Timpanik kemigin her iki uzantisinin bitim noktalarindan
malleusun basina dogru iki plika uzanir ve kulak zarin1 malleusa baglar. Bunlar plika

malleus anterior ve posterior adini alirlar [13].

Incus, Crus longum | /Pars flaccida*
\ /
Plica mallearis posterior; \ | / /Plica mallearis anterior
Chorda tympani | |\ " /

\ e
Stapes, Crus posterius €y =
\ A %)

\
g — — ~ Prominentia

mallearis

+ — Stria
mallearis

~ Umbo
membranae
tympanicae
By — ~ Parstensa
Promontorium  ~

Fossula fenestrae  ~
cochleae

Anulus fibrocartilagineus = S

~
Anulus tympanicus

Sekil-1. Kulak zarimin lateralden goriiniimii [14].

Kulak zarinin timpanal kemik i¢inde kalan kismina pars tensa denir. Pars tensa
gergindir ve ses dalgalar ile titresen kisim burasidir. Rivinius ¢entigini dolduran kisim
ise gevsektir ve bu kisma ise pars flaccida (Shrapnell zari) adi verilir. Timpanik
membranin mediale dogru ¢dkmiis olan en derin noktasina umbo denir ve bu nokta

malleus uzun kolunun timpanik membrana tutundugu kisimdir. Pars tensanin 6n alt



tarafinda umbodan baslayarak one ve agagiya dogru zarin kenarina kadar uzanan iiggen
tarzinda aydinlik bir alan goriliir. Bu alana Politzer tiggeni adi verilir. Manubrium
malleinin eksenine tam umbo hizasinda bir dik ¢izilecek olursa, kulak zarinin pars tensa
kismi dort sanal parcaya ayrilmis olur. On iist, 6n alt, arka 6n ve arka altdir [13].

Bu boliinmenin kulak zarindaki lezyonlar1 ve bazi girisimleri belirlemek
bakimindan yarar1 vardir. Arka iist bolge inkusun inen kolu, stapesle yaptigi eklem ve
korda timpaniyi igermesi bakimindan tehlikeli kabul edilir ve bu bélgede kulak zarina
iliskin islemlerden kacginilir. Arka alt duvar kulak zar1 ile orta kulagin medial duvari
(promotoryum) arasindaki mesafenin en dar oldugu yerdir. Yuvarlak pencere burada yer
alir. Diger bolgeler kulak zarina yapilacak islemler agisindan daha emindir.
2.1.1.1. Kulak Zarmn Arterleri

Kulak zarmmin beslenmesi; lamina propria ile baglantisi olan epidermal ve
mukozal yullzeylerden gelen arterlerle saglanir. Membranin dis yullzul[lnulln
kanlanmasi internal maksiller arterin bir dali olan derin aurikuler arter, medial yiiziiniin
kanlanmasi ise posterior aurikuler arter ve timpanik arter ile olur ve venler arterlere
eslik eder [13, 15, 16].
2.1.1.2. Kulak Zarmm inervasyonu

Nervus Vagus’ un aurikuler dali, n. fasialis’ in aurikuler dali, n. trigeminus’ un
n. mandibularis dalina ait aurikulotemporalis dali ve N. Glossofaringeus’ un timpanik
dali tarafindan saglanir [13, 15, 16].
2.1.1.3. insan ve Rat Kulak Zarlar1 Arasindaki Farklar

Insan ve rat kulak zarlari benzer oOzellik gdstermekle birlikte Sekil-2’de

gorildigii gibi farkliliklarida bulunmaktadir [17].



Rat Insan

Sekil-2. Rat ve insan kulak zarinin karsilastirmali sekli (PF: Pars flaksida, PT: Pars
tensa, ANT: Anterior, POST: Posterior) [17].

1-Insanlarda pars fleksida pars tensanin %3-6 s1 kadarken ratlarda %25-29’u kadardir.
2-Malleusun kisa prosesi insanda anterioru isaret etmekte iken ratlarda posterioru isaret
etmektedir.
3-insan timpanik membranmin antero-posterior ¢ap1 9-10.2 mm civarmnda iken, rattaki
2.2-2.4 mm civarindadir.
4-insanda malleus posterior duvara dogru yonelirken, ratlarda inferior duvara dogru
hafif¢e egilmekte [17].
2.1.2. Orta Kulak

Orta kulak, timpan zar1 ile i¢ kulagin kapsiilii arasindaki bosluktan, bu boslugun
icindeki ossikiiler ve muskiiler yapilardan ve tuba auditiva ( ostaki tiipii) ile mastoid
hava hiicreleri olarak tanimlanan eklerden olusur. Ses dalgalarinin i¢ kulaga
iletilmesinde gorev alir. Timpan zarmin st ve alt smirlart timpan boslugunu
epitimpanum (attik), mesotimpanum ve hipotimpanum adindaki béliimlere ayirir [18].
Orta kulak dar ve yiiksek bir bosluktur. Ortalama hacmi 0,5 cm3 olarak kabul
edilmektedir. Orta kulagin diisey ve 6n arka uzunlugu hemen hemen esit olup yaklasik

15 mm dir. Ancak bu genislikler her yerde ayni degildir.
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Sekil-3. Orta kulagin komsuluklari [19].

Orta kulagin yiiksekligi 6n altta karotid kanalinin yaptig1 tiimsek yiiziinden azalir. Onde
eustachi borusunun agzinda yiiksekligi yaklasik 7 mm iken, arkada aditus hizasinda 15
mm’dir. Ayni sekilde, orta kulagin medio lateral yondeki genisligi de promontoryumun
tiimsekligi yliziinden altta daha azdir. Tegmen hizasinda 7 mm olan genislik, umbonun
¢oklintiisii ve promontoryumun ¢ikintis1 yiliziinden altta 1.5-2 mm’ye kadar iner. Bu
nedenle alt arka kadrandan yapilacak parasentezlerde promontoryumu yaralama olasiligi
artar.

Orta kulak prizma gibi alt1 yiizey gosterir. Dis ve ig, list ve alt, on ve arka.
Timpanik kavitenin sinirlarini su sekilde 6zetleyebiliriz (Sekil-3).
Tavan : Tegmen timpani adin1 alir ve orta fossa ile komsudur.
Taban : Bulbus ve vena jugularis ile komsudur.
Arka duvar : Arka kisim mastoid ile iliskilidir.
On duvar : internal karotid arterin yaptig1 ¢ikint1, dstaki borusu ve m. tensor timpani
bulunur.
i¢ duvar  : Promontoryumun yaptig1 ¢ikinti ile i¢ kulakla komsuluk gosterir.
Dis duvar : Yukaridan asagiya dogru skutum,kulak zari, ve hipotimpanum diye
kisimlara ayrilir [13].

Orta kulak boslugunun arteriyel kanlanmasi a. Aurikularis posteriorun



stilomastoid dali orta meningeal arterin ramus petrosus ve ramus timpanikus superior
dallari, a. maksillaris internanin anterior timpanik dali, ve a. karotis internanin
karotikotimpanik dallar1 ile saglanir.

Vendz drenaj pterigoid venoz pleksusa ve superior petréz sinulJse olur. Lenfatik
drenaji parotid ve retrofaringeal lenf nodlarina olmaktadir.

Orta kulak duyu dallarin1 timpanik plaksus ile saglar. Timpanik plaksus 9.
Kranial sinirin timpanik dali ve internal karotis arterin sempatik pleksustan gelen
sempatik ve parasempatik liflerinden meydana gelmistir [13, 15].

2.2. Timpanik Membranin Histolojik Yapisi

Pars tensa ii¢ tabakadan olusur. Dista DKY derisi, i¢ yiizde orta kulak mukozasi
ve bunlarin arasinda da fibroz tabaka vardir. Fibroz tabaka dista stratum radiale ve igte
stratum sirkiilare denilen liflerden yailmistir. Sirkiiler tabakada parabolik, semisirkiiler
ve transvers lifler vardir. Fibroz tabaka kapillerlerden fakirdir. Bu ylizden dis etkenlerle
kolayca erir. Ayrica arka ist kisminda bazi kisilerde olmayabilir. Bu yiizden negatif
basinca en duyarli kulak zar1 kismi arka tist kisimdir. Pars tensa pars flaksidadan daha
esnek ve gevsek yapiya sahiptir. Pars flaksida bolgesinde fibroz tabaka yoktur. Buna
karsilik ince konjunktif bir tabakanin bulundugu son yillarda gosterilmistir. Bu tabakada
zengin bir kapiller ag1 ve sinirler bulunur [13].

2.3. Perfore Timpanik Membranin Iyilesme Mekanizmasi

Kulak zarinda farkli nedenlerle meydana gelen perforasyonlarin biiyiik bir kismi
timpanik mebrandaki epitel dokunun proliferasyon ve migrasyon aktivitesine baglh
olarak kendiliginden iyilesmektedir [20]. Travmatik perforasyon sonrasi kulak zarimin
rejenerasyonu epitel proliferasyonu, epitel gogii, fibroblast proliferasyonu, neo-
anjiogenezis ve dokunun yeniden sekillenmesini iceren karmasik bir biyolojik
stirectir[21, 22]. Timpanik membranin iyilesmesi iki 6nemli nedenden dolay1 viicuttaki
diger doku iyilesmelerinden ayrilir. Ilk olarak distaki skuaméz epitelin kulak zarinm
merkezinden annulusa ve dis kulak yoluna dogru siirekli bir migrasyon halinde olmasi,
ikincisi ise perforasyon alaninda rejenerasyon gosteren epitele altta destek gorevi
goren, reperatif hiicrelere ve besinlere gegis saglayacak dnceden olusmus bir matriksin
olmamasidir [21, 23, 24]. Perforasyonu takiben artmis proliferasyon ve keratinosit oncii
hiicrelerin migrasyonu umbo, annulus bolgesi ve malleus boyunca riiptiir sinirina
dogrudur. Ince epitelyal tabakanin aktivasyonu bazal laminanin genislemesi igin iskelet
gorevi gormektedir [25]. Timpanik membranda perforasyon olusumunu takiben fibroz

tabakada 6dem, epitelde nekroz ve perforasyon kenarlarinda eksuda olugsmasi sayesinde



perforasyon kenarlari korunarak dehidratasyon onlenmis olur [26]. Perforasyon
sonrasindaki ilk iki giin igerisinde, arta kalan timpanik membranin distaki epitel katinda
yogun bir proliferasyon baslamaktadir [27]. Rat timpanik membraninda yapilan bir
calismaya gore erken donemdeki epitelyal proliferasyonun perforasyon kenarlarinda
degil de perforasyon alanindan uzak olan anulus ve manubrium mallei civarinda
bagladig1 gosterilmistir [28]. Perforasyon alaninin uzaginda prolifere olan epitelyum
hiicreleri, perforasyon alaninda biriken keratinin kilavuzlugunda perforasyon merkezine
dogru ilerleyerek perforasyonu kapatirlar ve timpanik kaviteye ait olan epitel tabakasi
yavas prolifere oldugu i¢in perforasyonun kapanma siirecinde minimal dneme sahiptir
[20, 21, 28]. Kapanmayla birlikte olusan fibréz tabakanin yeniden sekillenmesi
sonucunda perforasyon alaninda daha ince bir zar yapisi olusurken perforasyon
alanindan uzak olan saglam alanlarda ise timpanik membran kalinliginin artmis oldugu
goriilmektedir. Inflamasyondan sonra olusan fibroblastik aktivasyon ve kollajen sentezi,
bu alanlarda timpanik membran kalinliginin artmasima neden olmaktadir [29, 30].
Kalinlasmis lamina propria i¢inde saglam timpanik mebranin pars tensasinda agirlikli
olarak bulunan tip II kollajen yerine tip I ve III kollajen birikimi vardir [31, 32].
Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalara gére epidermal biiyiime faktorii (EGF) yada
bazik fibroblast biiyiime faktorii (DFGF) gibi ajanlarin  lokal olarak uygulanmalarinin
akut timpanik membran perforasyonlarinin kapanma siirecini hizlandirdig: bildirilmistir
[20, 22, 33].
2.4. Miringoskleroz Olusumu

Miringoskleroz timpanik membranin belirli alanlarinda kollajen tabakasinin
hiyalinizasyon ve kalsifikasyonu ile karakterize olup beyaz kire¢ lekeleri seklinde
goriiliir. Histolojik olarak lamina propria igerisinde kolajen liflerinde artigin yanisira
hiyalin dejenerasyonu ve ekstraselliiler kalsiyum birikimide olmaktadir [1]. Nedenleri
arasinda ventilasyon tiipli takilmasi, orta kulak iltihabi, travma, ¢esitli kimyasal ajanlar,
eflizyonlu otitis media ve immiinite olarak gosterilmektedir [2]. Ayrica Genetik ve lokal
metabolik degisikliklerde MS etyolojisinde suglanmaktadir [3]. MS timpanik
membrandaki yara iyilesme siirecinin farkli donemlerinde ortaya cikabilen geri
doniisiimsiiz bir durumdur.

Timpanoskleroz teriminin tarihsel gelisimine baktigimiz zaman ilk olarak
Cassebahm timpanosklerozu timpanik membranda kirecli yamalar seklinde tarif etmis
[4]. Von Trolsch 1873 de ilk kez skleroz terimini eklemis [5]. Zollner 1956 yilinda

timpanoskleroz olarak adlandirmistir [6]. Bu siiregte sklerotik plaklar ¢ogunlukla



muayene esnasinda timpanik membranda goriildiigiinden dolayr da miringoskleroz
olarak ifade edilmektedir [7].

Mattsson C ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore, perforasyon sonrasi
dokuzuncu saatten itibaren miringosklerozun goriilmeye basladigi gosterilmistir ve
timpanik mebranin perforasyonundan sonra baslayan inflamatuar siirecin dokuzuncu
saat gibi erken doneminde gozlenen major histolojik bulgu, kollajen tabakadaki yogun
makrofaj infiltrasyonu olmustur. Bundan dolayr artmis makrofaj infiltrasyonu ile
miringoskleroz gelisimi arasinda yakin iliski oldugu 6ngoriilmektedir [34].

Schiff ve ark. orta kulakta inflamatuar reaksiyona bagli lokal antikorlarin
kompleman sistemini aktive ettigi immiinolojik teoriyi 6ne siirerlerken [35], baska bir
calisma da ise fibroz hiperplazi ve timpanik membranda ventilasyon tiip varliginda zarin
hareketenin engellenmesine bagli olarak kalsifikasyon gelisebilecegini bildirmislerdir
[36]. Kulak zarma ventilasyon tiipiiniin yerlestirilmesi sirasinda orta Kkulaktaki
eflizyonun aspire edilmesi ve intratimpanik kanamanin da timpanoskleroz olusumu igin
predispozan faktor olabilecegi ongdriilmiistiir [37].

MS nin kesin etyolojisi ve patolojisi heniiz bilinmemektedir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, MS olusumunda ana nedensel faktorlerin oksijenden tiiretilmis
serbest radikaller ve mekanik hasar olabilecegini gostermistir [38].

Timpanik membrana ventilasyon tiipii takilmasi disardaki havanin orta kulak
kavitesine girisine izin verir ve bu relatif bir hiperoksik durum olusturur [39]. Bu relatif
hiperoksi, oksijenden kaynaklanan serbest radikallerin iiretiminde artisa ve bunun
sonucu olarakta sklerotik plaklarin gelisimiyle ilgili stirecin baslamasinda iliskili olabilir
[40].

Ayrica hayvanlar iizerinde yapilan daha sonraki c¢alismalar farkh
antioksidanlarin miringosklerozu dnleyici etkiye sahip oldugunu gostermistir [1, 10].
2.5. Radikal Kavramm Ve Oksijen Radikalleri

Atom yapisi, bir cekirdek ve cevresinde bulunan degisik elektronlardan
olugmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital
adi verilen yoriingelerde hareket etmektedir. Her orbitalde yerlesik iki elektron,
birbirine zit yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Buna uygun olarak her bir
orbitale dnce birer tane aynit yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasina
gore sayilar1 artan elektronlar tekrar ayni sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale

yerlesmektedir.



Atom numarast 8 olan oksijen atomunun 8§ elektronu bulunmaktadir. Oksijen
molekiiliindeki ayni yonde donen iki elektrona sahip 2p son orbitali 6nem tagimaktadir.
Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gectiginde veya
farkli orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olugsmaktadir. Orbitallerden
birine veya ikisine ters doniislii bir veya ters doniislii iki elektron yerlestirilmesi ile
radikal elde edilmektedir. Dogal oksijen molekiiliinden degisik sayida oksidan molekiil
meydana gelebilmektedir. Serbest radikal, oksidan molekiil veya en dogru adlandirma
ile reaktif oksijen tiirleri, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis tek elektron
iceren ve bu nedenle reaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir (Tablo-1) [41, 42].

Tablo-1. Reaktif oksijen ve azot partikiilleri [42].

Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit, Oz~ Hidrojen peroksit, H,O»

Hidroksil. OH" Hipokloréz Asit, HOCI1
Hipobromoz Asit. HOBr

Peroksil. RO’ Ozon. Oz

Alkoksil. RO+ Singlet Oksijen. Ag O->

Hidroperoksil. HO»"
Reaktit Azot Tirleri (RINS)

Radikaller Nowradikaller
Witrik oksit. NO- Nitroz asit. HINO»
Azot dioksit. NO-" Nitrozil katyonu. NO™©

Nitroksil anyonu. NO~
Diazot tetroksit. N>O4
Diazot trioksit, WN>Os
Peroksi nitrit. ONOO~
Peroksi nitroz asit,
ONOOH

Nitronyum katyonu., NO->~
Alkil peroksinitritler.
ROONO

2.5.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller baslica ii¢ sekilde olusabilmektedir;
2.5.1.1. Kovalent bagin homolitik ayrilmasi

Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik yarilmasi sonucu eslenmis
elektronlardan herbirinin ayr1 pargada kalmasi ile serbest radikaller meydana
gelmektedir.
2.5.1.2. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi

Molekiiliin yapisindaki atomlardan birisinden elektron uzaklastirilmast sonucu

olusmaktadir.



2.5.1.3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi sonucu reaktif 6zellik tagiyan yapilar
olusmaktadir. Negatif yiiklii elektron sayisi1 ¢ekirdekteki pozitif yiiklii proton sayisi ile
esit olmayan molekiiller olduklar1 i¢in dayanikli olmayan serbest radikaller, elektron
konfigiirasyonlarini1 pozitif ylikle dengelemeleri gerektiginden cok reaktiftirler. Tek
elektronunu bir bagka molekiile verebilen bu radikaller, bir baska molekiilden elektron
alarak elektron cifti olusturabilmektedir. Sonugta radikal olmayan bir yapi elektron
vererek radikal sekline dontisebilmektedir.

En reaktif ve toksik etkili radikal olan hidroksil radikali (OHe¢) Haber-Weiss
tepkimesi ile olugsmaktadir (Sekil-4) [41].

H.O: + Oz + H+ -OHe + H:0: + O

Sekil-4. Haber-Weiss tepkimesi

2.5.2. Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklari
2.5.2.1. Elektron Transport Zinciri

Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile oksijeni suya
indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport sisteminde yer alan pek cok
bilesik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile tepkimeye girerek O?s salinimina
neden olmaktadir. Bu tek degerli oksijen kacagi olarak tanimlanmaktadir. Bu kagaga
neden olan faktorler bilinmemektedir. Normal kosullarda bu kagak hiicrenin savunma
sistemleri ile yok edilebilmektedir. Ancak oksidan stres durumunda savunma sistemleri
yetersiz kalmakta ve mitokondride hasar olusmaktadir. Bu hasar sonucu hiicrenin enerji
sisteminin etkilenmesi ile ATP kullanimindaki artisa ve ATP sentezindeki azalmaya
bagli olarak hiicrede ATP diizeyi hizla diismektedir. Gliseraldehid 3-fosfat
dehidrogenazin iki SH grubunu kaybetmesi sonucu NAD baglanamadig1 veya ATP
sentetaz aktivitesi inhibe oldugu i¢in ATP sentezi azalmaktadir [41].
2.5.2.2. Enzimatik Tepkimeler

Oksijen iceren tepkimeleri katalizleyen enzimler oksidazlar veya oksigenazlar
olarak siniflandirilmaktadir. Elektronlari oksijene aktaran oksidazlar oksijenin su veya
hidrojen perokside (H:0:) indirgenmesini saglamaktadir. Oksigenazlar oksijenin bir

substratin yapisina katilmasini  gergeklestirmektedirler. Bu gruptaki enzimlerin
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katalizledigi tepkimelerde serbest radikaller olusabilmektedir. Viicutta enzimatik
tepkimelerde endojen olarak oksijen metabolitleri meydana gelebilmektedir.
2.5.2.3. Enzimatik Olmayan Tepkimeler

Otooksidasyon tepkimeleri sonucu enzimatik olmayan kaynaklardan reaktif
oksijen metabolitleri olusmaktadir
2.5.2.4. D1s Etmenler
Radyasyon, sigara, alkol, hava kirliligi gibi ¢esitli dis etkenler ile reaktif oksijen
metabolitleri olusabilmektedir.
2.5.3. Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Biyolojik Etkileri ve Hiicre Hasar1

Serbest radikaller hiicresel yapilar etkileyerek hiicre hasarina yol agmaktadir.
Protein yapisinda bulunan 6zellikle prolin, histidin, arginin, sistein,ve metiyonin amino
asitleri radikal hasarina agiktir. Bu amino asitlerin oksidasyonu proteinlerin
parcalanmasina, capraz bag olusumuna, agregasyona ve proteinlerin proteolitik

pargalanmaya yatkin hale gelmesine neden olmaktadir [41].
DNA hasan

Protein oksidasyonu

Lipid peroksidasyon

NO-
ARG ONOO-
/ Katala . -
H,O + O,
. SOD 5.
o, O, E H,0, — H,0
e 2(:6 \(‘?xs's‘(;
Fe+2 N__GRd __
Fe*3 /

OH-
DNA hasan / l \ Lipid peroksidasyon

Protein oksidasyonu

Sekil-5. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari ve sematik olarak hasari [43].

Memeli hiicre membranlar1 peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olan biiyiik
miktarda ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) igermektedir. Bu yag asitlerinin
peroksidasyonu hiicresel hasarin en Onemli nedenlerinden biridir. Yag asitlerinin
peroksidasyonu zincir tepkimeleri seklinde stirmektedir (Sekil-5). Yag asidi ile birlesen
radikal, bir dizi tepkimeyi baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu ve kiikiirt iceren
proteinlerin oksidasyonu sonucu membran gegirgenligi ve kirilganliginin artmasi ile

membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye kalsiyum girisi artmaktadir.
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Hiicre i¢i serbest kalsiyum artigina bagli olarak artan fosfolipaz aktivitesi, fosfolipid
kaybmin artmasina, membran gecirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagl
toksik etkide artisa, proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin siddetlenmesine,
katabolik enzimlerin aktivitesinde artisa ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA
kirilmalarma yol agmaktadir.

Herhangi bir nedenle olusan serbest radikaller ve Ozellikle malondialdehid,
hiicre ¢ekirdeginde baslica DNA ile tepkimeye girmektedir. Niikleik asit yapisindaki
baz degisimleri veya DNA zincir kopmasi sonucu kromozomal yapida degisiklikler
olusturarak sitotoksisiteye neden olmaktadir. Sonucta mutajenik ve karsinojenik etkiler
goriilmektedir. Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek ¢ok hastaligin
olusabilecegi diistiniilmektedir [41].

2.5.4. Antioksidan Savunma

Hiicrelerde oksidatif hasari oOnleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi
mekanizmalar bulunmaktadir. Direkt etki ile oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere
antioksidanlar ad1 verilmektedir.

Tiim antioksidanlar etkilerini baglica dort farkli sekilde gergeklestirmektedirler.
1-Enzimler, oksidanlar1 tutup daha zayif molekiile doniistiirerek
2-Vitaminler ve flavonoidler gibi bilesikler, oksidanlara bir hidrojen katarak
3-Oksidanlarin olusturdugu hasar1 onararak
4-Agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini oksidanlar1 baglayarak
fonksiyonlarini engellemektedirler.

Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan
iki kategoride incelenebilir (Tablo-2)[44].

Tablo-2 . Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar [44].

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Dogal Sentetik

Siiperoksit dismutaz (SOD)  Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol
(BHA)

Selenyum bagimli glutatyon a-tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen

peroksidaz (GPx) (BHT)

Glutatyon-S-transferaz Politenolik bilesikler Gallik asit tiirevler1

(GST)

Katalaz Karotenoidler Tersiyer biitilhidrokimon
(TBHQ)

Glutatyon rediiktaz (GR) Nordihidroguareyetik — asit
(NDGA)
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2.5.4.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijenin hidrojen perokside dismutasyonunu siiperoksid dismutaz (SOD),
hidrojen peroksidin dismutasyonunu ise CAT katalizlemektedir. Glutatyon peroksidaz
ise hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerini indirgemektedir. Yiikseltgenmis
glutatyonun (GSSG), indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii saglayan glutatyon
rediiktaz, indirek yolla antioksidan etki gostermektedir. Enzimatik savunma sistemleri
arasinda NADH peroksidaz ve oksidaz ile Sitokrom C oksidaz da yer almaktadir [41].
2.5.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Oksijeni metabolize eden biitiin canlilarda bulunan SOD, siiperoksiti hidrojen

peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir.

Sekil-6. Siiperoksid radikalinin hidrojen perokside doniistimii.
Bu giine kadar dort farkli sekli bulunmustur [41].
2.5.4.1.2. Katalaz (CAT)

Yapisal olarak bir hemoprotein olan CAT’1n molekiil kiitlesinin 248 kDa oldugu
ve kovalent olmayan bag ile bagli protoporfirin 9 Fe (hem) grubu igerdigi ortaya
konmustur. Kan, kemik iligi, miikdz membranlar, karaciger ve bdbrekte yiiksek
miktarlarda bulunmaktadir. CAT hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalar. Enzimler
arasinda en yliksek katalitik doniisiim hizina sahip oldugu bilinen CAT 1n aktivitesi i¢in

demir gerekmektedir [41].

) Katalaz )
2H.0, —» 2H,0 + O,

Sekil-7. Hidrojen peroksidin suya doniigtimii.

2.5.4.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Glutatyon peroksidaz, glutatyon ile hidrojen peroksit veya lipid peroksitlerinin

indirgenmesinde gorev almaktadir.
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GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Sekil-8. Glutatyon peroksidazin hidrojen peroksidi suya indirgemesi.

Glutatyon rediiktaz ise glutatyonda olusan disiilfid baginin tekrar stlfidril

yapisina indirgenmesinde gorev yapmaktadir.

GR
GSSG + NADPH + HY ———» 2\GSH +NADP”
Sekil-9. Glutatyon rediiktazin glutatyonu indirgeme tepkimesi.

Glutamik asid, sistein ve glisinden olusan bir tripeptid olan glutatyon,
indirgenmis (GSH) ve ylikseltgenmis (GSSG) seklinde bulunmaktadir. Hiicrenin
yiikseltgenme indirgenme dengesini koruyan 6nemli bir indirgen ve antioksidan olan
glutatyon, hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden
korumaktadir. Proteinlerin —SH gruplarinin korunmasi ve amino asidlerin hiicre igine
taginmasinda rol oynamaktadir. Glutatyon (GSH) selenyum igeren glutatyon peroksidaz
ile yiikseltgenmektedir (GSSG).

GPx, asirt hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG,
glutatyon distilfir) oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya
dontistirir [45].

2.5.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

2.5.4.2.1 Metal Tyonlarinin Etkisizlestirilmesini Saglayan Antioksidanlar:

Bu grupta metal iyonlarin1 baglayarak elektron transferini engelleyen transferrin,
laktoferrin, ferritin, seruloplazmin, albiimin, hemoglobin, heptoglobulin ve hemopeksin
gibi bilesikler bulunmaktadir.
2.5.4.2.2. in Vivo Sentezlenebilen Diisiik Molekiiler Agirlikhi Antioksidanlar:

Cinsiyet hormonlari, melanin, melatonin, lipoik asid, bilirubin, iirik asid ve
ubikinon (koenzim Q) bu grupta yer almaktadir.
2.5.4.2.3. Diyetle Alinan Diisiik Molekiiler Agirhkh Antioksidanlar:

E vitamini ve analoglari lipid peroksidasyon zincirini kirmaktadir. O2¢~ ve OHe

tutucusu olan C vitamini, E vitaminini rejenere etmektedir. Hiicre biiyiimesi,
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farklilasmasi ve gérme i¢in esansiyel bir vitamin olan A vitamini peroksiller {izerine
dogrudan etkili olmaktadir [41].
2.5.4.2.4. Karotenoidler ve Fenolik Yapilar:

Karotenoidler A vitamini Onciilii olup yagda ¢oéziinmektedir. Dogada birgok
bitki, alg ve kiiciik organizmalarda bulunurlar. 600’den fazla karotenoid ¢esidinin var
oldugu bilinmektedir. Epikatesin (yesil ve siyah ¢ay), katesin (kirmiz1 sarap), kamferol
(brokoli, greyfurt ve siyah ¢ay), Kuersetin (sogan, brokoli, ¢ilek), antosiyaninler (renkli
meyveler, kirmiz1 sarap, cilek, visne), kafeik asid (zeytin ve kahve), gibi baz1 bitkisel
fenolik maddeler diyette bulunmaktadir [46]. Polifenollerin serbest radikal siipiiriicii
aktivite i¢in ideal kimyasal yapiya sahip olduklar1 ve derisim diizeyinde in vitro olarak
a-tokoferol ve vitamin C’den daha etkin antioksidan 6zellik gosterdikleri ispatlanmigtir
[47].

2.6. Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyon (LPO) reaksiyonlari, genel olarak serbest radikal kaynakli
zincir reaksiyonlar1 olarak bilinir ve serbest radikal poliansature yag asitleri (PUFA)
olarak temsil edilen ¢ok sayidaki substratin oksidasyonunu indiikleyebilir. Ug ya da
daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu ile Malondialdehid (MDA)
olusur. MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun yayginligi ile korelasyon gosterir [48].
MDA membran bilesenleri ile ¢apraz baglar yapar, polimerizasyona neden olur [49]. Bu
degisiklikler membran fonksiyonunda bozulmaya, membran akiskanliginda azalmaya,
membrana bagli mediatorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna ve kalsiyum gibi iyonlar
igin membran permeabilitesinin artisina yol agar [50]. MDA, kimyasal olarak aktif bir
molekiildiir, ¢evre hiicre ve dokulara kolayca diflize olarak molekiiler diizeyde, 6zellikle
proteinler lizerinde zararli etkiler gosterebilir MDA, DNA’nin nitrojen bazlar ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve
karsinojeniktir [51].

Lipid peroksidasyonu iiriinleri serbest radikal reaksiyonlari sonucu ve/veya
arasidonik asit metabolizmasinda olusurlar. Lipoksijenaz aktivasyonu ve prostaglandin
12 (prostasiklin) inhibisyonuyla kan damarlarinda, trombositlerde
prostasiklin/tromboksan yolunda dengesizlige yol acarlar. Boylece 16kotrienleri stimiile
ederek agrili inflamatuar reaksiyonlar1 baglatabilirler [49].

Saglikli dokularda ¢ok diisiik diizeylerde olan lipid peroksidasyonunun artisi
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarmin gostergesi olarak

kullanilabilir. Lipid peroksidasyonu yikim iiriinlerinden birisi de malondialdehiddir
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(MDA). Serumdaki MDA diizeyinin 6l¢iimii in vivo serbest oksijen radikalleri aracili
doku hasarinin bir gostergesi olarak kullanilabilir [52].

Malondialdehid ¢oklu doymamuis yag asidi peroksidasyonunun en énemli ve en
¢ok calisilan bir tiriindiir. 1960'larda in vivo ve in vitro olarak oksidatif stres seviyesini
6lgmede bu molekiilden yararlanmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir [53].

2.7. Epigallokatesin-3-Gallate (EGCG)

Epigallokatesin-3-Gallate, yesil ¢ayin major polifenolii olup potent antioksidan
Ozelligi mevcuttur [11]. EGCG yesil ¢ayin kuru agirliginin {igte birini olusturmaktadir
ve yesil ¢ayin yararli etkilerinden sorumludur[54, 55]. Yesil ¢ayin potent antioksidatif
etkinligi diger katesinlerde bulunmayan kimyasal yapilarindan dolay1 Epikatesin gallat
(ECG) ve Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)’ a aittir [56].

Epigallokatesin-3-Gallate yesil ¢aydaki predominant katesin olup giiglii bir
antioksidan olarak radikal temizleyici, rediiksiyon ve metal selasyonunda etkili oldugu
gosterilmistir [57]. EGCG nin lipozom oksidasyonu, DNA kirilmast ve LDL
oksidasyonuna karsi inhibitor etkisini de igeren biyolojik sistemlerdeki anti-oksidan
aktivitesi in-vitro ve in-vivo bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir [58].

Epigallokatesin-3-Gallate’in protektif 6zelliginin hiicresel mekanizmasi heniiz
net olmamakla birlikte nitrik oksit ve oksidatif stres yolaklarinin etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. EGCG ¢esitli mekanizmalarla oksidatif strese karsi kisa ve uzun
dénem koruma saglamaktadir [59].

Epigallokatesin-3-Gallate, dogadaki diger fenolik antioksidanlarin ¢ogu gibi
suda ¢oziinmekte, bununla birlikte lipofilik sistemlerdeki etkisini lipofilik tabakada
kismi olarak coziinerek gostermektedir. Bu zayif lipofilisite, diisiik in vivo seliiler
absorbsiyonu neden olmaktadir; yapisal modifikasyonu ile lipofilisite arttirilabilir ve
hiicre igine girisi kolaylasabilir. Bu amagla suda ¢6ziinen EGCG uzun zincirli sature ve
poliansature yag asitleri ve 1l¢ ester derivesi ( EGCG tetrasiterat, EGCG
tetracikosapenta onat, EGCG tetradokosaheksaenoat) ile esterifiye edilmistir [60].
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Sekil-10. Epigallocatechin-3-gallate’nin (EGCG) molekiiler yapisi.

Epigallokatesin-3-Gallate’in  anti-inflamatuar,  anti-artritik ve  kanser
kemoprevensiyonu gibi birgok biyolojik etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler birgok
deneysel modelde kullanilmistir [61, 62].

Epigallokatesin-3-Gallate’in lipid peroksidasyonunu onleyerek, tip 1 diyabet
riskini azaltabilecegi ve hipoglisemik ve hipolipidemik etkileri oldugu gosterilmistir
[54, 63, 64]. Yesil cayin ve etkili iceriklerinin Alzheimer ve Parkinson hastaliginin
insidansint azalttigi disiiniilmektedir. Yesil ¢cayin ana katesin polifenol igerigi olan
EGCG oksidatif hasar ve noral dejenerasyona karsi noral koruyucu ve kurtarici etkileri
oldugu gosterilmistir [65]. EGCG’in deneysel ¢alismalarda kardiyoprotektif etkinligi
saptanmigtir [66]. Bu Kkardiyoprotektif etkinlik, antioksidatif, damar koruyucu, anti-
hipertansif, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, anti-trombojenik ve lipid disiiriicii

etkilerini igermektedir [67].
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3. GEREC VE YONTEM

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi (KSUTF) Deney
Hayvanm Arastirmalar1 Etik Kurulu onay1 (05.04.2012 tarih ve 94 sayili yazi) alindiktan
sonra KSUTF Hayvan Laboratuarinda yetistirilmis olan ve agirliklar1 250-300 gr
arasinda degisen Wistar albino cinsi erkek ratlar calismaya alindu.

Calismada dis kulak yolu ve kulak zarlar1 saglam, agirliklar1 250-300 gram
arasinda degisen toplam 18 adet Wistar albino cinsi ratlar kullanildi. Ratlar 11k alan bir
odada, 25 °C sicaklikta, serbest yem ve su aldiklar1 bir ortamda barindirildi.

Oncelikle anestezi igin ratlara intramuskiiler olarak ketamin hidroklorid (40
mg/kg) ve xylazine (5 mg/kg) yapilarak otomikroskop altinda bilateral kulak zarlarina
bakilip, her iki kulak zarlar1 normal olan 18 adet rat ¢caligmaya dahil edildi. Hayvanlar
randomize olarak her bir grupta 6 rat olacak sekilde 3 gruba ayrildi.

3.1. Miringotomi:

Ratlara anestezi i¢in intramuskiiler olarak ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve

xylazine (5 mg/kg) yapildiktan sonra otomikroskopik goriis altinda, kulak spekulumu ve

steril pik kullanilarak her iki timpanik membranin arka {ist kadranina 1 mm ¢apinda

standart miringotomi yapildi.

Sekil-11. Miringotomi yapilma asamas.
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3.2. Caliyma gruplart:
3.2.1. Birinci Grup = Miringotomi (M): Hayvanlar anestezi altina alindiktan sonra
bilateral timpanik membranlarinin arka tst kadranlarinda otomikroskop altinda

parasentez bigagi ile perforasyon olusturulup herhangi bir tedavi verilmedi.

3.2.2. Ikinci Grup= Miringotomi + Serum Fizyolojik(SF) (M+SF) : Siganlarin
bilateral timpanik membranlariin arka st kadranlarinda otomikroskop altinda
parasentez bigagi ile perforasyon olusturulup 10 giin boyunca intraperitoneal olarak

giinde bir kez 10mg/kg serum fizyolojik verildi.

3.2.3. Ugiincii Grup= Miringotomi + EGCG (M+EGCG): Bilateral kulak zarlarinda
perforasyon olusturulan hayvanlara 10 giin boyunca intraperitoneal olarak giinde bir kez

10 mg/kg epigallokatesin-3-gallat verildi.

Bu islemlerden 20 giin sonra siganlara tekrar anestezi verilip otomikroskop
altinda miringosklerozun derecesi viziiel olarak 4 gruba ayrilarak degerlendirildi.
Sonrasinda hayvanlara intraperitoneal olarak tiyopental sodyum verilip giyotin cihaziyla

dekapitasyon yapildiktan sonra otomikroskop altinda siganlarin bullalari ¢ikarildi.

Sekil-12. Cikarilan rat bullasi.
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3.3. Kanlarin Alinip CAT, SOD, MDA ve GPx Diizeylerinin Calisiimasi:

Hayvanlardan 6tanazi sirasinda intrakardiyak olarak kanlari alindi. Alinan kan
ornekleri 4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildikten sonra plazmalar1 ayrildi.
Plazma, lipid peroksidasyon Ol¢limii i¢in kullanildi. Eritrositler 3 ml soguk salin
soliisyonu ile 4 kez yikanip, her yikama sonrasi1 10 dakika 3000 rpm de santrifiij edildi.
Bu eritrosit siispansiyonu antioksidan enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanildi.

CAT aktivitesi 230 nm’ de H,O,’ nin ortadan kalkmasiyla spektrofotometrik
olarak ol¢iildi [68].

Stiperoksid dismutaz aktivitesi Fridovich’ in tarif ettigi lizere degerlendirildi. Bu
metodla ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak superoksit radikalleri elde edilir. SOD

aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesine gore dlglilmiistiir [69].

Plazma lipid peroksidasyon (toplam MDA) konsantrasyonu kii¢iik
modifikasyonlar ile Ohkawa yontemi ile tespit edilmistir. MDA sonuglar1 (hnmol / ml)
olarak ifade edilmistir [70].

Gulutatyon peroksidaz aktivite 6l¢timii i¢in Beutler metodu kullanilmistir. GSH-
Px, H202 vasitasiyla rediikte glutatyon (GSH)un okside glutatyon (GSSG)’a
oksidasyonunu katalize eder. H202 t-biitilhidroperoksitin bulundugu ortamda GSH-
Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir.
GSH-Px aktivitesi NADPH’1in NADP’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin

340 nm’de spektrofotometrik olarak okunmasiyla tayin edilmistir [71].
3.4. Histopatolojik Inceleme:

Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda aym
patolog tarafindan hangi grubun hangi maddeyi aldigindan habersiz olarak ¢ikarilan
bullalar %10 luk formaldehit igerisinde fikse edilip daha sonra %7 nitrik asit
soliisyonuna alinip dekalsifiye edildi.  Cikarilan bullalardan 4 mikron kalinliginda
hematoksilen eozin ile boyali kesitler alindi. Timpanik mebranlarin  lamina
proprialarindaki artmig fibroblastik proliferasyonun yogunlugu ve sklerozisi
semikantitatif olarak; miringoskleroz yok, hafif(lamina propriada birka¢ lezyon), orta
(lamina propriada tek yada birbiri ile birlesen lezyon), siddetli (lamina propriada genis
ve birlesen lezyonlar) seklinde  dort gruba ayrilarak 1s1tk mikroskobu altinda

degerlendirildi.
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Sekil-13. M+EGCG grubundan ornek kesit. Timpanik membranda fibroblastik
proliferasyonun ve sklerotik degisimlerin olmadigi, timpanik membranin M+SF ve M

gruplarina gore daha ince oldugu goriilmektedir (H&E, x20) .

Sekil-14. M+SF grubundan oOrnek kesit. Timpanik membranda fibroblastik
proliferasyonun ve sklerotik degisimlerin hafif derecede oldugu, nispeten ince timpanik

membran goriilmektedir (H&E, x10) .
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Sekil-15. M grubundan 6rnek kesit. Artmis timpanik membran kalinlig dikkat gekiyor.
Lamina propria, yogun hiyalinizasyon ve daha az sayida fibroblastla birlikte kalinlagsma

gostermektedir (H&E, x10) .

3.5. Istatistiksel analiz:

Otomikroskopik miringoskleroz ve lamina propriada inflamasyon 0 ile 3
arasinda skorlandi. Gruplar arasindaki farkliligi test etmek icin SPSS programinda
Anova ve Mann-Whitney U testi kullanildi. Kullanilan tiim analizlerde p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Otomikroskopik Degerlendirme:

Tablo-3. Gruplardaki her bir kulagin otomikroskobik miringoskleroz skoru

Gruplardaki
otomikroskobik ~ miringoskleroz  skorlari
Kulaklar M M+SF M+EGCG
1 3 1 0
2 2 1 1
3 1 3 0
4 2 2 0
5 2 3 1
6 3 2 2
7 1 2 1
8 2 3 1
9 3 2 1
10 2 2 2
11 2 2 0
12 1 3 0
Toplam | 24 26 9

(M:miringotomi, MS:miringoskleroz, SF: serum fizyolojik,
EGCG: Epigallo katesin 3- gallat)

Otomikroskobik olarak miringoskleroz, istatistiksel analiz yapabilmek i¢in 0’dan 3’e

kadar 0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3: siddetli seklinde skorlandi.

Tablo-4. Otomikroskobik degerlendirme bulgulari.

Miringoskleroz

MS yok Hafif MS Orta MS  Siddetli MS
Grup Say (0) (+) (++) (+++)
M 12 0 3 6 3
M+SF 12 0 2 6 4
M+EGCG 12 5 5 2 0

(M:miringotomi, MS:miringoskleroz, SF: serum fizyolojik, IP: Intro peritoneal, EGCG: Epigallo katesin 3- gallat)
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Sekil-16. M+ EGCG grubunda miringsklerozun olmadig: kulak zari.

Sekil-17. M+SF grubunda hafif derecede miringoskleroz.

Sekil-18. M grubunda siddetli derecede miringoskleroz.

Otoskobik miringoskleroz skorlart SPSS programimda Mann-Whitney U Testi
ile analiz edildi.

M+EGCG grubu ile M+SF ve M gruplar1 arasinda anlamli istatistiksel fark
bulundu (P< 0,05). M ile M+SF gruplari arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmadi
(P>0,05).
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EGCG tedavisi alan grupta miringoskleroz skorlar1 diisiik ve normale yakindi.
EGCG tedavisi alan grupta otomikroskobik olarak siddetli MS hi¢ yok iken SF verilen
grupta 4 adet, tedavi almayan grupta 3 adet izlendi. EGCG verilen grupta orta derecede
MS sadece 2 kulakta varken SF verilen grupta 6, tedavi almayan grupta 6 adet vardi.
Gruplardaki MS’un genel toplamina baktigimizda M+EGCG tedavisi alan grupta 9,
M+SF alan grupta 26, M grubunda ise 24 idi.

4.2. Histopatolojik Degerlendirme:

Tablo-5. Caligmadaki her bir kulagin histopatolojik degerlendirme sonuglari.

Gruplarda histolojik olarak lamina
propriadaki miringoskleroz skorlar:
Kulaklar M M+SF M+EGCG
1 2 1 0
2 2 1 1
3 1 2 1
4 1 3 0
5 3 2 2
6 2 1 1
7 1 2 0
8 3 3 2
9 3 3 1
10 1 1 1
11 2 2 0
12 2 3 1

(M:miringotomi, MS:miringoskleroz, SF: serum fizyolojik, EGCG: Epigallo katesin 3- gallat)
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Tablo-6. Histopatolojik ~ olarak  gruplardaki ~ miringoskleroz ~ skorlarinin

degerlendirilmesi.
Histopatolojik  Olarak Miringoskleroz
MS yok Hafif MS Orta MS Siddetli MS
Grup Say1 (0) (+) (++) (++4)
M 12 0 4 5
M+SF 12 0 4 4 4
M+EGCG 12 4 6 2

(M:miringotomi, MS:miringoskleroz, SF: serum fizyolojik, EGCG: Epigallo katesin 3- gallat)

Histopatolojik olarak EGCG tedavisi alan grupta siddetli MS hi¢ goziikkmez iken
M grubunda 3, M+SF grubunda 4 kulakta goziiktii. M ve M+SF gruplarinda MS’un
olmadig1 kulak yok iken EGCG alan grupta 4 adet bulunmaktaydi. M+EGCG grubu ile
M ve M+SF grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu(P<0,05).
M ile M+SF grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi
(P>0,05).

4.3. Biyokimyasal Analiz:

Biyokimyasal analiz ratlar miringotomiden 20 giin sonra bullalar ¢ikarilirken
kalplerinden de ayni zamanda kanlari alindi. Alinan kanlardan SOD, CAT, GPx ve
MDA diizeyleri ¢alisildi. Calisilan sonuglar Tablo 7°de goriilmekte.

Her bir grupta SOD, CAT, GPx ve MDA diizeylerinin istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli olup olmadigina bakildi. SPSS programinda One-Way Anova analizi
uygulandi.

Biyokimyasal analiz sonucuna gére CAT, MDA ve SOD diizeylerinde EGCG
tedavisi alan grupla diger gruplar arasinda anlamli farklar bulundu. GPx’de gruplar
arasinda anlaml bir fark yoktu.

Epigallokatesin-3-gallat alan grupta, SOD ve CAT diizeyi diger gruplara gore
yiiksek, MDA diizeyi EGCG alan grupta diger gruplara gore diisiik tespit edildi.
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Tablo-7. Rat kanlarinda galisilan CAT, MDA, SOD, GPx diizeyleri.

Gruplar  Fare No |cat U/grhb |mda nmol/ml |sod ii/gr hb gpx u/gr hb
0.861 71.71 2264.0 183,92
0.506 49.19 2015.66 1347,1
0.657 67.8 1793.97 1899,35
1.083 82.31 981.53 226,02
0.422 68.56 444.25 271,26
1.254 72.72 1314.1 1895,14
M+SF 1 0.677 65.25 1702.22 1585,8
2 0.780 61.92 1333.51 3156,96
3 0.140 61.92 1384.17 2298,83
4 0.663 68.34 1140.0 1106,75
5 0.650 76.48 1593.0 1742,86
6 0.290 68.15 1507.83 1799,82
1.137 47.99 2276.74 1575,55
1.314 56.89 2361.2 786,49
0.994 52.23 3846.31 950,67
1.099 55.38 2207.0 1096,5
1.216 59.17 2299.04 874,85
1.095 53.55 1474.9 1662,17

(CAT:katalaz, MDA:malondialdehit, SOD:siiperoksit dismutaz, GPx:glutatyon
peroksidaz, M:miringotomi, SF:serum fizyolojik, EGCG: epigallo katesin 3-gallat)
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5. TARTISMA

Timpanik membran perforasyonlar1 klinik olarak sik karsilasilan bir durum
olmasia ragmen gercgek insidansi tam olarak bilinmemektedir. Tiim diinyada tahmin
edilen insidanst %1 in altinda oldugu bildirilse de gergek degerin daha fazla oldugu
distiniilmektedir [72]. Yapilan bir ¢calismada Amerika Birlesik Devletlerinde toplumun
ortalama %1-3 tiniin etkilendigi bildirilmistir [73]. Timpanik membran perforasyonlari
ve tedavisinde uygulanacak yontemler uzun yillardir arastirilmaktadir. Timpanik
membran perforasyonlariin nedenlerine goz atacak olursak enfeksiyon, timpanostomi
tiipl takilmasi ve travmalardir [74, 75].

Cocuklarda akut otitis media en sik goriilen hastaliklarindan biridir. Hastalik az
gelismis ilkelerdeki sosyoekonomik seviyesi diisiik olan ailelerin gocuklarinda daha
fazla goriilmektedir. Cocuklarin %85 gibi biiyiik bir kism1 5 yagina gelinceye kadar en
az bir kez akut otitis media gegirmektedir. Bu akut otitlerin %95’1 tedavisiz
kendiliginden diizelmesine karsin, %5°1 kroniklesip olusan perforasyonlar kalici hal
alabilmektedir [76].

Timpanik membran perforasyonu yapan nedenler arasinda travma
enfeksiyonlardan sonra ikinci sirada gelmektedir. Transfers temporal kemik kiriklari ile
kulagin delici ve batici travmalar1 da timpanik membranda perforasyona sebep
olabilmektedir [77]. Cesitli nedenlerden dolayr perfore olan timpanik membranin
iyilesmesi sirasinda membranda miringoskleroz olusmaktadir. Miringoskleroz timpanik
membranin belirli alanlarinda kollajen tabakasinin hiyalinizasyon ve kalsifikasyonu ile
karakterize olup beyaz kireg lekeleri seklinde goriliir. Histolojik olarak lamina propria
icerisinde kollajen liflerinde artisin yanisira hiyalin dejenerasyonu ve ekstraselliiler
kalsiyum birikimi de olmaktadir [1].

Timpanoskleroz sadece timpanik membranda smirl ise miringoskleroz adini
almaktadir.

Timpanoskleroz teriminin tarihsel gelisimine baktigimiz zaman ilk olarak
Cassebahm timpanosklerozu timpanik membranda kirecli yamalar seklinde tarif etmis
[4], Von Trolsch 1873 de ilk kez skleroz terimini eklemis [5], Zollner 1956 yilinda
timpanoskleroz olarak adlandirmistir [6]. Bu siiregte sklerotik plaklar ¢ogunlukla
muayene esnasinda timpanik membranda goriildiigiinden dolayr da miringoskleroz
olarak ifade edilmektedir [7].
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Timpanoskleroz, orta kulagin irreversible, nonspesifik, kronik enfeksiyon yada
inflamasyon bulgusudur [78, 79]. Olusumuyla ilgili bir ¢ok hipotez ortaya atilmasina
ragmen etyopatogenezi tam olarak aydinlatitlamamistir [3, 5]. Bununla birlikte
miringoskleroz etyolojisinde genellikle ventilasyon tiipii takilmasi, intratimpanik
hemoraji, orta kulak iltihabi, doku travmasi, ¢esitli kimyasal ajanlar,
hiperoksijenizasyon, efiizyonlu otitis media ve immiinite olarak gosterildigi gibi genetik
yatkinik ve lokal metabolik degisikliklerde miringoskleroz  etyolojisinde
su¢lanmaktadir [2, 3, 5, 78-80].

Miringotomi, efiizyonlu otitis media tedavisinde ventilasyon tiipii takmak i¢in
stk olarak yapildigi gibi akut otitis media da agriy1 azaltmak ve ayni zamanda orta
kulaktaki sekresyonlarin drenajini saglamak amagh da yapilabilmektedir. Ventilasyon
tiipli uygulanan ¢ocuklarda miringoskleroz insidans1 %28 ile 61 arasinda degismektedir.
Cesitli serilerde kronik orta kulak enfeksiyonlu hastalarda timpanoskleroz gelisim
insidanst %7 ile 33 arasinda rapor edilmistir. Kronik otitis mediada mirengoskleroz
gelisme insidansi ise %24 ile 52 arasinda olup timpanoskleroz gelisme insidansindan
daha fazladir [3, 5].

Kulak zarinda yara iyilesmesi baslangigtaki hemostatik ve inflamatuvar evreler
normalken proliferasyon ve migrasyon evrelerinde diger dokulardan tamamen farkli
ozellikler icermektedir. Cogu yara iyilesmesinde, graniilasyon dokusu reepitelizasyon
icin yatak gorevi yaparken, timpanik membranda ise tamamen farkli olup skuamoz
epitel tabakasi baslangigta yara tizerinde bir koprii olusturur. Bunu fibr6z komponentin
yeniden sekillenmesi izler ve meydana gelen yeni zarin incelmesinde fibréz tabakanin
yeniden sekillenmesi 6nemli rol oynar [20, 26, 81, 82].

Miringoskleroz otoskopik kulak muayenesinde kulak zari iizerinde yerlesmis
degisik sekil ve boyutlardaki kalsifiye beyaz plaklar seklinde izlenmektedir. Histolojik
incelemede ise sklerotik lezyonlarin lamina propriadaki diizensiz kollajen lifler arasinda
yerlesmis olan kalsiyum fosfat igerikli mineralize birikimlerden meydana geldigi
goriilmektedir [83, 84].

Mattsson ve arkadaslarinin bildirdigine gdre miringotomi sonrasi timpanik
membranda sklerotik degisikliklerin 9. saatte gelistigi yoniindedir. Timpanik
membranin sag st kadranina uygulanan miringotomiyi takiben yapilan 151k
mikroskobik incelemede, 12-24 saatte pars fleksida da agir inflamatuar cevap oldugunu
bildirmislerdir [85]. Olusan sklerotik plaklarin yerlestigi bolgeler siklikla kulak zari

olmakla birlikte kemik¢ik zincir, orta kulak mukozasi, mastoid hiicreler ve i¢ kulak
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yapilaridir. Zardaki sinirh skleroz varligi cogunlukla bir bulgu vermese de, zar yaygin
olarak tutan, kemik¢ik =zinciri, promontoriumu ve i¢ kulak yapilarini etkileyen
timpanoskleroz ileri derecede isitme kaybina yol agtiysa basarili bir tedavi sonucu elde
etmek olduk¢a zordur [7, 86]. Bundan dolay1 uygulanan cerrahi sonrasi niikslerin fazla
olmasi, yiiz gildiiriicii sonuglarin alinamamas: uzmanlar: tedavi yerine Onleyici
arastirmalar yapmaya itmistir [3, 87].

Bu dogrultuda yapilan bir ¢ok arastirmada zarin iyilesmesi ve miringosklerozun
olusum siireci incelenip miringoskleroza sebep teskil eden durumlar arastirilip tedavide
kullanilabilecek alternatifler tizerinde ¢aligilmistir [80, 88-91].

Miringosklerozun olusumunu ortaya koyma amagli bir ¢ok hipotez ortaya
atilmastir.

Schiff ve ark. orta kulakta inflamatuar reaksiyona bagli lokal antikorlarin
kompleman sistemini aktive eden immiinolojik teoriyi one siirerlerken [35], baska bir
calisma da ise fibroz hiperplazi ve timpanik membranda ventilasyon tiip varliginda zarin
hareketinin engellenmesine bagli olarak kalsifikasyon gelisebilecegini bildirmislerdir
[36]. Kulak zarina ventilasyon tiipiiniin yerlestirilmesi sirasinda orta kulaktaki
efiizyonun aspire edilmesi ve intratimpanik kanamanin da timpanoskleroz olusumu igin
predispozan faktor olabilecegi 6ngdriilmiistiir [37].

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda ventilasyon tiip takilmasi veya timpanik
membran travmasi sonrast miringoskleroz gelisimi ile reaktif oksijen iriinlerinin
arasinda iligkili oldugu ortaya konmustur [8, 9].

Timpanik membrana ventilasyon tiipii takilmasi digsardaki havanin orta kulak
kavitesine girigine izin verir ve bu relatif bir hiperoksik durum olusturur [39]. Bu
relatif hiperoksi, oksijenden kaynaklanan serbest radikallerin tiretiminde artisa ve bunun
sonucu olarak da sklerotik plaklarin gelisimiyle ilgili siirecin baglamasinda iligkili
olabilir [40].

Ayrica hayvanlar i{izerinde yapilan daha sonraki c¢alismalar farkli
antioksidanlarin miringosklerozu dnleyici etkiye sahip oldugunu gostermistir [1, 10].

Uneri ve ark., E vitamini ile yaptiklar1 calismada, ventilasyon tiipii takilan 72
cocugun operasyon sirasinda sag kulaklarina miringotomi sonrasi ve ventilasyon
tiiplini taktiktan sonra olmak iizere iki kez vitamin E damlasi uygulayip sol kulagina bir
tedavi vermeden takip etmisler. Dokuz ay sonrasinda vitamin E uygulanan sag
kulaklarin %15,3 {inde, tedavi verilmeyen sol kulaklarin %30,6 sinda miringoskleroz

gelistigini gozlemlemisler [89].
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Son c¢aligmalar orta kulak boslugunda hiperoksik durumun bir sonucu olarak
oksijenden tiiretilmis serbest radikallerin artan yapimlari nedeniyle mirengosklerozun
gelisebilecegini gostermistir [1, 9, 90]. Bundan yola ¢ikarak Mattson ve arkadaslarinin
yaptiklart  bir  c¢alismada, miringotomi  yapilan  siganlar1  farkli  oksijen
konsantrasyonlarina maruz birakmiglar ve orta kulak kavitesinde artmis oksijen
konsantrasyonlar1 ile miringoskleroz olusumunun dogru orantili oldugunu ortaya
koymuslar. Bu c¢alismada ratlar %40 lara varan yiiksek O2 konsantrasyonunda
tutulmuslar ve normal atmosfer basincindakilerle karsilastirildiginda miringosklerozun
daha fazla olustugunu bulmuslar. Miringoskleroz olusumunda en 6nemli faktoriin
hiperoksik ortamda salinan siiper oksit radikallerinin dokuda meydana getirdigi hasar
oldugunu bildirmislerdir [9].

Mattsson ve arkadaslarinin bu hipotezini destekleyen baska bir galismada ise,
artmis oksijen konsantsrasyonunda tutulan farelerin travmatize edilen kulak zarlarina
bakir ¢inko siiperoksit dismutaz (SOD) + CAT + deferoksamin veya bakir siilfat +
demir kloriir igeren soliisyonlarin uygulanmasi sonucunda bakir ¢inko SOD +CAT’1n
ve deferoksaminin MS gelisimini azalttigini veya inhibe ettigini bildirmislerdir [1].

Cok toksik bir serbest radikal olan peroksinitrit, akut inflamasyon sirasinda
yiiksek miktarda sentezlenen nitrik oksitin (NO) hiperoksik ortamda ortaya g¢ikan
sliperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Peroksinitrit,
NO’nun toksik etkilerinin olusumundan primer sorumlu maddedir. Siiperoksit
radikalinin detoksifikasyonunu ise antioksidan bir enzim olan SOD saglamaktadir.
NO’nun siiperoksitle reaksiyona girmesi ve peroksinitrit olusturmast SOD’un siiperoksit
radikalini ortamdan uzaklastirmasi sayesinde engellenmis olur. Boylelikle son derece
toksik bir madde olan peroksinitritin dokuda olusturacagi zararin oniine ge¢ilmis olur.
[ltihabi siiregte olusan peroksinitritin meydana getirdigi doku hasar1 fibrozis ile
lyilesmektedir. Zarmm lamina propriasinda kolajen liflerinde artisin yanisira hiyalin
dejenerasyonu ve son olarak ekstraselliiler kalsiyum birikimi de olmasiyla birlikte
sklerotik plak olusumu sona ermis olur [92].

Spratley ve arkadaslarinin topikal askorbik asit kullanilarak yaptigi ¢alismada
miringotomi uygulanan rat kulaklarinda askorbik asidin miringoskleroz olusumunu
azalttigimi gormiislerdir [90].

Ozcan ve arkadaslar1 N-asetilsistein (NAC) in degisen konsantrasyonlarini
miringotomi yapilan rat timpanik membranlarma uyguladiklarinda NAC’mn sklerotik

lezyonlarin gelisiminin 6nlenmesinde etkili oldugunu bulmuslardir [91].
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Bir bagka c¢alismalarinda ise intraperitoneal olarak uygulananan sistemik
selenyum kullanimmin rat kulaklarinda mirengoskleroz olusumunu azalttigini
gostermislerdir [93].

Yildirim ve arkadaglarinin yaptigi calismada intraperitoneal olarak ¢inko
aspartat uygulanan miringotomili kulaklarda ¢inko aspartatin sigan timpanik
membraninda miringoskleroz gelisimini azalttig1 veya onledigi bildirilmistir [88].

Akbas ve arkadaslari ratlara miringotomi uyguladiktan sonra intraperitoneal
olaral L-karnitin vermisler ve c¢alisma sonucunda kontrol grubuna gore L-karnitin
uygulanan ratlarin timpanik membranlarinda miringoskleroz gelisiminin daha az
oldugunu gérmiisler [7].

EGCG yesil caydaki predominant katesin olup giiclii bir antioksidan olarak
radikal temizleyici, rediiksiyon ve metal selasyonunda etkili oldugu gésterilmistir [57].
EGCG nin lipozom oksidasyonu, DNA kirilmasi ve LDL oksidasyonuna kars1 inhibitor
etkisini de igeren biyolojik sistemlerdeki anti-oksidan aktivitesi in-vitro ve in-vivo
bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir [58, 59].

EGCG’ nin protektif ozelliginin hiicresel mekanizmasi heniiz net olmamakla
birlikte nitrik oksit ve oksidatif stres yolaklarinin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. EGCG
cesitli mekanizmalarla oksidatif strese karsi, kisa ve uzun donem koruma saglamaktadir
[59].

Literatiire baktigimizda EGCG’nin miringoskleroz ve oksidatif parametreler
tizerine etkisini gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda EGCG yi
kullanmamizin bir nedeni de bu maddenin dogada bol olarak bulunup ucuz ve giiglii
antioksidan etkisinin olmasindan dolayidir.

Calismamizda M+EGCG grubunda, M ve M+SF gruplarina gére miringoskleroz
otomikroskobik ve histolojik olarak anlamli bulundu. Histopatolojik olarak
miringoskleroz dikkate alindiginda, EGCG’nin miringosklerozu M+EGCG grubunda M
ve M+SF gruplarina gore, istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi goriilmiistiir.
Miringotomi sonrasi intraperitoneal olarak uyguladigimiz EGCG’nin peroksinitrit
olusumunu Onleyerek doku hasarimi azaltmasinin yaninda kollajen matriksteki
kalsifikasyonu da azaltarak miringoskleroz gelisimini engelledigini diisinmekteyiz.

Ozellikle yesil ¢ayda bol miktarda bulunan polifenollerden biri olan EGCG’nin
etkili bir antioksidan olup reaktif oksijen iiriinlerinin gii¢lii bir temizleyicisi oldugu
birgok kaynakta da yer almaktadir [54, 94, 95].
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Oksidatif stres, prooksidan antioksidan dengesinin prooksidan yoniine kaymasi
sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol agmasi olayr olarak tanimlanabilir [96].
Oksidatif stres durumu, diizeltme ve onarim Yyapan karmasik endojen savunma
sistemleri oldugundan 6tiirti 6lgtimii zor olabilir. Serbest radikal tiretiminin artis[]1 ve
antioksidan savunmanin azalmasi sonucu oksidatif stres olusabilmekte. Bu ozellik
kullanilarak oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin aras[Jtirilmast,
antioksidan miktarlarindaki azalis[] veya onlarin metabolitlerindeki artis[1in 6lgiimii ile
yapilabilmektedir [97].

Organizmada serbest radikallere karsi savunma sisteminde Oncelikle enzim
sistemi etkili olmaktadir. Serbest radikallerin birikimini ve lipid peroksidasyonun
baslamasini 6nleyen enzimler SOD, GPx ve CAT’dir. Siiperoksidin hidrojen perokside
dontisiimiinii SOD katalizlerken, CAT ve GPx ise SOD tarafindan olusturulan hidrojen
peroksidi dokulardan uzaklastiran reaksiyonlarda rol tstlenirler [98, 99]. SOD, GPx ve
CAT’in aktivitesindeki azalma, hiicre membraninin biitiinliigiinii ve fonksiyonunu
bozan serbest radikal miktarindaki artmayla baglantilidir [100].

Saglikli dokularda ¢ok diisiik diizeylerde olan lipid peroksidasyonun artisi
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarmin gostergesi olarak
kullanilabilir. Lipid peroksidasyonu yikim iiriinlerinden birisi de MDA’dir. Serumdaki
MDA diizeyinin ol¢limii in vivo serbest oksijen radikalleri aracili doku hasarmin bir
gostergesi olarak kullanilabilir [52].

Calismamizda oksidatif stres parametreleri olarak sican kaninda SOD, CAT,
GPx ve MDA diizeylerini arastirdik.

Epigallokatesin-3-gallat alan grupta, SOD ve CAT diizeyinin diger gruplara gore
yiikksek olmasinin sebebi olarak EGCG’nin antioksidan etki ile enzim sisteminin
azalmasinin 6niine gegmis olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Ayni sekilde organizmada oksidatif stres gostergesi olan MDA’ nin EGCG alan
grupta diger gruplara gore diisiik diizeyde kalmasi da aldigi antioksidan sayesinde

oksidatif stres yiikiiniin azaldig1 anlamina gelmekteydi.
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6. SONUC

Kulak zarma yonelik yapilan islemlerde SOR’ un timpanoskleroz gelisim
stirecinde etkili oldugu ve bunu Onlemede antioksidan savunma sistemlerinin
giiclendirilmesi yada desteklenmesi adina yapilan calismalarin yararli olabilecegi
goriilmistiir. Ayrica ¢calismamizda kullanilan EGCG’nin ratlarin ¢alisilan kanlarinda da
antioksidan paremetreler {izerine olumlu etkilerinin oldugu anlasilmistir. Ancak

antioksidanlarin miringosklerozu 6nlemede ne derecede etkili olabilecegini anlamak

icin daha ileri ¢alismalar ihtiyag¢ vardir.
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