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GIRIS

Miringoskleroz ; timpanik membranda beyaz yamalar seklinde izlenen , mukoza
altmda kollajen tabakada hyalen ve kalsifiye birikimler toplanmasiyla karakterize,
inaktif bir otit sekelidir (1). Effizyonlu otitis media tedavisinde, miringotomi ve
ventilasyon tlipii yerlestirilmesi igleminden sonra yaygmn olarak izlenmektedir,
Cogunlukla igitme kaybma yol agmayan, timpanik zarda smurh sklerotik plaklar
seklinde goriiliir (2,3).

Etiolojisi hakkinda heniiz bir kesinlik saglanamamugtir. Ancak miringoskleroz
etiolojisinde rol oynadiy1 diisliniilen serbest oksijen radikallerinin, travma sonucu
olusan perforasyonlarn iyilesmesini geciktirdigi ve kalict olmasma neden oldugu
bilinmektedir. Timpanik membran perforasyonlar: sonrasi serbest oksijen radikallerinin
olusumu, lipid peroksidasyon tiriinleriyle baglantihdir.

Daha oOnce yapims hayvan deneyleri, miringotomi sonras olugan
miringosklerozlarda, yara yerinde artmus oksijen komsantrasyonunun ve buna bagh
serbest oksijen radikallerinin ctken olabilecegini desteklemektedir (4).

Serbest oksijen radikalleri lipid, protein ve niikleik asitler gibi biomolekiillerle
reaksiyona girerek ya da timpanik membranda endojen enzimatik veya non-enzimatik
antioksidanlary azaltarak da harabiyete neden olabilir. Vitamin E (alfa-tokoferol),
hayvanlarda ve insanlarda en onemli lipofilik non-enzimatik serbest radikal
yakalayicisidir(5).  Biomembranlardaki  serbest  radikalleri yakalayarak lipid
peroksidasyonunun ve hiicre membramndaki poliansatiire yag asitlerinin, serbest radikal
tehditinde ilk basamak savunma mekanizmas olarak diistiniilir.



Ratlarda yaptigimiz deneysel ¢aligmada, miringoskleroz olusturmak amactyla
timpanik membran perforasyonu meydana getirildi. Ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerine karst antioksidan olarak, topikal vitamin E (alfa-tokoferol asetat)
uygulamasi denendi. Bu topikal maddenin, miringosklerozu onleyip Onlemediginin
tespit edilmesi amagclandi. Ayrica yara yerinde meydana getirdigi  degisiklikler
(perforasyon iyilesme hizi, timpanik membran kalmbg, cpitelizasyon, fibroblastik
aktivite,neovaskiilarizasyon, polimorf niiveli [5kosit varhg1) incelendi.



GENEL BIiLGILER
A — TIMPANIK MEMBRAN

Timpanik membran ; Dig kulak yolundan muayene edilebilen, dis kulak yolu ve
orta kulag: birbirinden ayiran , orta kulak dig duvarmmm biiyiik bir kismim yapan koni
seklinde membrandz bir yapidir (6).

flk olarak 1832 yiinda Henry Jones Shrapnell tarafindan timpanik membranin
pars flaksida bokimii tanimlanmistir. Shrapneli’den sonra timpanik membran fonksiyon
ve fizyolojik ozelliklerine gore iki kisma ayrilmustir. Timpanal kemik iginde kalan
timpanik membranm major kismu daha gergin olup “pars temsa”adm ahr.Ust kismm
olan “pars flaksida” daha kiigiik ve gevsektir. Anterior ve posterior malleolar plikalar
tarafindan ayrihir. Bunlar anular bolgeden malleus kisa progesine uzanirlar (7) .

A.1. Anatomi ve Fizyoloji

Timpanik Membran ; D1s kulak yolu sonunda yaklagik 0.1 mm kalmbZinda, 10-
11mm uzuntukta, 8-9 mm genisliktedir. Timpanal kemik sulcus timpanikusunun igine
oturan bir yapidir. Sulcus timpanicusa timpanal halka da denilmektedir. Timpanal
kemik Sne ve arkaya iki uzant1 gondererek sulcus timpanicusu yapar. Ama bu uzantilar
birbirleriyle birlesemez ve halkamn iist ucu agik kalr. Agik kalan uzantilarm arasm
skuamoz kemigin asagiya dogru giden uzantisi doldurur. Skuamoz kemifin bu
pargasma “skutum” denilir. Incus ve malleusun gévdeleri skutum tarafindan gizlenir.
Skutumun doldurdugu timpanal kemigin iki uzantisi arasmdaki agikhga “rivinus
centigi” adi verilmektedir.

Timpanik membran; sulcus timpanicus i¢ine Gerlach halkasi adi verilen “anulus
fibrosus™ ile tespit edilmigtir. Timpanal kemigin ber iki uzantisiun bitim noktalarmdan
malleusun bagma dogru iki plika uzamr ve kulak zarim malleusa baglar. Bunlar plika
malleolaris anterior ve posteriordur. Timpanik membranin pars tensa parcasinda ortada
yukaridan asagiya dogru uzanan malleusun kulak zan igerisinde yer alan parcasi olan
manubrium mallei yukarnidan asagiya ve onden arkaya dogru durmaktadir. Bu nedenle

manubriumun ucu arkay: gosterir.



Timpanik membran tamamen diiz olmayimp konkavdr. En g¢ukur noktas
manubriumun orta kismuna karsiik gelir ve “umbo” adm alir. Manubrium eksenine tam
ortadan dik ¢izilirse kulak zarmm pars tensa kisou dort sanal parcaya ayrimug olur: &n-
iist, on-alt, arka-iist, arka-alt. Bu bolinmenin kulak zarmdaki lezyonlar ve baz
girisimleri belirlemek bakumndan yaran vardir. Arka-list bolge incusun uzun kolu,
stapesle yaptig1 eklem ve chorda timpaniyi igermesi bakimindan tehlikeli kabul edilir.
Arka-alt kadran kulak zan ve orta kulak medial duvari (promontoryum) arasmdaki
mesafenin en dar oldugu yerdir, Yuvarlak pencere burada yer alr. On-iist ve on-alt
kadranlar daha giivenilir bdlgelerdir (6).

A.2. Histoloji

Timpanik membramn pars tensa ve pars flaksida kisme gergintik ve histolojik
yap1 bakimundan birbirlerinden ayrihiriar.

Pars tensa {ig tabakadan meydana gelmigtir : Dig yiizde dig kulak yolu derisi
(epidermal tabaka), i¢ yiizde orta kulak mukozasi ve buniar arasmda da fibroz tabaka
vardir. Fibroz tabaka digta straturn radiale, igte stratum sirkillare denilen liflerden
olugmus, kapillerden fakir dig etkilerden kolayca etkilenen ve negatif basmca duyarh
kulak zar1 bdlgesidir. Sirkiiler tabakada parabolik, semisirkiiler ve transvers lifler vardar.
Bu liflerin Szellikleri ve igitmedeki rolleri kulak zarma siirekli bir gerginlik saglayarak
kolay titresim yapmaktir (6). Radial ve igteki sirkiler lifler lamina propriayr bir
subepitelial ve bir submukozal tabakaya aymrr. Rat ve insan timpanik membram benzer
yapiya sahiptirler (8).

Pars flaksidanm ise fibroz tabakasi olmayp buna kargihk ortada ince konnektif
bir doku tabakasmm bulundugu gdsterilmistir. Dis epitel tabaka pars tensanmki ile aym
olmakla beraber daha incedir. Konnektif doku tabakasi daha zengin kapiller ag ve

sinirler igerir (6).
A.3.Damar ve Sinirler

Timpanik membran deri tabakasmn damarlari, i¢ maksiller arterin aurikiiler dalt
ile baglantibdir. Mukozal yiiziin arterial beslenmesi ise hem maxillar interna hem de



posterior aurikiiler ve a.stylomastoidea’dan olur. Kulak zarmnm venleri, dig kulak yolu
ve orta kulak boslugunun venlerine dokiiliir. Lenfatikleri damariar: izler. Mastoid apeks
ve tragus oOniinde yerlesmis servikal lenf nodlarma ya da Eustachi borusunun

lenfatiklerine drene olurlar.

Sinirleri esas olarak V. ve X. kraniyal sinirlerden gelir , VII. sinirin kulak
zarinin arka parasma hissi dallar verdigi samimaktadir. I¢ yiiziin hissiyetini ise IX.
kraniyal sinir saglamaktadir (6).

B - MiRINGOSKLEROZ

Timpanoskleroz kronik otitis medialarm iyilesme stireci sonunda ortaya c¢ikan,
mukoza altinda lamina propriada fibroz ve elastik tabakalarda hyalen dejenerasyon ve
kalsifiye birikimler toplanmast ile karakterize bir sekeldir (6,9,10,11).

Timpanoskleroz tek basma klinikk bir tablo olarak ortaya ciktigr  gibi
kolesteatomlu ve diger kronik ofitlerle de birlikte olabilir. Timpanoskleroz sikhg
{izerine yapilmg ¢alismalarda en genis vaka sayisma sahip Plester’e gore kabaca kronik
otitlerin %10’da goriilmektedir.

Timpanosklerozun sadece kulak zarna lokalize sekilleri vardur. Fakat kulak zari
ve orta kulak timpanosklerozunun birlikte oldugu; ozellikle ¢ift tarath vakalarda 6nemli
oranda isitme kayiplari meydana getirmeleri nedeniyle sosyal bakimmdan ciddi sorunlar
ortaya ¢ikarirlar. Bu nedenle iki timpanoskleroz tipi ayn olarak incelenmelidir (4). Aym
anda, her iki timpanik membran ve kavitede timpanoskleroz olusumu farkh
calismalarda %33 ile %49 oraninda bulunmusgtur (12).

Timpanoskleroz ilk olarak 1734’de Cassebohm tarafindan timpanik membranda
“tebesirsi yamalar” seklinde tammlanmstw. Bu terim Ingiliz literatiiriine Zollner
tarafindan tanstrilmistir.  Timpanik membranda, orta kulak boslufunda ossikiller
zincirde ve mastoid kemikteki anormal bir durumdur. Orta kulak mukozasmdaki kronik
otitler sonunda meydana gelen sklerotik degisiklikleri ise ilk tamumlayan Von Trolisch
olmustur. Hastah@: bu giinkii anlamda ilk tammlayan ise Politzer olmustur.



Daha sonraki yillarda yapilan caligmalarda hyalin dejenerasyon ile kollajen
dokuda depisimler oldugu, hiicrelerin azaldify veya kayboldugu gdsterilmistir.
Hyalinden baska doku iginde kalker birikimleri oldugu da saptanmugtir. Ik olarak
Zollner ve Chang 1969°da timpanosklerozun histopatolojisini elektron mikroskopla
incelemistir (6).

Timpanoskleroz eger sadece timpanik membram etkiliyorsa buna
“miringoskleroz” denir. Miringosklerozun tek basma olmasi timpanosklerozdan daha
yaygmdrr ve %24-51 oranmnda kronik otitis mediada izlenebilir .

Miringoskleroz her yagta olugabilir. Miller ; Iki yasmdaki bir gocukta olgu
bildirmistir (9,13) . Gocuklardaki en yiiksek insidens artig1 bu yaslardaki sekretuar otitis
media ve beraberinde ventilasyon tiipli takilmasmna baghdir (12). Tos ve arkadaglan 222
efizyonlu otitli tedavi edilmemis ¢ocuklarda yaptiklan calsmada %S35.4 skleroz
bulmuglardir, Aym serideki hastalarda 7 yasma ulasaniarda miringoskleroz %8.6
bulunmugtur (2). Tos ve Poulsen’in 527 kulakta yaptiklarn ¢ahgmada grommet tiip
giktiktan 6 ay ve 1 yil sonra sklerozun %49’a ciktygi belirtilmistir (3).Boylece
miringosklerozun dinamik bir davrams gosterdigi belirtilmistir. Moller bu dinamik
davramgt miringosklerotik timpanik membranlar1 elektron mikroskopta incelemistir.
Fibrosit gibi hiicrelerin sklerotik alanlari istila ettigini bazi vakalarda fibril yaptigm
gdzlemlemistir (12,14). Tiip yerlestirilmesinden sonra timpanik membrandaki sklerotik
plaklara rastlama sikhgmmn %40-50°den fazla oldugunu bildiren pek ¢ok cahsma
yapilmustir. Tiip takimaksizm rekiirren otitis media 6ykiisti olanlarda bu oran daha
yiiksek oranlarda da beklenebilir (6). Cocuklarda ventilasyon tiipii takilanlarda Wieﬁnga
ve Kerr %28-61 oranmda bildirmislerdir (9,12). Buna kargin Kinney 30 yag {izerindeki
erigkinlerin, 20 yihn lzerinde orta kulak hastalii olanlarda miringosklerozun %90
gozlenebilecegini bildirmigtir (9,15).

Hastahgin etiolojisi ve patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Genellikle
enflamasyon iyilesmesine veya rekiirren otitis mediay1 takiben skar dokusu olugumuna
bagh izlenmektedir .



Mac Kinnon kulak zarmndaki timpanosklerotik degisiklikler i¢in “Hyalinosis™
deyimi kullannugtir (6,16) .

Hyalinosis ya da kulak zar1 timpanosklerozu genellikle kulak zar1 n kadraminda,
bundan da daha az siklikla arka alt kadranda yerlesir. Bazi olgularda ise at nali
bigimindeki hyalinosislerde 5-7 yil sonra azda olsa bir isitme kaybmmn ortaya ¢iktifn
bildirilmistir(6,10). Baslangic asamalarmda sklerotik materyal peynir gibi kitlelerden
olusur ve daha sonraki agamalarda sertlesir, ileri evrede kemige benzer materyal halini
alir. Tek bagma miringoskleroz asemptomatik veya isitme kaybi pek meydana
getirmese de epitimpanik yerlesimli promontoryumda lokalize plaklar artan igitme
kaybma yol agabilir. Genis alan tutan plaklar veya kemik anulus yakmlarmda malleus
koluna bitisik zar hareketini bilyiik Sl¢lide azaltan durumlar da fark edilebilir. Tos ve
Poulsen gocuklarda konusma odyometrisi yapmuglardir ve daha &nce eflizyonlu otitis
media tedavisi icin ventilasyon tiipti takidan ve saglam pars tensall kulaklar arasinda
konusmay! alma egiginin aym oldugunu bulmuglardir (12,17). Yine Tos ve Stangerup
normal ve miringosklerotik kulaklar arasmda 250,1000 ve 4000 Hz frekanslarda
ortalama maksimum 1 dB fark bulmuslardir (3). Kronik otitis mediali kimselerde
miringoskleroz olusumu orta kulakta yaygm bir hastahi gosterebilir (12). Hastahfin
kesin kiiratif bir tedavisi yoktur. Cerrahi tedavi sonrasmda rekkiirrensler sik
goriiliir.Ayrica iatrojenik sensdrindral isitme kayb1 gelisebilecegi de unutulmamahdir.
Bu tip hastalara isitme cihazlart en gok yardimei olacak araglardi(9,18).

Miringoskleroz patogenezi hakkinda baz teoriler ortaya atilmigtir:
1. Postinflamatuar

Uzun siireli serBz veya piiritlan orta kulak iltihabt sonras: olusabilir. Pek ¢ok otdr
iic asamall olarak teoriyi ileri silirmiiglerdir. Baglangicta geri doniigiimlii agamada
inflamatuar eksuda kollajen fibrillerin yapism bozar ve eksuda orta kulakta organize
olur (9,19) ya da graniilasyon dokusu olugumu rekiirrens veya uzun stireli inflamasyona
yol agabilir (9,20). Geri déniigiimsiiz agamada fibroblastlarin aktivitesinin artis1 kollajen
yapimina yol acar ve hyalin kitlelerin olusmasina, invazyona neden olur. Son agamada
da kalsifikasyon veya ossifikasyon yer ahr.



2. Efiizyonlu Otitis Media

Postinflamatuar faktorler, uzun siireli efiizyon, ddemle birlikte submukozal ve
fibrsz tabakada dejenerasyona yol agar (9,13). Bu hasarla baz fakidrler, lamina propria
fibréz tabakada kollajen fibrillerin bozulmasma neden olurlar(21). Ikinci neden de serdz
sivida direkt hidrolitik enzimierin aktivasyonu lamina propriada hasar yapabilir (9,22).
Ugtincit bir faktor hem travmatik etki hem de uzun siireli bas: etkisiyle kulak zarinda
retraksiyon olusumudur (9,23). Efiizyonun viskozitesinin yiiksek olmasi, parasentez
swrasmdaki travma, kulak zan icerisine kanama, tiip yerlestirilmesi sonrasmda da
intraepitelial hemoraji fibroz olarak iyilesebilir (9,24) ve havalanmanmn meydana
getirdigi mekanik etki ile ventilasyon tiiplinin Kkitlesi miringoskleroz gelismesinde
suglanmiglardir (6).

Patolojik degisiklikler kulak zarmm lamina propriasmda meydana  gelir;
mikroskopik olarak lamina propriada kollajen fibriller ile i¢ ice gegmis yogun sklerotik
ap halinde dfizensiz fibriller bulunur. Dejenerasyon fibril kaybiyla meydana gelir ve
kalsiyum depositi amorf hyalin gdriintimii ile sonuglanr. Elektron mikroskopisi
kalsifikasyonu fibroblastlarm mitokondri ve lizozomlarinda gsterir. Daha sonra
ekstraseliiler hale gelir ve konnektif dokuyu cevreleyen kalkosferik yap: olustururlar.
Bu kalkosferler genigleyerek amorf hyalin kitleleri olustururlar ve klinik olarak
tebesirsi yamalar halinde gbrimtirier (9) .

3. Otoimmiin Faktorler

Miringoskleroz patogenezinde var sayillan bu teoriye gore de; Bir onceki
inflamatuar epizot tarafindan sensitize olan bir kulakta otitis media sonras: immun
kompleks reaksiyonuyla miringoskleroz olusur. Enfeksiyon timpanik membran lamina
propriasinda otolitik enzim tiretimine yol agarak &dem, gerginlik ve temel madde hasari
olusturur. Bu bozuk tiriinler dokularda oncesinde duyarlilik yapan antijenik stimulan
olarak rol oynamaktadirlar (9,16,25,26). Sonraki infeksiyonda immun yamt olarak
kompleman yer alacaktrr. Ancak Miller ve Nilsen elektron mikroskopik gahsmalarda
antikor yanitlar bulamamuslardir (9,12) .



Kolesteatoma ve miringoskleroz birlikteligi literatiirde ¢ok tartigilmugtir. Ikisi
arasinda negatif birliktelik oldufu , bir hastabgm dierinden daha fazla izlendigi
geliskili goriilmektedir . Pek ok otor ise her iki hastalifin daha ¢ok tesadiifen bir arada
olduguna inanmaktadular (9,27).

Sonug olarak miringoskleroz; Orta kulak efiizyonlarm tedavisi igin ventilasyon
tiipti takimasmdan sonra siklkla gorillir. Ancak Moeller’e gdre miringoskleroz
dinamik bir progesdir ve sadece ventilasyon tiipii takdmasi ile degil kronik
infeksiyonlardan sonra da ortaya gikabilir. Kulak zarmda meydana gelen ince skar
dokusu kulak zarinda atrofi olarak ortaya c¢ikar. Kalin skarlar ise miringosklerotik
odaklani yapar. Miringosklerotik odak genellikle tek plak olarak 6n kadranda
yerlesmistir. Iki plak halinde ise 6n ve arka kadraniardadir. Daha siklikla agikhigi yukan
bakan at nah bigiminde odaklara rastlanir. Odaklarin gelismesinde tliptin bir kez veya
birkag kez takilmas: arasinda farklihk bulunmamustrr, Uzun siire kalan ventilasyon
tiiplerinde miringoskleroza rastlanma siklit artar. Ventilasyon tlipii takilmasindan

sonra kulak akintis: goriilmesi miringoskleroz gelisme olasihgim arttirir (9).

Miringosklerozda teshis otoskopik muayene ile konulabilir. Kulak zarimn
mobilitesini etkileyen veya greftin iyilesmesini engelleyen durumlarda sklerotik
plaklarm kaldinlmas: gerekir (9,12).

C-VITAMINE

E vitamini tokoferol familyasimn genel adidir.

Membranlara bagh en nemli antioksidan olan E vitamini , biyolojik sistemlerde
lipit tabakalarda ¢Sziinmiis olarak bulunur. Ozellikle bitkisel yaglar ve tohumlarda (yer
fistig1 ,badem , pamuk , keten gibi ) bol miktarda bulunan tokoferoller diyetle almdiktan
sonra lipoproteinlerin yap1smda tagiirlar ve dokulara verilirler. En ¢ok LDL’de
bulunurlar ve onu oksidasyondan korur. Yapisal olarak birbiriyle baglantih bir grup
bilesigi kapsar (Sekil 1). Fonksiyonel grup fenolk OH" grubu ile kroman halkadur.
Kroman halka sistemi antioksidan ozellii ve polariteyi saglar. Yan zincir molekiiliin

lipofilik 6zelliginden sorumludur ve dogal a-tokoferollerin membranda kalmasim
saglar(28).



10

Sekil-1

=Tokoferol

E vitamini, membranlarda diigiik konsantrasyonlarda bulunan ¢ok glili bir
antioksidandir. Bu etkisini yiiksek pO2 seviyelerinde daha fazla gosterir. Vitamin E
zincir kirici etkisi ile antioksidan dzelligini gosterir. Yani oksidatif etki sonucu baglayan
oksidasyon zincir reaksiyonunu belli bir noktasindan keserek (kirarak) oksidan etkiyi
bertaraf eder .

1) o- tokoferol -OH + LOQ® ———» LOOH+ a- tokoferol-O°
( Lipit peroksi radikali) ( Tokoferoksil Radikali)
(VitE®)
2) o tokoferol-0" + VitC — . a- tokoferol —-OH + Vit C
Dehidroaskorbat Radikali
Tokoferoksil ve dehidroaskorbat radikalleri hem etkin bir radikal degildir hem de stabil
olmadiklar: igin kolaylikla nétralize edilebilirler.

Gidalarda en ¢ok o-tokoferol formu mevcuttur. Yag sindirimi sirasinda agifa

¢ikar ve emilir. Endojen ve eksojen antioksidan olarak hiicresel ve subselliiler



I1

membranlarm  bitiinligiinin korunmas1 o-tokoferol’un baglca fonksiyonlarmdan
biridir.

Vitamin E yannda derideki antioksidan savunma mekanizmalar: arasmda,
ubikinon, vitamin C, glhutatyon, katalaz , superoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz sayilabilir. Lipit peroksidasyonununu Snleyen ve olustugunda
ndtralize eden zincir kiric1 en giiglli antioksidan E vitaminidir, Hiicre membraniarinda
vit E ve glutatyon peroksidaz birbirini tamamlayic1 etki gosterirler. Vitamin E lipid
radikalini lipid peroksitierine donigtiiriirken glutatyon peroksidaz ise lipid peroksitini
ve diger organik peroksitleri ortadan kaldirarak oksidasyon zincir reaksiyonunun
kesilmesini saglar; bylece yeni radika]lerin olugsmasim engeller. Ancak bu
molekiillerin varhg , stabilitesi ve etkinligi igin vit C ,glutatyon ve selenyum gereklidir.
E vitamini selenyum metobolizmasmda da nemli rol oynar. Selenyumun organizmadan
kaybint 6nleyerek onu aktif sekilde tutar ve ihtiyacim azaltir (28). Selenyum ise normal
pankreas fonksiyonu, vitamin E , lipidlerin emilimi ve antioksidaz enzim aktiviteleri
i¢in (glutatyon peroksidaz) gereklidir.

a-tokoferol dokularda eksojen orijinli major lipofilik antioksidandir ve
antioksidan korumay: arttirmak igin topikal kullanim ¢ok yaygindir. a-tokoferol asetat
ise oksijen varbgmnda stabilizasyonu igin sk kullamlan bir prodrugtur. Bir prodrug
kullanildiktan sonra dagiip farmokolojik aktif molekiile biotransformasyona ugrayan
kimyasal Dbilegiktir. Asetat formu antioksidan aktiviteye cevap vermeyen kimyasal ester
olarak enzimatik hidrolizle hazlanir. Bu yolla serbest a-tokoferol salmr. Terapotik
etkinlikleri  topikal kullanlan  a-tokoferol  esterlerin - uygulama  bdlgesinin
metabolizmasma bagh olabilir. Keza cilde uygulanan piyasada yaygmn form vitamin E ,
o-tokoferol asetattr (29). Fare derilerinde a-tokoferol asetatm kutandz metabolizmayla
a-tokoferole doniigtiigii gOsterilmistir (30).

Vitamin E, serbest radikallerin olusumunda peroksitlerin sentezini engeller.
Ayricd bu vitaminin immun sistem fonksiyonlarim diizenledigi, hem humoral hem de
hiicresel immuniteyi giiglendirdigi bilinmektedir Eritrositlerde membran stabilizasyonu
icin esansiyel olan Vitamin E hemolizi ve oksidatif hasar1 onledigi, topikal veya
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sistemik verilen E vitamininin yara iyilesmesini hizlandirdifi epitel rejenerasyonunu
arttirip bag doku olusumunu Snemli oranda azalttifi tespit edilmigtir (5).

D - SERBEST RADIKALLER

Bir veya birden ok giftlenmemis elektron tasiyan atom veya molekiil “serbest
radikal” olarak tanmlanr (31,32). Bu atom veya molekiil ¢iftlenmemis elektronuny
bagka bir molekiile vererek veya baska bir molekiilden clektron alarak daha stabil hale
gelme egilimindedir. Bu nedenle oldukga reaktiftirler ve yar Smiirleri ¢ok kisadir.
Elektriksel olarak pozitif, negatif veya notr olabilirler (A,A ,A” gibi) .

Biittin canhlarda metabolik islemler srasmda normal hiicresel reaksiyonlarm yan
{irinti olarak serbest radikaller tretibmektedir. Bunlar hiicrenin farkh yerlerindeki
metabolizma sonucu farkh derecede radikal olusumuna katiimaktadir. Serbest oksijen
radikalleri dogal biyolojik islemler swasinda olustuklari gibi organizmada hastalik
olugturabilecek veya yabanci madde etkisi gosterebilecek maddeler ahnca da ¢esithi
miktarlarda olugabilirler.

Biyolojik sistemlerle ilgili serbest radikaller genellikle oksijen radikalleridir.
Ozellikle DNA, lipitler ve proteinler serbest oksijen radikalleri icin hedef bolgelerdir.
DNA’lardaki oksidasyon etkisiyle hiicre 6limii veya mutasyonlar olugabilir; Hiicre
membranindaki lipitlerin oksidasyonu ile lipit peroksidasyonu olusur. Doymamig yag
asitlerinin kayb1 gercekleserek bivolojik membranlarm gegirgenlifi etkﬂexﬁf,bﬁﬁhllﬁgﬁ
bozulur. Proteinler ise agregasyona ugrayabilir, parcalamp kirilabilirler. Boylece
biyokimyasal fonksiyoniart bozulabilir. Oksijen radikalleri toksik etkilerimi daha ¢ok
doku travmalari ve ameliyat gibi doku zedelenmelerini izleyen donemlerde gsterirler.
Bu strada hiicrede serbest radikal iiretimi ¢ok yiiksek ve antioksidan savunma sistemieri
yetersiz oldugundan ciddi doku zedelenmesi gdriilebilir. Ayrica kalsiyum dengesini Ca
ATP az enzimini inaktive ederck bozabildikleri one siriiimektedir. Hiicre disi
komponentlerden en fazla etkilenenler ise kollajen ve hyallironik asitiir. Koliajen
harabiyeti, depolimerizasyon olugabilmektedir (31,32,33) .
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Serbest radikaller kendileriyle reaksiyona giren molekiilleri de serbest
radikallere doniistirerek hasar zincirinin yayilmasm: saglar ve boylece otokatalitik

reaksiyonlar: baglatirlar.
Serbest Radikallerin Kaynaklar
1. Endojen
- Fagositler

Mitokondrial elektron tagima sistemi
Mikrozomal elektron tagima sistemi

Ksantin oksidaz

Aragidonik asit metabolizmasi

Endojen ve eksojen substratlarm otooksidasyonu

Gegis metalleri

2. Eksojen

Radyasyon

Hava kirliligi

Sigara duman:

Hiperoksik ¢evre

Farmakolojik etmenler (32) ‘

Biyolojik sistemlerdeki baghca serbest radikaller ; oksijenden tiireyenlerdir ve
serbest oksijen radikalleri ile reaktif oksijen tiirlerini igerirler. Aerobik metabolizma

sirasnda oksijenin eksik indirgenmesine bafh veya elektronlarmn farkl spinlerde

yerlesmesine bagh cesitli oksijen radikalleri meydana gelmektedir :

a ) Stiperoksit anyon radikali(O; )

Aerobik hitcrelerde oksijenin 1 elekiron alarak indirgenmesi sonucu, serbest

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

Siiperoksit

anyon radikali sulu gozeltilerde askorbik asit ve tiyoller gibi

molekiilleri okside eder, sitokrom ¢ ve Fe’’-EDTA gibi demir komplekslerini ise



14

indirger. Ancak stiperoksitin asl Onemi, hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metal

iyonlarmmn indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksit
0O, o+ 02-_ +2H"Y dismutaz - H;0, + 0Oz

(Hidrojen peroksit)

Sulu ¢dzeltilerde dismutasyon reaksiyonuyla hidrojen peroksite doniigtlirtiliir.
Siiperoksit anyon radikali H' alarak perhidroksi radikali (HO,) hidrojen peroksit ile
tepkimeye girerek hidroksi radikal ve singlet oksijen (Oz) olusturabilir. Olugan bu
radikaller siiperoksidin kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksiktir (34).

b) Hidroperoksil Radikali (HO;)

Oksijenin cksik indirgenmig tirtinlerinden birisidir. Kuvvetli bir radikaldir ve
stiperoksit radikalinden daha gtighi reditktandir; ancak pH=7.40’da ¢ok az miktarda
bulunup stabilitesi diigiiktiir. Stiperoksit radikaline doniisiir.

- O2+e +H —» H,0

¢) Hidrojen peroksit (H,O; )

Siiperoksit radikali iireten sistemler (iirat oksidaz , D-aminoasit oksidaz , glikoz
oksidaz gibi) hidrojen peroksit iiretirler. Stiperoksit radikalinin spontan veya siiperoksit
dismutaz ile katalizlenen reaksiyonla veya molekiiler oksijenden iki elektron almasi ile
meydana gelir. Membranlardan kolayca difiize olan H,O, hem zayif oksidan hem de
zayif reditktan gibi davranabilir. Yar omrii olduke¢a kisadwr. Demir, bakir gibi gegis
metallerin varhgnda siiperoksit radikali ile reaksiyona girer ve bilinen en etkin oksidan
ajan olan Hidroksil radikalini (HO") olugturur .

H,0,+ Oy ————» OH + OH + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)
Oy +¢e —>» H,0,

Haber-Weiss reaksivonu lipit peroksidasyonunun baglamasinda en Onemli
basamaktir (34).
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d) Hidroksil Radikali (OH)

Son derece reéktif bir oksijen radikalidir ve c¢ok kuvvetli bir oksidandir.
Yarllanma 6mrii oldukca kisadr. Hiicrelerde poliansatiire yag asitleri, proteinler,
niikleik asitler ve karbohidratlar gibi molekiillerle reaksiyona girerek okside eder. Hem
yeni bircok radikalin olugmasina hem de hiicrenin harabiyetine neden olur .

Hidroksil radikali “fenton reakstyonu” diye tarif edilen hidrojen peroksitin gegis
metallerinin varhgmda indirgenmesiyle meydana gelebilir:

H,0; + Fe*® —% H'+HO, +Fe™

H,0, +Fe? —» ‘OH+ OH +Fe"

Fe?+0, —® o7 (33)

e)Singlet Oksijen (Oz)

Oksijenin elekironlarmdan birinin yiiksek enerji olarak kendi spinini ters yonde
donen bagka orbitale yer degistirmesi ile olugmustur.Diger radikaller gibi ¢iftlenmenmis

elektronlar1 yoktur. Lipid peroksidasyonu ve serbest radikal zincir reaksiyonlarmmn
tetikleyicisi olabilir veya bu reaksiyonlar sonunda meydana gelebilir(34).

Serbest oksijen radikallerinin ve  reaktif oksijen tiirlerinin lipid, protein,
karbonhidrat ve niikleik asitler gibi organik molekiillere etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (R), peroksi radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO, tiyol radikalleri
(RS") olusabilir (34).

f) Azot oksitleri

Nitrik oksit (NO) ve azot dioksit (NO,) ¢iftlenmemis elektron tagirlar.azot dioksit
kahverengi zehirli gaz diye bilinir ve kuvvetli bir oksidandir .

g) Hipoklor6z asit

HOCL kuvvetli bir oksidandir. Aktiflesmis noétrofillerde olusturulur. Fagosit
sitoplazmasmda asagidaki reaksiyon meydana gelir :
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H,0, + CI' + H__mveoperdlsidez | HOCI+ H,0

HOC1+ Oy » OH+CI+0;

E - ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

1. Endojen
- Enzimatik Antioksidanlar
. Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

Siiperoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz, Glutatyon —S- transferaz, Glutatyon reduktaz

-Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
{a) Lipit fazda olanlar
Tokofero! (Vitamin E), Karoten
(b) Sivi fazda olanlar
a-Glutatyon, PB-Askorbik Asit
(c) Diger
Utat, Sistein, Seruloplazmin, Transferin, Laktoferrin, Myoglobin
Hemoglobin, Ferritin, Metionin, Albumin, Bilirubin
2. Eksojen
- Besinlerdeki dogal antioksidanlar
Vitamin A, C, E ve Beta-karoten
- Besinlere eklenen antioksidanlar
BHT (Biitilat hidroksitoluen), BHT (Biitilat hidroksianisol)
Sodyum benzoat, Etoksikuin, Propil galat, Fe-siiperoksit dismutaz
- Diger antioksidanlar (Farmakolojik)

Beta-bloker, Kalsiyum kanal blokerieri, Desferioksamin
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F — TIMPANIK MEMBRANDA YARA iYILESMESI
£.1. Primer Yara Iyilesmesi

Temiz , doku kayb1 olmayan dokularda yara iyilesmesi basamaklar: :
1. giin; Notrofiller fibrin pibtt igine go¢ eder . Epidermisin bazal hiicrelerinin
mitotik aktivitesi artar.
2 -3. giin; Notrofiller yerini makrofaj ve graniilasyon dokusuna birakir . Yara
kenarinda kollajen lifler belirgindir , koprii yapabilir .

4-5. gim;  Neovaskiilarizasyon(onarim  alanmda  bulunan damarlarmn
tomurcuklanmast ile yeni damarlarm olusumu ) en tist diizeye gikar .

2. hafta; Kollajen birikimi ve fibroblast proliferasyonu siirer. Lokosit
infiltrasyonu, &dem , artan vaskiilarite giderek azalir .

1 .ay ; Yara bolgesi normal epidermisle ortiiliir.

Iyilesme ilerledikge prolifere fibroblastlar ve yeni damarlarmn sayisi azalir.
Kollajen yapmm yara alammn giiciiniin gelisiminde Snemlidir. Fibrobiastlar
tarafindan kollajen yapim, yara iyilesmesinde 3-5.giinde baglar (35).

f.2. Akut Perforasyoniarm fyilesmesi

Perforasyonu takiben doku bazi asamalarla iyilegmeye baglar. Bunlar arka
arkaya olan evrelerdir : Hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, yeniden yapilanma

ve kontraksiyon .

Baglangicta trombositler yara bolgesine islislir ve hiicresel debrisle temas
ederler. Bir trombiis olusur. Vazokonstrliksiyonla hemostaz meydana gelir. Bu ik
birkag saat sonrasi, vaskiiler permeabilite artar. Yara bolgesinde nétrofil, makrofaj
ve sitokin infilirasyonu olur. Takiben diger plazma komponentleri bakteriyel
kontaminasyonu onlemek igin, yardim eder ve yara matriksi fibrinden
glikozaminoglikanlara ve proteoglikanlara doniisiir.Bu, deride ve diger dokularda
kollajen ve fibroblast proliferasyon agamasmz baglatir. Deri dokularinda, bu gapraz
bagh kollajen matriks; epitelial ortiintin hak gibi olmasm saglar. Skuamoz epitel
tabakas: baglangigta yara yerinde bir képrii olusturur. Sonra bunu _ﬁbréz komponent
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olusumu takip eder. Baglangigta timpanik membran kahn goriiniir ama 2. haftadan
sonra incelir. Timpanik membranda epitelial migrasyon, periferdeki yogun mitotik
aktiviteli bolgeden varaya dogru ozellik gosterir. Mitotik aktivite, yara kenari
etrafinda daha geg olusur ve daha az yoguniukta bulunur (36).

Epitelial hiperplazi yaray1 ¢evreler, keratin ¢ikmti hiperplastik skuamoz tabaka
tarafindan tretilir. Keratin de perforasyonu primer kapatrr. Epitelial tabaka
kalmtisiyla perforasyon kapatihr .

fyilesmeyi Etkileyen Faktorler

Cogu timpanik membran perforasyonlan spontan iyilesebilir. Bununla birlikte
iyilesmeyi etkileyen faktorler :

1 — Infeksiyon ; Nekroz epitelial tabakayi inhibe edebilir. Kronik perforasyona yol
acabilir.

2 — Travma ; Su sporlari gibi siirekli suya maruz kalma iyilesmeyi zorlar.Yani,
hava basincs, kiint travma gibi faktorler de sayilabilir.

3 — Perforasyon Biiylikliigii ; genig ve santral, bdbrek seklinde perforasyonlar zor
iyilesir.

4 — Yas ; hiicre yenilenmesi ilerleyen yagla birlikte yavaslar .

5 — Beslenme ve Immun Sistem ; Vitamin C eksikligi, immun sistem bozukluklar1
ivilesmeyi geciktirir.

6 — Topikal Steroid Kullanum ; Fibrozis olusarak kétii yara direncine neden olur.

7 — Yabanc: Cisimler (35,36).
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MATERYAL VE METOD

A. Deney Hayvanlan

Bu calisma toplam 13 adet Sprague-Dawley cinsi, ortalama viicut agirhiklar:
220-320 gram olan 12 haftalik 7 erkek, 6 disi rat iizerinde gergeklestirildi. Ratlar
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde 20-24°C *
de 12°ser saatlik igik-karanhk sikliisinde ozel kafeslerde barmdinidi. Samsun Yem
Fabrikasi’ndan temin edilen rat yemleri ile beslendi. Su ihtiyaglarnda normal sehir
suyu kullanilds. Kafeslerin bakwm, temizligi haftada 3 defa yapildi .

B. Deney Prosediiri
1. Anestezi

Cahgmada kullamlan ratlara viicut agwhgma gore 50 mg/kg ketamin HCI
(Ketalar, Eczacibagy Tiirkiye) intramiiskiiler verilerek spontan solunum altinda yaklasik
30-40 dakikalik anestezi saglandi.

2. Yapilan Islem

Otomikroskobik inceleme amaciyla Zeiss OPMI 99 (Germany) cerrahi
mikroskop kullamiarak ratlarin her birinin siras: ile 6nce sag sonra sol kulakiarma 3
mm caph politzer kulak spekulumil yerlestirildi. Dig kulak yollari ve timpanik
membranlan muayene edildiDis kulak yollarindaki buson ya da yabanci maddeler
aspire edilerek kulak zarlan ortaya kondu .
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Timpanik membranlart intakt olan ratlara steril sartlarda miringotomi bigag ile
otomikroskop altmda posterosuperior kadranlarmda standart 2 mm’lik perforasyon
olusturuldu. Aym islem kars1 kulaklara da yapilds. Perforasyon olusturulduktan sonra
deney grubu olan 7 ratn her iki kulaklarma, kulak zarlarmm yiizeylerini kaplayacak
sekilde topikal alfa-tokoferol asetat (Abdi Ibrahim, Istanbul/Ttrkiye) uyguland:.
Kontrol grubu olan 6 ratn her iki kulak posterosuperior kadranlarina perforasyon
yapilarak takibe alindi. Operasyon sonrasi tiim ratlara proflaktik antibiyotik olarak 50
mg/kg /giin ampisitin- sulbaktam tek doz intramiiskiiler olarak 7 giin siire ile uyguland.

3. Takip

Calismaya dahil edilen ratlarin timpanik membranlar 1., 3.,5.,7,9 ,i1L.,
13.,15.,18. ve 21. giinlerde otomikroskobik olarak degerlendirildi. Kulak zarlart
perforasyonlart ve izerindeki degisikiikler gozlendi. Tim ratlarm kulak zan
perforasyonlar1 kapandiktan 1 hafta sonra hepsi eter anestezisini takiben dekapite edildi,
Her iki temporal kemikleri diseksiyonla ¢ikarilarak histopatolojik incelemeye alndt .

C. Parametreler

1. Otomikroskobik Degerlendirme Parametreleri

Otomikroskobik muayene sirasinda kulek zarlarndaki perforasyonlarm kapanma
stireleri 6lgiildii. Kulak zarlarmndaki sklerotik degisikiikler, enfeksiyon, otore varhi:
aragtiriida .

2. Histopatolojik Degerlendirme Parametreleri

Histopatolojik inceleme igin ; Postoperatif 21.glinde sakrifiye edilen Sprague-
Dawley ratlarm perfore edilen her iki timpanik membranlan temporal kemiklerle
birlikte Zeiss OPMI 99 mikroskop altinda ¢ikanldi. Temporal kemik ve timpanik
membranlar %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat fikse edildi . Ertesi giin tiim
spesimenler % 5 formaldehit iceren %10’luk formik asitli dekalsifikasyon soltisyonuna
konuldu ve 7 glin siire ile dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrasi, operasyon
mikroskobu altmda timpanik membranlara zarar vermeksizin timpanik membraniar
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kemik anulustan ayrildilar . Timpanik membrantar manubrium malleiye dik dogrultuda

perforasyon alanmdan gegecek sekilde bisturi ile ikiye boliindi . Sekil — 2°de uygulanan
islem yerleri g8sterilmigtir:

Intakt Tyilesrais

Antexior
Posterior

Sekil - 2

Dokular rutin alkol- xylol takibinden sonra her iki parca kesit ylizeyi iizerine
yatmilarak parafin bloklara gomiildii . Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica
RM 2155 ) ile 5pm. kalnhginda doku kesitleri alindi. Alman kesitler hematoksilen-
cozin ve masson-trikrom ile boyandi. Masson-trikrom boya lamina propriadaki bag
dokusunu daha iyi gostermek amaciyla kullamid:. Preparatlar Olympus marka (BX-
50, Olympus Optical ,Japan ) 15tk mikroskobunda incelenerek fotograflant gekildi.

Her iki gruptaki ratlara ait timpanik membranlarm total kalinlij: ve epitel tabaka
kalmhp olgildii. Olgiimlerde okiller mikrometre kullamildi. Tiim olgtimler 400X
biyiitmede yapildi ve sonuglar mikrometre (um) cinsinden degerlendirildi. Timpanik
membranlar ayrica; Fibroblastik aktivite, polimorf niiveli 15kosit (PNL) dagilim,
vaskiiler proliferasyon (neovaskiilarizasyon) ve skleroz agismdan degerlendirildiler. Bu
parametrelerin her biri; Yok ( - ), Hafif (+), Orta ( ++ ), Siddetli ( +++ ), olarak
degerlendirildi.



D . istatistiksel Yontem

Bu ¢aligmada 6lgiimle elde edilen verilerin kargilagtiriimasinda gruplar arasinda
anlamh farkliiklar Windows SPSS istatistik paketi kullamilarak Mann Whitney U testi
ile , saymmla elde edilen verilerin kargilagtinimasmda ise kikare testi ile degerlendirildi.
Gozlenen deger 5°in altinda oldupunda ise Fisher kesin kikare testi kullamld1. Olgiimie
elde edilen veriler aritmetik ortalama * standart sapma ,saymmla elde edilen veriler ise
say1 (%) olarak gosterildi. Anlamhlik ditzeyi p< 0.05 olarak alind: .

22
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BULGULAR

1- Otomikroskobik Degerlendirme

Otomikroskobik degerlendirme ile topikal a-tokoferol asetat uygulanan grup ile
kontrol grubunun kulak zarlarindaki perforasyon kapanma siireleri karsitastinldi. Deney
grubunda 4 kulak zarmmn 6 giinde, 1 kulak zarmin 8 giinde, 4 kulak zarin 10 giinde, 3
kulak zarmm 13 giinde perforasyonlarmm kapandigi gozlendi. Kontrol grubunda 1
kulak zarmm 4 giinde, 4 kulak zarmm 13 giinde, 1 kulak zarmmn 14 giinde, 2 kulak
zarinin 15 giinde, 1’er kulak zarinda da 16,17,18,19 giinde perforasyonlarin kapandig
izlendi. Ortalama perforasyon kapanma siireleri séyle bulundu : Deney Grubu = 8.42
+ 3.09 giin (2 adet kulak zan otomikroskobik takipten ¢ikarilmustir.) Kontrol Grubu =
14.33 £3.89 giin P = 0.001. Deney ve Kontrol Gruplan perforasyon kapanma stireleri
arasmdaki fark istatistiksel anlamh idi.

Yaptigmmz ¢ahsmada 3 haftabk takip sonucunda otomikroskobik olarak kulak
zarlannda deney ve kontrol gruplarmda sklerotik alanlara rastlanamad: . Ayrica deney
ve kontrol gruplarmn kulaklarmda enfeksiyon bulgusu ve otoreye rastlanmazken; bazi
deneklerde gb6zlenen kanama ve kurut aspirasyon ile temizlendi. Ancak deney grubuna
ait 2 adet ratn birer kulaklari perforasyon iglemlerinden sonra yapilan
degerlendirmelerde, anatomik yapilarn elverigsizlifi nedeniyle otomikroskobik takipten
cikarilds.

2- Histopatolojik Degerlendirme

Normal bir timpanik membranin histolojik 151k mikroskobik goriintiisii Resim-

1’ de gdsterilmektedir.

2.1.Fibroblastik Aktivite
Histopatolojik olarak biitiin ratlarda perforasyon bolgesinde lamina propriada
fibroblastik aktivite artis1 vardi. Tablo 1’de deney ve kontrol grubu arasmdaki
fibroblastik aktivitenin derecesi karsilagtinldi. Deney grubu Resim- 2°de gosterildi:
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Tablo -1
Gruplar Toplam
Fibroblastik Deney Kontrol
Aktivite N % n %, N %
Orta 6 42.9 4 33.3 10 38.5
Siddetli 8 57.1 8 66.7 16 61.5
Toplam 14 100 12 100 26 100
*P=0.701

Deney ve kontrol gruplan arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi .

Resim 1:Normal timpanik membran . Keratinize ¢ok kath yassi epitel , lamina

propria , igte tek katli yass1 epitel,hematoksilen-eozinle boyanmis izlenmektedir (X400)




Resim 2 : Deney grubu rat timpanik membraninda , fibroblastik aktjvitede arts

izlenmektedir .Hematoksilen-eozin X 200

Resim 3:Deney grubu rat timpanik membraninda ; Lamina propriada,bag dokusunda

hafif artis ve neovaskiilarizasyonun belirgin artis1 izlenmektedir . Hematoksilen-eozin X
200
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2.2.Neovaskiilarizasyon

Histopatolojik olarak ratlarin timpanik membranlarinda yara iyilegmesine bagl
neovaskiilarizasyon farkh derecelerde izlendi. Tablo-2’de deney ve kontrol gruplan
arasindaki neovaskiilarizasyon yiizdeleri gsterildi :

Tablo - 2
Gruplar Toplam
Neovaskiilarizasyon Deney Kontrol

n % n % n %

yok 1 7.1 1 3.8
hafif 9 64.3 5 41.7 14 53.8
orta 2 14.3 4 333 6 23.1
siddetli 2 14.3 3 25 5 16.2
Toplam 14 100 12 100 26 100

*P=1.00

Deney ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel anlamb bir farkliik bulunmadi. Resim-
3’de 15tk mikroskopik olarak deney grubundaki neovaskiilarizasyon gosterildi.
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2.3. PNL (Polimorf Niiveli Lokosit)
Deney ve kontrol gruplan arasinda , polimorf niiveli 15kositlerin varhg yara

iyilesmesini degerlendirmek amactyla incelendi . Elde edilen veriler Tablo- 3°de
gosterildi:

Tablo -3
Gruplar Toplam
PNL Deney Kontrol
n % n % n %
Yok 11 78.6 5 41.7 16 61.5
Hafif 3 21.4 6 50.0 9 34.6
Orta 1 83 | 3.8
Toplam 14 100 12 100 26 100
*P=0.105

Istatistiksel olarak deney ve kontrol gruplari arasinda PNL artist agisindan anlamh
farklilik tespit edilmedi.

2.4.Skleroz,

Timpanik membraniar sklerotik degisiklik agisindan degerlendirildiginde, topikal
alfa-tokoferol asetat uygulanan kulaklarda skleroza rastlanmadi. Tablo- 4’de kulak
zarlarinda sklerozun semikantitatif derecelendirilmesi belirtildi:
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Tablo - 4
Gruplar Toplam
Skleroz Deney Kontrol
n % n % n %
Yok 14 100 3 25 17 65.4
Hafif 4 333 4 15.4
Orta 3 25.0 3 11.5
Siddethi 2 16.7 2 7.7
Toplam 14 100 12 100 26 100
*P=0.00

Deney ve kontrol gruplam aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulundu. Kontrol grubunda tespit edilen skleroz, timpanik zarlarin lamina propriasmda
fibroz tabakalarda bag dokusunun belirgin artig, Resim- 4’de hematoksilen-eozinle
boyanarak gdsterilmistir. Resim- 5° te de masson-trikrom boyasi ile bag dokusundaki
artis daha belirgin gsterilmigtir :
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Resim 4:Kontrol grubu ; Lamina propriada bag dokusunda belirgin artis izlenmektedir

.Hematoksilen — eozin X 200

Resim 5: Kontrol grubu ; Lamina propriada bag dokusunda belirgin artis izlenmektedir .
Masson — trikrom X 200
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2.5.Timpanik Membran Kahnhg

Deney ve kontrol gruplarmmn timpanik membran kalmbklar &lglimlerinin
kargilagtmilmast i¢in yapilan Mann Whitney U testine gbre aralarinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmadi P=0.164 tespit edildi. Ortalama Timpanikk Membran
Kalmliklari : Deney Grubu = 29.29 + 17.25 pm, Kontrol Grubu = 37 + 17.46 pm olarak
olgtildil.

Epitel Kahnhg
Deney ve kontrol gruplarma ait epitel kalinhklan kargilastinldiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamh farklihk izlenmedi.P=0.263 tespit edildi. Ortalama Epitel
Kahnliklar1 : Deney Grubu = 2.96 + 0.97 pm, Kontrol Grubu = 3.50 + 1.24 um olarak
oletildi.
Deney ve kontrol gruplarina ait veriler Tablo 5 ve Tablo’ 6 da bir arada gosterildi :



Table -5
DENEY GRUBU HIiSTOPATOLOJIK BULGULARI
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Rat Numaralar:
Parametreler 2 3 4 5 7
Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol
Fibroblastik
Aktivite ot | | ] A | e A | P et
Neovaskiilarizasyon | + |++| ++ [++] + [ ++] + |+ + | + + - + |+
PNL |l -1+ 1+t -+ -0 - -1-71-70-/[-
Skleroz - - - - - - - - - - - - - -
Epitel
Kalinhg1 4 (2512 1 413|123 51214113 (3]2]2
(pm)
Kulak Zan
Kalinlig 15110112 115117 130]35|50440|20})27 122113 |19
(nm)

Tablo-6’da kontrol grubuna ait histopatolojik bulgularn dokiimii toplu olarak

verilmistir.
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Tablo —6
KONTROL GRUBU HISTOPATOLOJIK BULGULARI
Rat Numaralar:
Parametreler 1 2 4 5 6
Sag | Sol{ Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol | Sag | Sol{Sag | Sol
Fibroblastik
Aktivite A e A e e ] |
Neovaskiilarizasyon [+++ | ++| + | ++ ] + [+ +H | + |+ + |+ +
PNL S D O I o B B S I R A S AN
Skleroz =+ +F -+ - - ]+
Epitel
Kalinhg 3 41 3 3 2 3 5 5 5 51212
(pm)
Kulak Zar
Kalnhg: 35 125150164 ] 3 17§60 | 3211504035133
{(pm)
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TARTISMA

Miringoskleroz; timpanik membranm kollajen tabakasmda hyalinizasyon ve
kalsifikasyon alanlaniyla karakterize; beyaz alanlar halinde izlenebilen; gesitli
nedenlerle biitinkigii bozulmug timpanik membranlarn iyilesmesi sonucu geligen
patolojik bir durumdur.

Yaygm bir otit sekeli olan miringoskleroz orijini hakkinda pek ¢ok hipotez
ortaya atilmasma ragmen, gergek etiolojisi ve patogenezi bilinmemektedir. Eftizyonlu
otitis media tedavisinde, parasentez ve tiip tatbikinden sonra; kronik otitis medianin
iyilesme periyodunda ya da timpanoplasti sonrast karsmmiza ¢ikabilmektedir. Efiizyonlu
otitis mediada tiip tatbikine mi veya hastaligmn kendi inflamasyonuna m bagh oldufunu
ayit etmek giigtiir. Bir hipoteze gore enfeksiyon, inflamasyon, travmaya karst

immiinolojik hipersensivite reaksiyonudur.

Yakin zamanda yapilan ¢ahsmalarda serbest oksijen radikallerinin ve mekanik
travmanin miringoskleroz olusumunda ana sebepler olabilecegi gdsterilmigtir.

Biyolojik sistemlerdeki baghca serbest radikaller, oksijenden tiireyenlerdir.
Serbest oksijen radikalleri artan sayida hastalik ve inflamatuar durumun patogenezinden
sorumiu tutulmaktadrr. Aerob ortamda oksijenin elektronlarmmn eksik indirgenmesiyle
veya elektronlarm farkh yerlesmesine bagh gesitli serbest oksijen radikalleri
olusmaktadir. Bunlar protein, karbonhidrat, niikleik asit ve lipidlerin kimyasal
degisimiyle doku harabiyetine neden olabilir. Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen
radikallerinin hiicre membranmndaki poliansatiire yag asitlerini etkilemesi sonucu

meydana gelir. Boylece hiicre membran permeabilitesi bozulur.
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Serbest oksijen radikalleri, hem hiperoksik gevreden hem de inflamasyonda
sklerotik agregatlarm etrafindaki inflamatuar hiicrelerden meydana gelir. Fagositoz ve
aragidonik asit metabolizmas: boyunca siiperoksit radikalleri artrms miktarlarda tretilir
ve miringoskleroz yapimna katkida bulunurlar (37).

Bu  bilgilerin dogrultusunda miringoskleroz etiolojisinde serbest oksijen
radikallerinin  veri, ortamm oksijeninin degisik konsantrasyonlarda olmasmm
miringoskleroza etkisi, sebebi oksidan ajanlar ise antioksidan kullamminin
miringoskleroza etkisi gibi pek ¢ok konunun arastirildig: galismalar yapilmustir,

Mattsson ve arkadaglar tarafindan orta kulak kavitelerinde yliksek oksijen
konsantrasyonu olmasmn, kulak zarlarinda miringoskleroza yol agabilecegi One
stirtilmiistir. Bu hipotezi destekleyen ¢ahgmalarinda hiperoksik ortamda artmug
miringoskleroz olusumu tespit etmiglerdir. Insan orta kulaginda, diger hayvanlarda
oldugu gibi normalde %5.5 ile %12.1 arasmda degigen oranlarda oksijen bulunmaktadir.
Ventilasyon tiipii tatbiki ile orta kulaga artan oksijen girisi buradaki oksijen
konsantrasyonunun  yilkkselmesine neden olmaktadir(yaklasik %21). Mattsson ve
arkadaslar ratlarda yaptig1 ¢alismada onlar: normal hava ortam ile %10, %15, %40
oksijen konsantrasyonlu ortamlarda tutarak; sol kulak zarlarma perforasyon yapihp tiip
yerlestirilmesi ile timpanik membranda miringoskleroz gelisimi provake edilmis; kars
kulaklara dokunulmamustir. En yikksek oksijen konsantrasyonlu ortamda en giddetli
miringoskleroz gelisimi gozlenmistir. Miringoskleroz mekanizmasinm; dokularda artmig
oksijenle serbest oksijen radikallerinin iiretiminin provoke edilmesi, doku hasan ve
hyalin dejenerasyonun olabilecegini ditsimmiiglerdir (7).

Mattsson ve arkadaglanmn  miringoskleroz etyolojisinde serbest oksijen
radikallerinin oldugunu diigiinerek yaptiklar: diger ¢cahiymalarinda ratlar normooksik ve
atmosferik oksijenin iki kat: oldugu ortamlarda tutulmuslar ve tedavide antioksidan ajan
kullamimugtir. Bunlarm her iki kulak zarlan perfore edilerek iyilesmeye birakilnmglardar.
Gruplara  ayrilarak  ratlara  giinliik  topikal  bakir-¢inko(CuZn)  stiperoksit
dismutaz(siiperoksit anyon radikalini parcalar) + katalaz(hidrojen peroksidi pargalar),
desferoksamin(demir iyonlarm: baglayarak radikal olusumunu Onler), bakuwrstlfat +
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demirkloriir ve sodyum kioriir uygulanmustir. Bir haftalik otomikroskopik takiplerinde
miringoskleroz olugumu desferoksamin ve CuZn stiperoksit dismutaz soliisyonu
uygulananlarda daha az bulunmugtur. Diger kulak =zarlarn ise normal oksijen
kosullarindakilere gore daha fazla skierotik izlenmigler ve 15tk mikroskopik olarak bu
fark belirgin olarak ortaya konmugtur. Bu bulgulara gore miringoskleroz olusunmunda
serbest oksijen radikallerinin etkisinin bulundugu; yiiksek oksijen konsantrasyonlarmda
miktarlarinn arttifx diigtiniilmiigtiir(4).

Mattsson ve arkadaglarmm diger bir ¢alhgmasmmda oksadiazospirodekan
smifindan antiinflamatuar bir ilag olan fenspiride lokal uygulanarak miringoskleroz
gelisimini inhibe ettifi ve hidrojen peroksit ile malondialdehit olusumunu azalttif
gdsterilmistir. Ancak bu ilag etkisini gergek bir serbest radikal Onleyicisi gibi
gostermemektedir (16,38 ) .

Spratley ve arkadaglar1 kulak zari perfore edilmis ratlarda, hidrofilik antioksidan
madde olan topikal askorbik asit kullanarak miringosklerozun azaldigmm
gostermiglerdir. Kulak zart kabmbklan ise topikal askorbik asit uygulanan grupta
anlamli sekilde artmugtir. Bunu askorbik asidin; fibroblastik aktivite ve kollajen doku
artisina yol acmasma; oksijenli ortamda hidroksil radikallerden kollajeni korumasma
baglamuslardir. Ayrica demir iyonlarmmn dokularda azalarak serbest radikal olusumunu
Onlemesiyle , yara iyilesmesinin normal olabilecegi belirtilmistir (39) .

Bizim cahsmamizda topikal a-tokoferol asetat uygulanan deney grubu ile
kontrol grubu arasinda timpanik membran kalmlig: agisindan istatistiksel olarak anlamh
bir fark tespit edilmedi. Ancak deney grubunda kulak zari kalinliklarmin biraz daha
fazla oldugu gozlendi. Bunun sebebinin o-tokoferol asetatn yara iyilesmesinde

epitelizasyonu arttirmas ile ilgiki oldugu diigiinfildii (5,28).

Goriir ve arkadaglari ratlarda yaptiklari bir ¢alismada, miringotomi sonrasi
intraperitoneal selenyum uygulamiglardir. Otomikroskopik ve histolojik takiplerinde
selenyum verilen grupta kulak zan kalnhklarimin kontrol grubuna gére daha fazla
oldugu; miringosklerozun ise kontrol grubunda daha sk oldugu tespit edilmistir . Bunu
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selenyumun biyolojik reaksiyonlarda antioksidan etkili olmasma ve glutatyon
peroksidaz kofaktdrii olusuna, lipit peroksidasyonundan hiicre membranlarin
korumasmna baglamiglardir (1) .

a-tokoferol biyolojik membranlarda fipit peroksidasyonunu &nleyen antioksidan
olarak bilinir. o-tokoferol asetat ise piyasada yaygmn olarak topikal uygulanan E

vitamini formudur (30} .

Record ve arkadaglan 1991°de a- tokoferol asetatm topikal antioksidan etkisiyle
ultraviole ile indikklenen lipid peroksidasyonunu azaltigim fareler {izerinde
gostermiglerdir (29).

Krol ve arkadaglan farelerde a-tokoferolin fotoprotektif etkisinin a-tokoferol
asetattan daha fazla oldufunu; o-tokoferol asetatin a-tokoferole domiigtiigiinii
bildirmislerdir. Bunlarin cilt karsinogenetik cevaplari ve fotoprotektif etkilerini aragtiran
pek cok cahsma yapmuglardir. Ultraviole gwlarn yarattipy cilt hasarlarmda; olusan
radikallerin ve diger oksidize triinlerin etken oldugu bilinmektedir. Bunlar &zellikle
ultraviole B radyasyonlu timin dimerlerini foto liriin olarak meydana getirebilirler.
Bunlarin DNA mutasyonu, karakteristik P*° tiimor supresdr gen mutasyonu yaptit
tespit edilmistir. Boylece cilt kanserlerine neden olduklan agiklanmugt. Vitamin E
uygulamalarmn antioksidan etkisiyle cilt kanserlerini &nleyebildigini gdstermiglerdir
(29).

Norkus ve Trevithick farelerde yaptiklar: cabgmalarla topikal a-tokoferol
asetatm ciltte a-tokoferole metabolize oldugunu yaynlamiglardir(40,41). Beijersbergen
van Henegouwen ve arkadaglan a-tokoferol asetat ve a-tokoferoliin epidermise gegisi
ve horizontal migrasyonunun benzer davramsta oldugunu bulmuslardir (30). Yaptigimiz
caligmada da topikal a-tokoferol asetat kullanarak onun antioksidan etkinligini izlemeyi
uygun gordik .

Insan ve domuz derisinin benzer yiizey lipidlerine sahip olmasi, kalnkg ve
morfolojisi domuz derisinin invitro ¢akgmalarda kullannmmna yol agmugtir. Buna gére
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Rangarajan yapti calismasimda yaklasik % 1.5 a-tokoferoliin, %5 o-tokoferol asetat
ile esit konsantrasyonda emildigini gOstermistir. Ancak topikal o-tokoferol
soliisyonunun o-tokoferol asetattan daha ok aktif hale donebilse de iiriiniin stabilite
ve raf omri} problemleri olabilecegini belirtmigtir (30).

Timpanik membran perforasyonlarmn akut veya kronik dénemde tedavi
edilmeleri sekonder olarak gelisebilecek komplikasyonlar:, sekelleri Onleyecektir.
Calismamizda ratlarda akut donem kulak zan perforasyon modeli meydana getirilerek
kulak zarlannm iyilesmesini gozlendi. Daha once kulak zarlari iizerine topikal
uygulamas: denenmemis olan o-tokoferol asetatm ratlarda antioksidan etkili
olabilecegini diigiinilldii. Bu stire zarfinda miringoskleroz olusumu topikal a-tokoferol
asetat uygulanan deney grubunda ve hicbir farmakolojik madde kullamimayan kontrol
grubunda tespit etmeye ¢ahsildi.

Yaptigmmiz  calismada topikal ~o-tokoferol asetat uygulanan ratlarda
otomikroskopik olarak miringoskleroz tespit edilmedi. Ancak daha dnce yapilan bazi
cahgmalarda en ¢ok pars tensada, anulus kenarmda ve malleus kolu boyunca
miringoskleroz gosterilmistir. Histolojik olarak miringosklerotik lezyonlar ve orta kulak
mukozas: insanlar ile ratlarda kargtlagtwiinustr. Sonuglar arasmda yapisal ve sklerotik
alan lokalizasyon farkhlg bulunmamstwr (4,37,38). Bu calismada histolojik
incelemede literatiir bilgileriyle paralel olarak, timpanik membran pars tensa fibroz
tabakas: lamina propriada, yogun kollajen artis1, sklerotik alanlar tespit edildi .

Bizim ¢algmamizda timpanik membranlardaki perforasyonlarm kapanma
siireleri arasmdaki fark, topikal a-tokoferol asetat uygulanan grupta anlamh sekiide
kisalmugtir, Normal iyilesme siirecine birakilan kulak zarlarindan daha kisa olmasmnm
nedeni;, vitamin E’nin, topikal veya sistemik uygulanmasiyla yara iyilesmesini
hizlandirmasi, epitel rejenerasyonunu arttirmasy, . hiicresel ve humoral immiiniteyi
uyarmas:, istenmeyen skar olusumunu Snlemesidir (28). Igarashi ve arkadaglari da o-
tokoferol asetat iceren diyetle beslenen ve beslenmeyen ratlarn ciltlerini

karsilastmuglardr. Sonugta vitamin E eksikligi olan grupta peroksit formasyonuyla
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insolubl kollajen artis1 tespit edilmigtir. Vitamin E’nin hiicre membram ve organel
membranlarmdaki lipid peroksidasyonunu dnleyen ve olustugunda notralize eden giiclii
bir antioksidan oldugunu gostermislerdir. Bu sonug E  vitamininin  lipid
peroksidasyonunun sonlandirimasinda zincir kiier etkisine baglanmugtir (42). Buna
karsm Ehrlich; vitamin E’nin kollajen sentezini inhibe ettifini 6ne stiren gahgma
yapmmstir. Parenteral a-tokoferol asetat uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin
geciktigini gdstermigtir (43).

Yaptizmmz gahgmada topikal o-tokoferol asetat kullammu yara iyilegme hizim
arttrrmg bulundu. Elde ettigimiz diger histopatolojik bulgularda; epitel kahnhgmm
artigi, fibroblastik aktivite, neovaskiilarizasyon, polimorf niiveli lokosit artis1 gibi yara
iyilesmesi parametrelerinin, deney ve kontrol gruplan arasindaki fark: istatistiksel
olarak anlamh bigimde ortaya konamarmstir (p>0.05).

Bizim yaptigimiz ¢ahismada topikal a-tokoferol asetat uygulamasiyla skleroz
olusumunun dnlendigi tespit edildi . Bu sonug diger antioksidanlarla yapilan ¢aligmalara
benzer sekilde a-tokoferol asetatn miringosklerozu inhibe edebilecedi hipotezini

dogrulamstir .

Perfore timpanik membranlarda Ozellikle akut donemde topikal a-tokoferol
asetat uygulamasuun miringosklerozu onlemede etkili olabilecegini diislinmekteyiz.
Ayrica bu madde, perforasyonlarn daha hizli bir gekilde, sekelsiz, diizgin
iyilesebilmesi igin alternatif bioaktif ajan olarak uygulanabilir. Ancak daba ¢ok deney
hayvaninda ve daha uzun siireli topikal o~ tokoferol asetat uygulanmasimn sonuglarin
aydinlatiimasma 151k tutacagina inanmaktayiz .
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SONUCLAR ve ONERILER

1. Histopatolojik incelemede timpanik membranlarn [amina propriasinda
fibroblastik  aktivite, neovaskiilarizasyon, polimorf niveli ISkosit  artigt
degerlendirildiginde; Deney ve kontrol gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamh fark

bulunmada.

2. Otomikroskopik incelemelerde deney ve kontrol gruplarinda miringoskleroza
rastlamlmadi. Ancak istk mikroskopik incelemelerde kontrol grubu ratlann kulak
zarlarinda sklerotik alanlar tespit edildi. Deney grubunda ise skleroz izlenmedi. Bu
sonu¢ akut dbnem perforasyonlarda topikal a-tokoferol asetat uygulamasmin

miringosklerozn dnlemek igin yararh oldugunu distindiirdi .

3. Ratlarda topikal «-tokoferol asetat uygulanan deney grubunda miringotomi
sonrast, herhangibir madde kullandmayan kontrol grubundaki ratlara gére perforasyon
kapanma siirelerinin daha kisa oldugu tespit edildi. Aralarinda ki fark istatistiksel olarak
anlamb idi.

4. Topikal o-tokoferol asetatm miringosklerozu Onlemedeki etkinliZinin
aragtirlmas) amaciyla ¢ahsmanin daha fazla deney hayvannda, daha uzun siireli ve
farkli dozlarda yapilmasinin gerektigine inanmaktayiz.

5 . Perfore edilen timpanik membranlarda otore, koku, hiperemi gibi enfeksiyon
bulgularma rastlanmamas) ratlara uygulanan ampisilin/sulbaktam proflaksisinin ctkin
oldugu seklinde yorumlandi.
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OZET

Timpanik membran fibroz tabakasmda artrms kollajen fibrilleri, hyalin
dejenerasyon ve ekstraselliler kalsiyum depozitasyonuyla karakterize beyaz plaklarm
goriilmesine « miringoskleroz > denir. En sik kulak zarma parasentez veya ventilasyon
tiipii tatbikinden sonra rastlamimaktadir .

Yaptigmuz ¢ahigmada 13 ratm her iki kulak zat1 posterosuperior kadram 2 mm g¢apta
miringotomize edildi. 7 tanesi deney grubu olarak alnd: ve kulaklarma topikal a-
tokoferol asetat uygulandi. 6 tanesi kontrol grubu olarak takip edildi bunlara topikal
herhangi bir ilag uygulanmad:i Giinagin takip edilen ratlarin perforasyonlar:
kapandiktan 3 hafta sonra hepsi dekapite edildi. Histopatolojik olarak kulak zarlan
temporal kemikten ayrildikian sonra masson-trikrom ve hematoksilen-eozinle
boyanarak incelendi .

Istatistiksel olarak topikal c-tokoferol asetat uygulanan kulak zarlarinda anlamh
sekilde sklerozun olmadiga izlendi Kontrol grubunda ise pars tensada perforasyon
iyilesme yerinde veya anteriorunda yer yer sklerotik alanlara rastlandi. Aym zamanda
deney grubunda perforasyonlarm daha hizh kapandiklan belirlendi.

Miringoskleroz etiolojisinde rol oynayan serbest oksijen radikallerini engellemek
amaciyla perforasyon sahasma topikal a-tokoferol asetat uygulandi. Sonugta bu
maddenin tedavide anticksidan etkinlifinin oldugu gésterildi. Bir sekel olarak kabul
edilen miringoskleroz olugmasmm onlemek ve daha hizh yara iyilegmesi saglamak igin
perfore kulak zarlarma bioaktif madde olarak topikal o-tokoferol asetat
uygulanabilecegi vurguland: .



41

SUMMARY

“Myringosclerosis” is the pathologic situation characterized by increased
collagen fibrils, hyaline degeneration and extracellular calcium deposition on fibrous
layer of tympanic membrane. It is observed as whitish plaques especially after

parasynthesis and substitution of ventilation tube.

In our study, we myringotomized bilaterally the posterosuperior part of tympanic
membranes of 13 rats. Seven of the rats were included in the study group and topical a-
tocopheryl acetate was applied. Rests were chosen as the control group and nothing was
applied. Perforations on the tympanic membrane were followed up on alternating days
and they were decapitated on the 3" week after closure. Tympanic membranes were
examined histopathologically by Masson trichrome and hematoxylen-eosine dyes after
separation from temporal bulla.

Sclerosis was not observed in a-tocopheryl acetate applied membranes and this
was statistically significant. Sclerotic areas were observed whether on the healing place
of perforation or on its anterior in the tympanic membranes of the control group. In

addition perforations of the study group were closed earlier than control group.

Topical a-tocopheryl acetate was applied due to avoid the free oxygen radicals
which take role in the pathogenesis of myringosclerosis. As a result, the antioxidant
effect of topical a-tocopheryl acetate is shown. We think topical a-tocopheryl acetate
can be used as a bioactive agent to avoid the myringosclerosis which is accepted as a

sequel and to maintain the healing of perforations of tympanic membranes.
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