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Miringoskleroz, timpanik membranin lamina propriasindaki kollajen yapimin
hiyalin dejenerasyonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir hastaliktir. Bu ¢alismanin
amaci likopenin miringoskleroz olusumu iizerine etkisini histopatolojik ve
immiinohistokimyasal olarak degerlendirmektir.

Calismaya, 28 guinea pigin 56 saglam timpanik membrani dahiledildi.
Denekler rastgele yediserli dort gruba ayrildi. Grup I’de (Kontrol grubu) miringotomi
yapildiktan sonra herhangi bir tedavi verilmedi. Grup II’de (Miringotomi sonrasi
likopen uygulanan grup) miringotomi yapildiktan sonra birinci giinden itibaren 10
mg/kg likopen suda eritilerek sonda yardimi ile giinde bir defa ayn1 saatteoral verildi.
Bu isleme yedi giin devam edildi. Grup III’de (Miringotomi Oncesi ve sonrasi
likopen uygulanan grup) miringotomi yapilmadan 1 hafta 6nce likopen ayni sekilde
ve dozda baslanarak yedi giin verildi. Sekizinci giin miringotomi yapildiktan hemen
sonra likopen verilerek ayni yontem ve dozda yedi giin devam edildi. Grup V’de
(Miringotomi Oncesi likopen uygulanan grup) miringotomi yapilmadan 1 hafta dnce
likopen ayni1 yontem ve dozda baslanarak yedi giin verildi. Sekizinci giin
miringotomi yapildi. Miringotomiden sonra likopen verilmedi. Calisma siiresince
grup I ve II’de birer guinea pigin 6lmesi ve grup II’de bir kulakta enfeksiyon olmasi
nedeniyle bes timpanik membran ¢aligsma dis1 birakilda.

Miringotomiden 14 giin sonra otomikroskopik olarak miringoskleroz
degerlendirmesi yapildi ve skorlandi. Dekapitasyon sonrasi guinea piglerin bullalar
cikarilarak  %10’luk formaldehit soliisyonuna koyuldu. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal inceleme i¢in kesitler alinarak kalinlik, skleroz, inflamasyon
ve kollajen-IV birikimi semikantitatif olarak skorlandi.

Bu c¢aligmada likopen ile tedavi edilen gruplarda miringosklerozun kontrol
grubuna gore anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (p<0.05). Ayrica kalinlik,
inflamasyon, skleroz ve kollajen-IV birikiminin tedavi edilen gruplarda kontrol
grubuna gore anlamli derecede azaldigi gorilmiistiir (p<0.05). Likopenin
miringotomiden dnce ve/veya sonra verilmesinin miringoskleroz olusumu agisindan
bir fark olusturmadigi da saptanmistir.

Sonu¢ olarak miringosklerozun olusumunun oOnlenmesinde giiglii bir
antioksidan olan likopen 1yi bir secenek olarak diisiiniilebilir.

Anahtar kelimeler: Miringoskleroz, likopen, antioksidan
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THE EFFECT OF LYCOPENE ON EXPERIMENTAL
MYRINGOSCLEROSIS

Myringosclerosis is a disease characterized with hyaline degeneration and
calcification of collagen structure in lamina propria of tympanic membrane. The aim
of this study is to evaluate the effect of lycopene on formation of myringosclerosis
from histopathological and immunohistochemical aspects.

The fifty-six healthy tympanic membrane of 28 guinea pig were involved in
study. Objects were separate into 4 groups randomly. In group I (control group), no
treatment was implemented after application ofmyringotomy. In group II(where
lycopene was given after myringotomy), 10 mg/kg lycopene was implemented orally
through catheter by dissolving in water once a day after 1* day. This implication was
continued for 7 days. In group III (where lycopene was given before and after
myringotomy), lycopene implementation started one week before myringotomy with
same dose and method for 7 days. By giving lycopene right after myringotomy at g
day with same dose and method, it was continued for 7 days. In group IV (where
lycopene was given before myringotomy), lycopene was given with same dose and
method for 7 days one week before myringotomy. Myringotomy was implemented at
g™ day. No lycopene was given after myringotomy. 5 tympanic membrane was
excluded because of death of 1 guinea pig in each of group I and II and an ear
infection in group II during study.

The fourteen days after myringotomy, auto-microscopic myringosclerosis
evaluation was performed and scored. After decapitation, bullas of guinea pigs were
dissected and put into 10% formaldehyde solution. For histopathologic and
immunohistochemical evaluation, sections were taken and scored from aspects of
thickness, scleroses, inflammation and collagen-1V accumulation.

Within this study, it was seen that myringosclerosis formation significantly
decreased in groups treated with lycopene in proportion to control group (p<0.05).
Also it was seen that the thickness, inflammation, scleroses and collagen-IV
accumulation significantly decreased in treated groups in proportion to control
group(p<0.05). It was determined that the implementation of lycopene after or before

the myringotomy made no difference in terms of myringosclerosis formation.

vil



As a result; lycopene which is a strong antioxidant is a good option for
decreasing the myringosclerosis.

Keywords: Myringosclerosis, lycopene, antioxidant
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1. GIRIS

Miringoskleroz, timpanik membranin lamina propriasindaki kollajen yapmin
hiyalin dejenerasyonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir hastaliktir (1-6).
Eftizyonlu otitis media tedavisi kapsaminda miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon
tiipli uygulamasini takiben ortaya ¢ikan bu durum ¢ogunlukla asemptomatik olsa da,
ozellikle biiyiik sklerotik plaklarin olusmasi isitme kayiplarina neden olabilir (3, 6).

Miringoskleroz etiyopatogenezini agiklamak amaciyla ¢esitli hipotezler one
siiriilmiis olmakla birlikte son yillarda {lizerinde en c¢ok durulan teori timpanik
membranin kollajen tabakasinda meydana gelen asir1 inflamatuar reaksiyon ve doku
hasarmin oldugudur (4, 7, 8). Saglkli insanlarda ve hayvanlarda orta kulaktaki
oksijen (O) konsantrasyonu %35-10 arasmndadir. Efiizyonlu otitis media tedavisi
sirasinda miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tiipii uygulamasi sonucunda orta
kulakta O)konsantrasyonu artmakta ve dis ortamdaki O,diizeyine ulagmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda orta kulaktaki hiperoksik ortamin serbest oksijen radikali
(SOR) olusumuna neden oldugu, bu durumun da inflamatuar siireci hizlandirarak
doku hasarma ve miringoskleroz olusumuna yol agtig1 gosterilmistir(2, 4, 8-12). Bu
nedenle, SOR’un saliniminin engellenmesi ve doku hasarini olusturan inflamasyonun
azaltilmas1 miringoskleroz gelisimini 6nlemede asil hedef haline gelmistir.

Cesitli nedenlerle meydana gelen akut timpanik membran perforasyonlarinin
biiyiik bir kismi kendiliginden iyilesir. Timpanik membranda gdériilen bu gii¢lii kendi
kendine iyilesme yeteneginin, sahip oldugu epitelyal yapmnin proliferasyon ve
migrasyon aktivitesine baglh oldugu diisiiniilmektedir(13).

Yapilan ¢esitli caligmalarda akut travmatik timpanik membran perforasyonu
sonrast kendiliginden olusan tamir asamalar1 ayrintilariyla agiklanmistir (14-17).
Perforasyondan sonraki ilk iki giin igerisinde, rezidiiel timpanik membranin distaki
epitel katinda yogun bir proliferasyon baslamaktadir. Rat timpanik membranindaki
perforasyon iyilesme siirecinin, anulus ve manubrium mallei yakmindaki epitelde
goriilen mitotik aktivite ve proliferasyonla basladigin1 gosterilmistir (18). Erken
donemdeki epitelyal proliferasyonun perforasyon kenarlarinda degil de perforasyon
alanindan uzak olan anulus ve manubrium mallei civarinda baslamasi, yapilan

calismalarda ortaya konulan 6nemli bir noktadir (18). Periferde prolifere olan epitel



hiicreleri, perforasyon alaninda biriken keratinin onciiliiglinde perforasyon merkezine
dogru ilerleyerek perforasyonun kapanmasini saglarlar. Mukozal epitel tabakasi ise
perforasyon kapanma siirecinde daha az oneme sahiptir (13, 15). Epitelizasyonun
tamamlanmasindan sonra ise fibroz tabakanin olusumu ortaya ¢ikar. Olusan fibroz
tabakanin tekrar yapilanmasi sonucunda perforasyon alaninda daha ince bir zar
yapist olusur. Bunun aksine perforasyon alanindan uzak olan saglam alanlarda ise
timpanik membran kalinliginin artmis oldugu gosterilmistir (16, 19).

Inflamasyondan sonra meydana gelen fibroblastik aktivite artis1 ve kollajen
sentezi, bu alanlarda timpanik membran kalinligmin artmasina neden olmaktadir.
Miringoskleroz da timpanik membrandaki bu yara iyilesme siirecinin farkli
donemlerinde ortaya ¢ikabilen geri doniisiimsiiz bir durumdur (20).

Yapilan ¢aligmalar perforasyondan sonraki dokuz ile onikinci saatlerden
itibaren miringosklerozun goriilmeye basladigini goéstermistir (21). Perforasyon
sonrasi baglayan inflamatuar siirecin dokuzuncu saat gibi erken agsamasinda gozlenen
temel histolojik bulgusu, kollajen tabakadaki yogun makrofaj infiltrasyonudur. Bu
nedenle artmis makrofaj infiltrasyonu ile miringoskleroz gelisimi arasinda yakin
iliski oldugu diisiiniilmektedir. Inflamasyonun erken déneminde aktive olan
makrofajlardan salman nitrik oksit (NO) ve diger mediatorlerin neden oldugu doku
hasari, iyilesme stirecinde fibrozis ile sonuglanmaktadir. Artmis fibroblastik aktivite
ve kollajen sentezi hiyalinizasyona neden olmakta, hiyalinize alanlara
kalsifikasyonun eklenmesi sonucunda da miringoskleroz olugsmaktadir(22).

Nitrik oksit, viicuttaki hem fizyolojik hem de patofizyolojik siireclerde rol
oynayan onemli bir serbest radikaldir. Fizyolojik olaylarda mediatdr gorevi yapan
NO, stirekli otonomik kontrol altinda ve belirli konsantrasyonlarda iiretilmekte ve
fizyolojik siirecin devamliliginda dnemli bir rol iistlenmektedir. Inflamasyon gibi
patolojik siireclerde ise kontrolsiiz sekilde ve yiiksek miktarlarda sentezlenebilmekte
ve boylece doku hasarina neden olabilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda ve
oksijen yoklugunda stabil olan NO’nun yarilanma 6mrii ¢cok kisadir (6-20 saniye) ve
hizla inaktif metabolitleri1 olan nitrat (NOs) ve nitrite (NO;) doniistiiriiliir (23).
Yiiksek konsantrasyondaki NO ise ortamda bulunan O, ve SOR ile reaksiyonagirerek
hiicre hasarina neden olan etkiler gosterir. Bu hasar antioksidan madde kullanim ile

engellenebilmektedir.



Bitkisel antioksidanlarin iki 6nemli smifi karotenoidler ve polifenollerdir
(24). Likopen meyve, sebze ve yesil bitkilerde bulunan karotenoid bilesikleri
ailesinin liyesidir. Bitkilerde bu bilesikler fotosentetik mekanizmanin bir parcasi olup
sart, turuncu ve kirmizi renkli meyve-sebzelerin renginden sorumludur. En iyi
bilinen likopen kaynaklari domates, islenmis domates {iriinleri, karpuz, pembe
greyfurt ve kayisidir (24-26). Likopen insan viicudunda yaygin olarak dagilmistir
(27-33). Karaciger, bobrek, adrenal bezler, testis, over ve prostat gibi farkl
dokularda bulunur (34, 35). Provitamin A aktivitesine sahip olmamasina ragmen
likopen antioksidan olarak gorev yapabilmekte ve aktif oksijenin etkisini
engelleyebilmektedir (36-38). Likopenin hidrojen peroksit (H,O;) ve NO
radikallerini inaktive ettigi bildirilmistir (39).

Bu calismanm amaci giiglii bir antioksidan olan likopenin miringoskleroz

olusumu iizerine etkisini histopatolojik olarak degerlendirmektir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kulagin Anatomisi

Isitme ve dengenin periferik orgami olan kulak, temporal kemigin igine
yerlesmis, yapilar1 ve gorevleri birbirinden farkli {i¢ boliimden olusmaktadir. Bunlar
distan ice dogru, aurikula ve dis kulak yolunu igeren dis kulak, kulak zari,
kemikgikler, mastoid hiicreleri ve Ostaki borusunu igeren orta kulak ve vestibiiler
sistemi (semisiirkiiler kanallar, utrikiil ve sakkiil), kokleay1 ve internal akustik kanali

iceren i¢ kulaktir (40) (Sekil 1).



Fasiyal sinir {411}

Stapas'in kalu apsesin tabar (oval pencera)
Lateral semisirkilar kanal gikintis astibiol
Inkues {Grs

Semigirkiler kanallar, amplia, utrikul

Malleus (gekic :agr:::lﬂjt.irgfani Fasival sinir (Vl)
s [gekic; bas m
Epitimpanik gikint estibuler sinir

Kaklaar Sinir

Kulak kepgesi

|v;c:I ses deligi
(meatus Boushicus mternus)

Ses-dengea simri
i"u‘hal?huln E-.E:r; W

L1
Dhg kulak yalu Huolikotroma Mazatarinks

Kulak zan Sc. vesitbuli
Timpanik bosluk Kkl
mp ogl Noklns KOKLEA
Promonior
Yuwarlak (koklear) pencera ) )
Sc. limpani

Eusiachi borusi

Sekil 1. Kulak anatomisi
1.1.1.1. Temporal Kemik

Temporal kemik kafatasinin yan ve alt duvarlarinin bir kismmi olusturur.
Temporal kemik petréz, mastoid, timpanik ve skuamoz olmak tlizere dort ayri
par¢adan olugmaktadir (40).

Skuamo6z Parca: Kafatasinin yan duvarmin bir kismini olusturur. Diiz olan
dis ylizeyine temporal kas yapismaktadir. Dis yiiziin alt kismmdan 6ne dogru uzanan
cikintiya prosesus zigomatikus denilmektedir. Bu ¢ikintinin inferiorunda mandibuler
fossa bulunmaktadir. Dis yiiziin arka kisminda a. Temporalis media’ya ait bir oluk
bulunur. Skuamoéz parga i¢ yiizii ile orta kafa gukuru ile komsuluk halindedir (40).

Mastoid Parca: Temporal kemigin iist ve arka kisminda bulunmaktadir.
Skuamoz parcanin petrdz parca ile birlesmesinden olusan petroskuamdz siitiir hatti,

zigomatik kokten asagiya dogru uzanir ve buna linea temporalis superior adi



verilmektedir ve bu hat orta kafa ¢ukurunun alt kismmin smirini yapar. Dis kulak
yolunun arka tist kisminda kiiciik bir kemik spin bulunur. Bu spine suprameatal spine
veya Henle spini adi1 verilir. Bu spinin arkasinda lamina kribrosa adi verilen delikli
bir kisim vardir (40).

Mastoidin i¢ yiiziinde bir oluk bulunur, buna sigmoid sulkus denir. Bu
sulkusa sigmoid siniis yerlesir. Mastoid parcanin iist yiizeyinde antrumu orten ince
bir kemik tabakasi vardir. Buna tegmen mastoideum denir. Arkada, petrdz par¢anin
arka yiizli ile birlikte arka kafa ¢ukurunun 6n smirmi yapar. Mastoid kemik havali
bosluklarla doludur. Bu hava bosluklarmin en biiyiigli ve en 6nemlisi, her zaman
bulunan antrumdur (40).

Petroz Parca: Bir piramide benzeyen petréz kemigin on iist ylizii orta kafa
cukurunun bir bdliimiinii yapar. On iist yiizde bir ¢ukur alan vardir ve bu ¢ukurda
besinci kraniyal sinirin ganglionu “Gasser ganglionu” bulunmaktadir. Bu cukur
alanin hemen yaninda birbirine paralel giden iki ince oluk vardwr. Bu arkadaki
oluktan n. petrozus superfisialis major, oniinden n. petrozus superfisialis minor
gecer. Bu oluklarin dis yan kisminda eminensia arkuata adi verilen bir kabariklik
vardr. Bu kabarikligin yanindaki diizgiin alana tegmen timpani denir. Burasi orta
kulak boslugunun tavanini olusturur ve malleusun basi ile komsuluk yapar (40).
Petr6z kemigin arka {ist kisminda meatus akustikus internusun deligi olan porus
akustikus internus bulunur. Buradan fasiyal sinir, n. koklearis, n. vestibularis superior
ve n. vestibularis inferior gegmektedir (41).

Petr6z parcanin alt yiiziindeki ¢ikintiya prosesus styloideus adi verilir. Bu
cikintinin hemen arkasinda bulunan delige foremen stilomastoideum ad1 verilmekte
olup, bu delik fallop kanalmin dis deligini olusturmaktadir. Prosessus
stilomastoideusun i¢ yan ve 6n kisminda fossa jugularis adi verilen genis bir gukur
alan vardwr. Bu ¢ukur alanin hemen 6n kisminda kanalis karotikusun deligi bulunur
(40,41).

Timpanik Parc¢a: Dis kulak yolunun 6n ve arka kismini ve alt kismmin bir
boliimiinii yapar. Timpanik kemik {ist kism1 acik bir halka gériinlimiindedir. Buraya
Rivinus ¢entigi denir. Timpanik membranin pars tensasi sulkus timpanikusa, pars
flaksidas1 ise halkanm acik olan kismina yerlesmektedir (41). Temporal kemik

cocuklarda ise lateral-inferior pozisyonda, erigskinlerde lateral pozisyondadir.



Bebeklerde skuaméz segment digerlerine oranla rélatif olarak daha biiyiiktiir,
mastoid parca gelismemistir. Orta kulak boslugu dis yanda timpanik kisim, i¢ yanda
petr6z kisim ile sinirlidir. Antrum dogumda iyi gelismemistir. Dis tarafta ve onde
skuamd6z segment, 6n ve arkada petrdz segment ile komsuluk yapmaktadir (40).

1.1.1.2. Aurikula ve Di1s Kulak Yolu

Dis kulak, aurikula ve dis kulak yolundan (DKY) olusur. Aurikula diizensiz
elastik fibrokartilaj ve bunu kaplayan perikondrium ve ciltten olusur. Timpanik
kemige, fibrokartilajindz kanalla ve daha zayif olarak anterior, superior, posterior
aurikiiler ligamentlerle bagli haldedir (41, 42).Aurikulanm isitsel uyaranlar1 alma ve
arttrma fonksiyonlar1 vardir. Ayrica aurikula, atmosferdeki ses dalgalarinin
uzakligmin ve lokalizasyonunun belirlenmesine katkida bulunmaktadir (43).

Dis kulak yolu 6n kismindaki ¢ikintiya ‘tragus’ denir (43). DKY, kavum
konkadan timpanik membrana kadar olan boliimdiir. Lateralde kartilaj kisim
(DKY ’nin 1/3 dis kism1), medialde ise kemik kistmdan (DKY ’nin 2/3 i¢ kismi) ibaret
olan S seklinde bir kanaldir. DKY’nin arka duvarinin uzunlugu yaklasik 25 mm, 6n
alt duvarinin uzunlugu ise yaklagik 31 mm dir. Bu fark kulak zarinin arkadan 6ne
dogru oblik yerlesmesinden dolayr olusmaktadir. DKY ses dalgalarin1 sadece
yonlendirmekle kalmaz ayn1 zamanda siddetlendirir. (41, 44). Aurikula ve DKY ’nin
duysal inervasyonu V, VII, X kranial ve 2-3. servikal sinirlerden saglanir (41, 44).

1.1.1.3. Timpanik Membran

Timpanik membran (TM), orta kulak boslugunu DKY’den aywran elips
seklinde bir perdedir(Sekil 2). Kalinlig1 0.1 mm, uzunlugu 10-11 mm, genisligi ise 8-
9 mm’dir. TM, orta kulagin dis duvarmin biiyiik bir kismimni1 yapar. TM’nin timpanik
kemikte yerlestigi yer olan sulkus timpanikusa “timpanik halka” adi verilmektedir.
TM anulus fibrozus ile timpanik halkaya, santral bir yapisiklikla da malleusun kisa
koluna ve manibrium mallei’ye baghdir (44).

Timpan membran, pars tensa ve pars flaksida olarak iki ayr1 boliimden olusur.
Pars tensa TM’nin timpanik kemik i¢indeki parcasidir. TM’nin biiyiik bir kismimni
olusturur ve ses dalgalar1 ile titresen kisimdir. Pars flaksida (Sharpnell zar1) ise

timpanik kemigin iki uzantis1 arasindaki agiklik olan rivinius ¢entigini doldurur. Bu



iki parca arasinda gerginlik ve histolojik farklar s6z konusudur. Pars tensada bulunan
fibr6z doku, pars flaksidada yoktur (43).

Ayrica pars tensa damar ve sinir yOoniinden daha zengindir. TM’nin
kanlanmas1 lamina propria ile baglantis1 olan epidermal ve mukozal yiizeylerden
gelen kan damarlar1 ile saglanir. TM dis yiiziiniin arteriyel kanlanmasi internal
maksiller arterin bir dali olan derin aurikuler arter, i¢ yiizliniin kanlanmasi ise
posterior aurikuler arter ve timpanik arter ile olur. Kulak zarmin venleri arterlere
eslik eder (43). Kulak zarmin duyusal innervasyonu N. Trigeminus’un n.
mandibularis dalina ait aurikulotemporalis dali, N. Vagus’un aurikuler dali, N.
Fasialis’in aurikuler dali ve N.Glossofaringeus’un timpanik dali tarafindan saglanir

(44).

Sk
Sekil 2.Kulak zar1 (sol)
1.1.1.4. Orta Kulak

Orta kulak, TM ile kemik labirent arasinda miik6z membran ile kaplanmis
kemik mesafedir. Vertikal ve &n arka cap1 yaklasik olarak 15 mm’dir. I¢ derinligi ise
yukar1 kisimlarda 6 mm, umbo ¢evresinde ise 2 mm kadardir. Orta kulak boslugunda
dis kulaktan i¢ kulaga ses dalgalarinin iletimini saglayan malleus, inkus ve stapes
denilen ii¢ adet kemik¢ik bulunur. Bu kemikg¢ikler orta kulak boslugunda kulak zar1
ile i¢ kulagin fonksiyonel girisi olan oval pencere arasinda bir koprii olusturur ve

sesin iletimini saglarlar. Kemikgikleri orta kulak duvarlarina baglayan dort ligament



(arka, On, iist ve dis malleolar ligament) ve iki kas (m. tensor timpani, m. stapedius)
bulunur (41-44). Tensor timpani kasi, malleusun manibriumuna yapisirken, stapes
kas1 ise stapesin boynuna yapisir. Bu kaslar kemikgik sisteminin hareketini
kisitlayarak siddetli seslere karsi i¢ kulak yapilarinin korunmasinda da rol
oynamaktadirlar (41-44).

Orta kulak boslugunun tavanini tegmen timpani olusturur ve orta kulak
boslugunu orta kafa cukurundan aywrir. Tabani ise hipotimpanik resesi meydana
getirir ve alt 6n kisimda arteria karotis interna ile alt arka kisimda juguler bulbusla
yakin komsuluktadir (44). Orta kulak boslugunun arka duvari aditus ad antrum
vasitastyla mastoid antrum ve havali hiicreler ile devamlilik gdstermektedir. Onde
orta kulak boslugu Ostaki tiipli araciligiyla nazofarenks ile baglant1 halindedir. Orta
kulak boslugunun lateral duvar1 kulak zari ile epitimpanik resesin yan duvari
tarafindan olusturulmustur. Medial duvarin en 6nemli yapilarindan biri kokleanin
bazal turunun yan duvarmin yaptig1 kabariklik nedeni ile disa dogru bombeligi ile
olusan promontoryumdur. Orta kulak boslugunun medial duvarindaki diger 6nemli
yapilar stapes tabaninin olusturdugu oval pencere ile koklear kapsiiliin orta kulak
bosluguna diger acilim yeri olan yuvarlak penceredir (43, 44).

Orta kulagin temel fonksiyonu, timpanik membrana ulasan ses dalgalarini
koklear sivilar titrestirecek forma dontistiirmektir. Kokleaya direkt olarak gelen ses
dalgalar1 kokleadaki sivilari titrestirmek icin ¢ok etkisiz kalmaktadir. Orta kulak,
hava ile koklea ici siv1 arasindaki akustik impedans farkini azaltir. Bu mekanizmada
baslica kulak zar1 ile stapes tabani arasindaki oran farki ve orta kulak kemikgiklerinin

kaldirag fonksiyonu rol oynar (44).

1.1.1.5. i¢ Kulak

I¢ kulak, petrdz kemik i¢inde bulunur. Isitme ve denge organlarini barindirir.
Kemik labirent ve zar labirent olmak iizere iki kisimda incelenir. Kemik labirent
perilenf, membrandz labirent ise endolenf icermektedir. Kemik labirent {i¢ parcadan
olusur. Bunlar; koklea, vestibiil ve kemik semisirkiiler kanallardir. Membrandz
labirent de ii¢ parcadan olusur. Bunlar koklea, vestibiilde yer alan iki otolit organ

(utrikulus, sakkulus) ve arka labirentteki lic semisirkiiler kanaldir (44).



1.1.2. Timpanik Membran Histolojisi

Timpanik membranin pars tensa kismi {i¢ tabakadan olusur. Dista, dis kulak
yolu cildinin devami olan epitel tabakasi, ortada fibroblastlar, endotel hiicreleri ve
sinirleri bulunduran lamina propria (fibroz tabaka), igte ise orta kulak mukozasinin
silyali kiiboid epitel tabakas1i mevcuttur. Fibroz tabaka dista radial, igte ise sirkiiler
liflerden yapilmistir. Radial ve sirkiiler lifler temel olarak kollajen fibrillerden olusur.
Sirkiiler lifler periferde ve perifere yakin olan kisimlarda bulunur. Zarm umboya
yakin kisimlarinda ise yalnizca radial lifler bulunur. Pars tensanin ug¢ kisimlarinda
fibroz tabaka kalinlagarak anulus fibrokartilajinosus adi verilen halkayr meydana
getirir. Pars flaksida da fibroz tabaka olmamasima karsin zengin kapiller ag ve sinirler
bulunur. Pars flaksidanin lamina propriasi, pars tensadan daha kalin ve daha az
organize olmasiyla ayrilir. Ayrica pars flaksidada kollagen ve elastik lifler zemin
iizerinde gevsek dizilmistir. Buna karsilik pars tensada kollagen lifler ve birkag

elastik lif daha diizenli dizilmistir (42, 44, 45).

1.1.3.Guinea Pig Timpanik Membrani

Timpanik membran, orta kulak boslugunu dis kulak yolundan ayiran bir perde
ozelligindedir. Renk ve sekil olarak insan timpanik membrani ile benzer 6zelliklere
sahiptir (Sekil 3). Guinea piglerde timpanik membran sadece pars tensadan olusur.
Pars flaksida yerinde ise kemik bir lamel olan supratimpanik krest bulunur. Ince olup
oldukca seffaftir (46). Zara lateralden bakildiginda orta kulaktaki major olusumlar
rahatlikla izlenir. Ince bir yapis1 olmasi nedeniyle diseksiyonlar esnasinda kolayca
yirtilabilir. Goksu (47) ve Kayhan’in (48) yaptig1 histolojik ¢aligsmalarda, timpanik
membranin fibr6z tabakadan yoksun oldugu ve sadece anulusa yakin kisimlarda
nadiren kollajen fibrillere rastlandigi bildirilmistir. Bu bulgular kobay timpanik
membraninin neden bu kadar seffaf ve travmaya hassas oldugunu izah eder.
Ortalama ¢ap1 vertikal diizlemde 7 mm, horizontal diizlemde 8 mm’dir. Fibril
anulusu bulunmayan timpanik membran kemik anulusun serbest kenarmna sikica
tutunur. D1s kulak yolundan zara dogru bakildiginda manibrium malleinin ¢ok biiyiik
oldugu ve vertikal diizlemde timpanik membran boyunca uzandigi izlenimi uyanir.
Timpanik membranin infero-lateralinde dis kismi timpanik halka ve timpanik bulla

ile ¢evrili gizli bir bosluk bulunur (46).



-

Sekil 3. Guinea pig timpanik membrani

1.2. Timpanik Membranda Yara Iyilesmesi ve Miringoskleroz Olusumu

Timpanik membran perforasyonlar1 akut ve kronik perforasyonlar olarak
simiflandirilir. Akut TM perforasyonlariin nedenleri arasinda akut otitis medianin
stiptiratif evresi, travma ve iyatrojenik nedenler; kronik perforasyonlarinin nedenleri
arasinda miringotomi sonrasi ventilasyon tiipii (VT) uygulanmasi, kronik otitis
media, travma ve diger nedenler sayilabilir. Timpanik membranin giiclii bir kendi
kendine iyilesme yetenegi vardir ve ¢ogu TM perforasyonlari kendi kendine iyilesir
(13, 49).

Yara iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, (remodelling) ve
kontraksiyon olarak adlandirilan i¢ ice ge¢mis fazlardan olugmaktadir (49, 50). Hasar
olusur olusmaz trombositler yara bolgesine go¢ eder ve trombiis olusur. Daha sonra
olusan vazokonstriiksiyonla hemostaz saglanir. {lk birkag saat sonra hasar bélgesine
migrasyon gosteren makrofajlar ve polimorfoniikleer 16kositlerden salinan sitokinler,
vaskiiler gegirgenligin artmasina ve 6dem olusumuna neden olurlar (49). Bir¢ok yara
iyilesmesinde, Oncelikle graniilasyon dokusu olusur sonra iizerini epitel tabakasi
orterek yaranin kapanmasi saglanir. Epitelyum kapandiktan sonra yeniden sekillenme
(remodelling) baslar. Bunun sonucunda graniilasyon dokusunun matiir skar dokusu
olmasi ve kontraksiyon olugmasi ile son bulur.

Timpanik membranin yara iyilesmesi, vaskiiler dagilima bagl olarak

baslangigtaki hemostatik ve enflamatuar evrelerinde siradan olmasina ragmen
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proliferasyon ve migrasyon sathalarinda diger dokulardan tamamen farklhidir.
TM’deskuaméz epitel tabakasi baslangicta yara iizerinde bir koprii olustururken
fibr6z yapinin yeniden olusmasi bunu takip eder. Olusan yeni TM incelmesi 6zellikle
fibroz tabakanm yeniden sekillenmesiyle olur (51).Bunun yaninda perforasyon
alanindan uzak olan saglam alanlarda, inflamasyondan sonra olusan fibroblastik
aktivasyon ve kollajen sentezi nedeniyle TM kalmligmmin artmis oldugu
goriilmektedir (31, 35, 52).

Yapilan caligmalarda histolojik olarak MS’nin perforasyondan sonraki
dokuz ile onikinci saatlerde basladigi bildirilmistir (21). Perforasyon sonrasi baslayan
inflamasyon siirecinde bu saatlerde makrofajlarin en yogun oldugu ve kollajen
olusumunun arttig1 goézlenmistir (21). Makrofaj infiltrasyonu ile MS olusumu
arasinda yakin iliski oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun da makrofajlardan salinan NO ve
SOR’un doku hasarina neden oldugu gosterilmistir (9-12). Bu da inflamasyon,
eksudasyon, graniilasyon, fibrozis, hiyalinizasyon ve kalsifikasyona neden olarak

miringoskleroz olusumuna yol agmaktadir (53).

1.3. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya birden fazla paylasilmamis
(eslesmemis) elektron tasiyan atom veya molekiillerdir. Paylasilmamis
elektronlarindan dolay1 stabil olmayan, oldukg¢a reaktif, cok kisa yar1 Omiirli,
hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 6zelligine sahip maddelerdir (54,
55).

Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen ana kaynagi oksijen
olmakla beraber, nitrik oksid (NO), aktive notrofil, makrofaj, mitokondriyal elektron
transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membraninda da
bulunmaktadir (56).Serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler (56).

Yiiksek konsantrasyonlardaserbest radikaller ve radikal tiirevi, radikal
olmayan reaktif tiirlercanli organizmalar i¢in tehlikelidir ve tiim hiicre yapilarina
hasar verirler. Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda nitrik oksit, siiperoksit
anyonu ve reaktif oksijen tiirleri sinyal iletiminde diizenleyici medyator olarak

onemli rol oynarlar. Reaktif oksijen tiirevlerinin aracilik yaptig1 bir¢cok cevap,
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aslinda hiicreleri oksidatif strese karst koruyarak redoks homeostazini yeniden
olustururlar (56).

Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucunda siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri olusur (57). SOR endojen olarak
viicutta sentezlenen metabolik yan triinlerdir. Viicutta normal veya patolojik olarak
serbest radikaller {iretilir. Bu iriinler hemen sentez edildikleri yerde detoksifiye
edilmezler ise zararl etkilerini olustururlar (56, 57). Bu {iriinlerin detoksifikasyonu
icin antioksidan savunma elemanlar1 kullanilir. Bunlar, hiicre ic¢i antioksidanlar
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleridir. Hiicre i¢i ortamimn
aksine hiicre dig1 ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin,
haptoglobin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, beta karoten ve a-1 antitripsin

sorumludur (56, 57).

1.4. Likopen

Diyet kaynakli bir antioksidan olan likopen, son yillarda insan sagligina
yararli Onemli bir kimyasal olarak oldukca ilgi c¢ekmektedir.Bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan sentez edilirken hayvan ve insanlarda iiretilmezler (24-
26).Domates ve domates lriinlerine koyu kirmizi rengini verirler.

Likopen suda erimeyen lipofilik bir bilesiktir.Alinan likopen diyetteki lipid
micellerine katilir ve barsak mukozasindan pasif difiizyon yoluyla emilir. Daha sonra
silomikronlara dahil olur ve karacigere tasinmak iizere lenfatik sisteme salinir. Farkli
organlara dagilimi plazma igerisindeki lipoproteinler tarafindan saglanir (58).

Likopen kimyasal olarak diiz bir swra halinde dizilmis 11 konjuge ve 2
konjuge olmamus ¢ift bag i¢eren agik hidrokarbon zincirinden olusmaktadir(Sekil 4).

Molekiiler formiilii C49Hse olup molekiil agirligi 536,85 daltondur (59).

H,C

Sekil 4.Likopenin kimyasal yapisi1 (60)
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Likopenin antioksidan 6zellikleri, biyolojik etkileri icerisinde esas arastirma
konusunu olusturmaktadir. Bir antioksidan olarak etki gosterirken reaktif oksijen
tiirevlerini yakalar, oksidatif stres hasarini azaltarak immiin sistemi diizenler (61).

Likopenin antioksidan etkisi ile ilgili yapilan in-vitro calismalarda, bu
karotenoidin gii¢lii bir radikal temizleyicisi oldugu bildirilmistir (62). Likopen aktif
oksijeni fiziksel ya da kimyasal yollarla baglayabilmektedir. Fiziksel baglanma
kimyasal olandan ¢ok daha etkilidir ve aktif oksijenden aktiflik enerjisinin karotene
transfer edilmesiyle oksijenin normal duruma getirilmesi esasma dayanir. Aktive
edilmis karotendeki enerji ise donme ve titreme etkilesimleriyle ortamdaki ¢oziiciiye
iletilir ve karoten tekrar normal enerji seviyesine donerken ortam sicakligi artar. Bu
islem bir¢cok kez devam edebilir. Kimyasal mekanizma ile serbest radikal baglanma
orani ¢ok diistiktiir. Bu oran toplam aktivite icinde sadece %0,05’tir (63). Likopenin
H,O,ve NO radikallerini inaktive ettigi bildirilmistir. Lenfositlerde membran hasar1
ve hiicre 6llimlerine yol acan NO radikaline kars1 likopenin B-karotenden en az iki

kat1 kadar daha etkili koruma sagladigi bildirilmistir (64).
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma i¢in dncelikle Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
deneysel hayvan caligmasi onayr (22.11.2011 tarth ve 129 sayili yazi) alindi.
Calismada Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii’ nden temin edilen ve agirliklar1
400-800 g arasmnda degisen, dis kulak yollar1 ve kulak zarlar1 saglam, yetigkin 28
adet guinea pig kullanildi. Guinea pigler, adaptasyon saglayabilmeleri i¢cin deneye
baslamadan bir hafta énce Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi'nde
yediserli olarak dort gruba ayrilarak 6zel yemlerle ve limitsiz suya ulasabilecekleri

diizeneklerde giinliik bakimlar1 yapilarak barindirildi.

2.1. Miringotomi

Intraperitoneal 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer Warner
Lambert, ABD) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Ksilazol, Provet Veteriner Uriinleri
Sanayi Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonuyla saglanan anestezi sonrasi yapilan
otomikroskopikbakida bilateral normal TM’ye sahip oldugu goriilen 28 adet guinea
pigin 56 TM’si c¢alismaya dahil edildi. Otomikroskopik goriis altinda, kulak
spekulumu ve steril miringotom bigagr (D-481, D-242, Aygiin Cerrahi Aletler,
Samsun, Tiirkiye) kullanilarak her iki TM’nin 6n alt kadranina 1 mm capinda

standart miringotomi Likopenin verilme zamanlaria gore yapildi (Sekil 5).

Sekil 5. Otomikroskopik goriis altinda yapilan miringotomi (sag timpanik membran)
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2.2. Cahsma gruplan

Grup I (Kontrol grubu n: 14): Bu grupta 7 guinea pigin 14 TM’sine
miringotomi yapildiktan sonra herhangi bir tedavi verilmedi.

Grup II (Miringotomi sonrasi likopen verilen grup, n: 14): Bu grupta 7
guinea pigin 14 TM’sine miringotomi yapildiktan sonra birinci giinden itibaren 10
mg/kg likopen suda eritilerek sonda yardimi ile giinde bir defa ayn1 saatte oral yolla
verildi. Bu isleme yedi giin devam edildi.

Grup III (Miringotomi oncesi ve sonrasi likopen verilen grup, n: 14): Bu
grupta 7guinea pigin 14 TM’sine miringotomi yapilmadan 1 hafta 6nce 10 mg/kg
likopen suda eritilerek sonda yardimai ile giinde bir defa ayn1 saatte oral yolla verildi.
Bu isleme yedi giin devam edildi. Sekizinci giin miringotomi yapildi ve ayni sekilde
ve dozda likopen yedi giin daha verilmeye devam edildi.

Grup IV (Miringotomi oncesi likopen verilen grup, n: 14): Bu grupta
7guinea pigin 14 TM’sine miringotomi yapilmadan 1 hafta 6nce 10 mg/kg likopen
suda eritilerek sonda yardimi ile giinde bir defa aym saatte oral yolla verildi. Bu
isleme yedi giin devam edildi. Sekizinci giin miringotomi yapildi. Miringotomiden
sonra likopen verilmedi.

Miringotomiden 14 giin sonra otomikroskopik olarak miringoskleroz
degerlendirmesi yapildi (Sekil 6). Buna gore; otomikroskopik bakida goriiniir
sklerotik lezyon yoksa (- veya 0), yalnizca malleus koluna komsu yerlesimli sklerotik
lezyon varsa (+ veya 1), malleus koluna komsu sklerotik lezyonlarla birlikte 6n tist
kadranda da sklerotik lezyon varsa (++ veya 2), malleus kolundan anulusa ulasan ve
anulus boyunca uzanan genis sklerotik lezyonlar varsa (+++ veya 3) olacak sekilde

skorlandi (7) (Sekil 7).
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Sekil 6. Otomikroskopik degerlendirmede miringosklerotik odak (sol timpanik

membran)
@eno' Anterior i jpommr @m
+) miringoskleroz (++) miringoskleroz (+++) miringoskleroz

Sekil 7. Otomikroskopik degerlendirme semas1 (6)

Otomikroskopik degerlendirme yapildiktan sonra hayvanlar yiiksek doz
intraperitoneal pentotal (Pental® Sodyum, I. E. Ulagay Ila¢ Sanayi, Istanbul,
Tirkiye) enjeksiyonunutakiben dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi guinea piglerin
bullalar1 ¢ikarildi. Bullalardan hazirlanan spesmenler %10’luk formaldehit

soliisyonuna konularak histopatolojik inceleme i¢in ayrildi.

2.3. Histopatolojik Ve Immiinohistokimyasal inceleme

Calismanin histopatolojik hazirlik ve degerlendirilmesi Firat Universitesi T1p
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda ayni patalog tarafindan yapildi.

Formol fiksasyonu sonrasi, dekalsifikasyon amaciyla formik asitte tutulan

spesmenler mikroskobik goriis altinda manibrium malleiye dik ve miringotomi

16



alanindan gegecek sekilde ikiye ayrildi iki parca kesit yiizii {izerine yatirilarak
parafin bloklar hazirlandi. Alinan 5 mikrometre kalinlhigindaki kesitler Hematoksilen-
Eozin (HE), Mason-Trikrom (MT), Ki-67, kollajen-IV ve CD-34 histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyalarla boyandi. immiinohistokimyasal boyamalar otomotik
bir cihazla (Benchmark-XT, Ventana Medical Systems, California, ABD) yapildi.
Hematoksilen-Eozin ile boyali kesitler, TM total kalinligimin 6l¢iimii i¢in 151k
mikroskobu (Olympus BX51, Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) ile incelendi ve
elde edilen goriintiiler bir kamera ile bilgisayara aktarildi (Sekil 8).Kullanilan
biiylitmeye gore kalibre edilerek, timpanik membran kalinliklari mikrometre
cinsinden 10 alanda 6l¢iildii ve bu dlgtimlerin ortalamalar1t TM kalinlig1 olarak kabul

edildi.

Sekil 8. Normal timpanik membran (HEx25)

Mason-Trikrom boyali kesitlerden elde edilen goriintiiler kullanilarak TM lamina
propriasindaki sklerotik lezyonlarin degerlendirmesi yapildi. Bulgular 0-2 puan
arasinda bir deger verilerek semikantitatif olarak skorlandi. (Skleroz yok: 0, lamina
propriada ayr1 ayri yerlesmis seyrek sklerotik lezyon: 1, bir arada bulunan genis
sklerotik lezyon: 2).

Ki-67 boyali kesitlerden elde edilen goriintiiler kullanilarak TM lamina

propriasinda gozlenen inflamasyon 0-3 puan arasinda bir deger verilerek
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semikantitatif olarak skorlandi. (Inflamasyon yok: 0, hafif inflamasyon: 1, orta
derecede inflamasyon: 2, siddetli inflamasyon: 3).

Kollajen-IVboyali kesitlerden elde edilen goriintiiler kullanilarak TM lamina
propriasinda gozlenen kollajen artisi 0-3 puan arasinda bir deger verilerek
semikantitatif olarak skorlandi. (Kollajen artis1 yok: 0, hafif kollajen artisi: 1, orta
kollajen artist: 2, siddetli kollajen artis1: 3).

2.4. istatistiksel Analiz

Denekler icin saptanan histopatolojik ve immiinohistokimyasal verilerin,
SPSS 11.5 paket programi (SPSS Inc, ABD) kullanilarak veri tabani olusturulmus
ve istatistiksel degerlendirilmesi yapilmistir. Arastrma grubundaki her bir denek
grubunun yedi ve toplam oOrneklem boyutunun 28 vakadan olusmasi nedeni ile
degiskenler normal dagilima uymamis, bu nedenle istatistiksel analizlerde non-
parametrik testler kullanilmistir. Otomikroskopik miringoskleroz, kalinlik, lamina
propriada inflamasyon, skleroz ve kollajen birikiminin tiim gruplar icinde
karsilastirilmasinda herhangi iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde Kruskal
WallisTesti kullanilmistir. Kruskal Wallis Testinde istatistiksel olarak anlamli olan
parametrenin  hangi  ikili grup  arasindaki  farktan  kaynaklandiginin
degerlendirilmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Degerlendirmelerde p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calisma dort grup (I-IV) ilizerinde yapilmisir. Her bir grupta 7 guinea pig
olup c¢alismaya 28 guinea pig ve bunlarin 56 timpanik membrant almmustir.
Miringotomiden 2 giin sonra grup I’de; 3 giin sonra grup II’de birer guinea pig 6Imiis
ve grup II’deki bir guinea pigde de orta kulak enfeksiyonu gelismistir. Bu nedenle 6
TM c¢alisma dis1 birakilmis ve calismaya 26 guinea pig ve 51 TM ile devam
edilmistir. Hazirlanan spesmen kesitleri CD-34 ile boyanmadigindan bu boyama
teknigi de calismadan ¢ikarilmistir.

Otomikroskopik olarak miringoskleroza bakilarak miringoskleroz varligi
degerlendirilmistir (Sekil 7). Kontrol grubunda sekiz TM’de miringosklerotik lezyon
goriilmiistiir. Iki tanesinde + (1), bes tanesinde ++ (2) ve bir tanesinde +++ (3) idi.
Grup II’de dort, grup III’de bes ve grup IV’de bes tanesinde miringosklerotik lezyon
goriilmiis olup hepsi + (1) 1di.

Kontrol grubu, grup II, grup III ve grup IV’iin oratalama miringoskleroz
skorlar1 sirastyla 1.25+1.05, 0.36+0.50, 0.35+£0.49 ve 0.35+0.49 olarak bulunmustur
(Sekil 9). Gruplar arasinda miringoskleroz bakimindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 1).Bu farkliligin hangi ikili gruplar arasindan
kaynaklandigina bakildiginda grup I ile II, IIl ve IV arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklhiliklar saptanmistir (p<0.05). Grup I’deki miringoskleroz; grup II, grup
III ve grup 1V’e gore daha fazla gorilmistiir. Grup II-III, grup 1I-1V, grup 1II-IV
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 1).

Hematoksilen-Eozin ile boyali kesitlerde TM kalinlig1 6l¢iilmiistiir (Sekil 10).
Kontrol grubu, grup II, grup III ve grup IV’iin ortalama TM kalinliklar1 sirastyla
14.33+4.59, 09.6342.15, 09.50£1.60 ve 10.28+2.49 olarak bulunmustur (Sekil 11).
Gruplar arasinda TM kalinligi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmiistiir (p<0.05). Bu farkliligin hangi ikili gruplar arasindan kaynaklandigina
bakildiginda grup I ile II, III ve IV arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmistir (p<0.05). Grup I’in TM kalinlig1 bakimindan grup II, grup III ve grup
IV’e gore daha kalin oldugu goriilmistir. Grup II-III, grup II-IV, grup III-IV

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 1).
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Sekil 9. Miringosklerozun tiim gruplara gore dagilim1

Sekil 10. Timpanik membranda kalinlagsma (HEx40)
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Sekil 11. Timpanik membran ortalama kalinligmnin tiim gruplara gore dagilimi

Preparatlar inflamasyon acgisindan degerlendirilmistir (Sekil 12). Kontrol
grubunda 12 timpanik membranin dort tanesinde inflamasyon yok iken alt1 tanesinde
orta ve iki tanesinde siddetli inflamasyon goriilmiistiir. Grup II’de 11 timpanik
membranin yedi tanesinde inflamasyon goriilmezken dort tanesinde hafif derecede
inflamasyon gorilmiistiir. Grup III’de 14 timpanik membranin on tanesinde
inflamasyon yok iken dort tanesinde hafif inflamasyon goriilmiistiir. Grup IV’de ise
14 timpanik membranin dokuzunda inflamasyon yok iken bes tanesinde hafif
inflamasyon goriilmiistiir.

Kontrol grubu, grup II, grup III ve grup IV’iin ortalama inflamasyon skorlar1
sirastyla 1.50£1.16, 0.36+0.50, 0.28+0.46 ve 0.35+0.49 olarak bulunmustur (Sekil
13). Gruplar arasinda inflamasyon bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmistiir (p<0.05). Bu farkliligin hangi ikili gruplar arasindan kaynaklandigina
bakildiginda grup 1 ile II, III ve IV arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmustir (p<0.05). Inflamasyonun grup II, grup III ve grup IV’de grup I’e gore
daha az oldugu gorilmiistir. Grup II-III, grup II-IV ve grup III-IV arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 1).
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Sekil 12. Timpanik membranda inflamasyon (MTx400)
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Sekil 13. Inflamasyonun tiim gruplara gore dagilimi

Timpanik membranda

sklerozu  degerlendirebilmek

icin  preparatlar

incelenmistir (Sekil 14). Kontrol grubunun dort tanesinde skleroz yok iken sekizinde

skleroz goriilmiistiir. Bunlarin ii¢ tanesinde lamina propriada ayri ayri yerlesmis

seyrek sklerotik lezyon, besinde bir arada bulunan genis sklerotik lezyon

goriilmistiir. Grup II’nin sekiz tanesinde skleroz yok iken ii¢iinde lamina propriada

ayrt ayr1 yerlesmis seyrek sklerotik lezyon goriilmistiir. Grup III'in dokuzunda

skleroz yok iken bes tanesinde lamina propriada ayr1 ayri yerlesmis seyrek sklerotik

lezyon goriilmiistiir. Grup IV’iin dokuz skleroz yok iken besinde lamina propriada

ayr1 ayr1 yerlesmis seyrek sklerotik lezyon goriilmiistiir.
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Kontrol grubu, grup II, grup II ve grup IV’iin ortalama skleroz skorlar1
sirastyla 1.08+£0.90, 0.27+0.46, 0.35+0.49 ve 0.35+0.49 olarak bulunmustur (Sekil
15). Gruplar arasinda skleroz bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmistiir (p<0.05). Bu farkliligin hangi ikili gruplar arasindan kaynaklandigina
bakildiginda grup 1 ile II, III ve IV arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmistir (p<0.05). Sklerozun grup II, grup III ve grup IV’de grup I’e gore daha
az oldugu goriilmiistiir. Grup II-III, grup II-IV ve grup III-IV arasinda ise istatistiksel

olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05)(Tablo 1).

Sekil 14. Timpanik membranda skleroz (a: HEx200, b: MTx100)
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Sekil 15. Lamina propriadaki sklerozun tiim gruplara gore dagilimi
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Timpanik membranda kollajen-IV  birikimini degerlendirebilmek icin
preparatlar incelenmistir (Sekil 16). Kontrol grubundaki tiim preparatlarda kollajen-
IV artis1 varken bunlarin dokuz tanesinde hafif, iki tanesinde orta ve bir tanesinde
siddetli kollajen-1V artis1 goriilmiistiir. Grup II’nin dort tanesinde kollajen-IV artis1
yok iken yedi tanesinde hafif artig goriilmiistiir. Grup III’iin yedi tanesinde kollajen-
IV artis1 yok iken yedi tanesinde goriilmiistiir. Bunlarin alt1 tanesinde hafif ve bir
tanesinde orta kollajen-1V artis1 goriilmiistiir. Grup I'V’iin yedi tanesinde kollajen-IV
artis1 yok iken yedi tanesinde hafif kollajen-1V artis1 goriilmiistiir.

Kontrol grubu, grup II, grup III ve grup IV’lin kollajen-IV skorlar1 sirasiyla
1.33+0.65, 0.63+0.50, 0.57+0.64 ve 0.50+£0.51 olarak bulunmustur (Sekil 17).
Gruplar arasinda kollajen-IV bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmiistiir (p<0.05). Bu farkliligin hangi ikili gruplar arasindan kaynaklandigina
bakildiginda grup I ile II, III ve IV arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptanmistir (p<0.05). Grup I’de, kollajen-1V birikiminin grup II, grup III ve grup
IV’e gore daha fazla oldugu gorilmistiir. Grup I-III, grup L-IV, grup III-IV

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamastir (p>0.05)(Tablo 1).

- ) 5 - L

. II
c
a ) ‘ b
Sekil 16. Timpanik membranda kollajen artis1 (Kollajen-IVx100 a: hafif, b: orta)
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Sekil 17. Lamina propriadaki kollajen birikiminin tiim gruplara gore dagilimi

Tablo 1. Tiim gruplarin istatistiksel analiz sonuglar1

incelenen Ozellikler

Gruplar n Miringoskleroz Kalinhk inflamasyon Skleroz Kollajen
I 12 1.25+1.05° 14.33+4.59* 1.50+1.16° 1.08£0.90*  1.33+0.65"
11 11 0.36+0.50 ® 09.63+2.15" 0.36+0.50°  0.27£0.46"  0.63+0.50"
11 14 0.35+0.49"° 09.50+1.60" 0.28+0.46"  0.35£0.49"  0.57+0.64"°
v 14 0.35+0.49"° 10.28+2.49" 0.35+£0.49"  0.35£0.49"  0.50+0.51"
p * * * * *

* 1 p<0.05 - :p>0.05

a,b: Ayni siitundaki farkli harfleri tasiyan ortalamalar

anlamlidir (p<0.05).
n: Timpanik memebran sayisi
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4. TARTISMA

Miringoskleroz, otoskopik muayenede timpanik membran {izerinde yerlesmis
degisken sekil ve boyutlardaki beyaz kalsifiye plaklar seklinde goriiliir. Histolojik
olarak TM’nin laminapropriasindaki kollajen yapmin hiyalinizasyonu ve
kalsifikasyonu sonucu olusur (1-6). Diizensiz kollajen lifleleri arasina kalsiyum
fosfatin mineralize olup ¢okmesi ile kalsifikasyon meydana gelir (8-12). Bu distrofik
kalsifikasyona drnektir. Geri doniisiimsiiz ve patolojiktir (65).

Sklerozun orta kulak, kemik¢ik zincir, mastoid hiicreler ve i¢ kulaktan bir
veya birka¢ bolgeyi tutmasina timpanoskleroz denir. TM’nin biiylik bolimii ve
kemik¢ik zincir tutulumunda iletim tipi isitme kaybi; i¢ kulak yapilarmin
tutulumunda ise ileri derecede sensdrindral isitme kaybi goriiliir (12, 66). Yapilan
calismalarda orta kulak kemikg¢ik zincir tutulumu olan vakalarin %50’sinde stapes
tutulumu oldugu goriilmiistiir (67). Sklerotik plaklarin temizlenmesi kemikg¢ik zincir
hareketinin tekrar saglanabilmesi cerrahi ile miimkiindiir. Yapilan caligmalarda
cerrahi sonrasi hareket kazanan kemikg¢ik zincir etrafinda sklerozun tekrar olustugu
ve kemikgik zincirin hareketlerinde kisitliliga neden oldugu goriilmiistiir (67, 68).

Pirodda ve ark. (69) yaptiklar1 ¢calismada timpanosklerozun aterosklerozun bir
analogu oldugu sonucuna varmislardir. Ko¢ ve ark. (70) ateroskleroz gibi lamina
propriada kalsifikasyonla seyreden hastaliklarin timpanoskleroz ile olan
ultrastriiktiirel benzerliklerini histopatolojik incelemelerle ortaya koymuslardir. Yine
Kog¢ ve ark. (71) vyaptiklar1 bagska bir calismada normal popiilasyona oranla
ateroskleroz hastalarinda goriilen timpanosklerozun istatistiksel olarak yiiksek oranda
anlamlt oldugunu bulmuslardir. Ayrica sklerotik dejenerasyon igin genetik
yatkmmhiginda olmasi1 gerektigini belirtmislerdir. Cigek ve ark. (72) ise yaptiklar
calismada ateroskleroz ile timpanoskleroz arasinda iliski olmadigmi bulmuslardir.
Ayrica Selcuk ve ark. (73) ateroskleroz ile miringoskleroz arasinda genetik yatkinlik
ve endoteleyal-epitelyal hasar olusumunda patolojik benzerlik olmadigini
gostermislerdir. Bu konuda yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Miringosklerozun olusum mekanizmasini agiklamaya yonelik c¢esitli
hipotezler one siirilmiistiir. Tos ve ark. (74) normal titresen TM’de miringoskleroz

olmayacagmi, ancak ventilasyon tiipii takilmasi1 gibi TM hareketini azaltan olaylarin
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kollajen tabakada hiyalinizasyon ve kalsifikasyonu artiracagini
savunmuglardir. Yapilan diger calismalarda parasentez veya VT takilmasi sirasinda
olusan kanamanm miringoskleroz olusumunu artirdig1 savunulmaktadir (75-77).
Kanama sonrasinda serbest hemoglobinin timpanik membran lamina propriasinda
birikerek  irritan  etkisiyle  miringoskleroz  gelisim  siirecini  baglattig1
disiiniilmektedir.Bagka c¢alismalarda ise inflamatuar reaksiyonun ve Onceden bir
antijene karsi duyarlilasmis organizmanin yeniden antijenle karsilagsmasi sonucu
immiinolojik  reaksiyonlarm  miringoskleroz ~ gelisimine  neden  oldugu
savunulmaktadir (1, 78).

Miringoskleroz etyolojisine yonelik yapilan tiim bu caligmalarin yaninda,
miringoskleroz olusumunda otitler sirasinda enflamatuar hiicrelerin ve bakterilerin
irettigi reaktif oksijen tiirevlerinin 6nemli bir rolii oldugunu ileri siliren birgok
calisma da yer almaktadir (79).Timpanoskleroz ve kolesteatomunenfeksiyon ile
iligkisi hakkinda farkl goriisler vardir. Bu birliktelik sik olmayip degisik serilerde
siklig1 %]1°’den %43’e varan oranlarda bildirilmistir (80-83). Genel goriis, birlikte
olmalarinin tesadiifi ve nadir bir durum olmasidir (80).Karhdag ve ark. (12) ise
yaptiklar1 ¢calismada kronik otitis medial1 hastalarda kolestatomlu olsun veya olmasin
timpanoskleroz olusumunda nitrik oksit, serbest oksijen radikalleri ve katalazin rol
oynayabilecegini belirtmislerdir.

Orta kulak oksijen konsantrasyonu normalde %5-10 arasinda iken,
miringotomi sonras1 %21 lere ylikselmesiyle serbest NO ve SOR miktar1 artar (79).
Hiicrelerin hiperoksik kosullarda kalmasi, iskemi sonrasi reperfiize olan dokularda ya
da enflamasyon sirasinda fagositik hiicrelerin (makrofajlar gibi) aktive olmasi ile
biiylik miktarlarda siiperoksit radikalleri tiretilmesi tetiklenir (84, 85). Hiperoksik
zedelenmeye neden olan serbest radikallerin baslicalar1 oksijenin belirli kosullarda
kimyasal indirgenmesi sonucu olusan c¢ok kisa Omiirlii ve giiclii oksidan nitelikli
oksijen metabolitleri olan; hidrojen peroksid (H,O,), siiperoksid anyonu (O, ) ve
hidroksil (OH) radikalidir(79).Hidrojen peroksit énemli bir SOR aracisidir. SOR
ozellikle bagdokudaki makrofajlar tarafindan iiretildiginden en 6énemli hasar da bu
bolgede olmaktadir (6, 7, 11). Mattson ve ark (21) ortakulak enfeksiyonlar1 ve
parasentez sirasinda olusan doku hasar1 sonrasi sklerozun, dokuz saat gibi kisa bir

siire icinde olusabildigini gdstermislerdir (21). Ozel ve ark. (86) lokal olarak
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kullanilan H;O,’nin hem yara iyilesmesini geciktirdigi hem de miringoskleroz
gelisimini artirdigimi bulmusglardir.

Oksidan molekiiller organizmada siirekli bir olusum ve antioksidanlar
tarafindan siirekli bir etkisizlestirilme siireci i¢indedirler. Serbest radikallerin ve
antioksidanlarin diizeyleri arasimdaki bu hassas denge korunamadigi takdirde
hiicreler hasar gormekte ve bir¢cok patolojik degisiklik ortaya c¢ikmaktadir (87).
Dokuda geriye doniisiimsiiz hasar1 onlemek ya da onarici mekanizmalar tarafindan
onarilabilecekdiizeyde tutmak, SOR veya reaktif molekiillerin kontrol altinda
tutulmasma baghdir. Boylece ortakulak ve TM fibroz tabaka hasar1 engellenebilir.
Spratley ve ark. (4) bir antioksidan ajan olan askorbik asitin topikal uygulanmasinin
ratlarin perfore kulak zarlarinda miringoskleroz gelisimini azalttigini gostermislerdir.
Yapilanbaska caligmalarda da perfore kulak zarma serbest oksijen radikali
temizleyicileri uygulanarak miringosklerozun azaltilabilecegi gosterilmistir ( 7, 9).

Goriir ve ark. (88) miringotomiden sonra miringoskleroz olusumunun dnlenmesi
ve azaltilmas1 amaciyla intraperitoneal selenyum kullanmiglardir. Calisma sonucunda
miringosklerozun azaldigmi belirtmislerdir. Yapilan diger bazi caligmalarda alfa-
tokoferol, erdostein, dekspantenol, N-asetilsistein, Ginko biloba ve E vitamini gibi
antioksidan maddeler kullanilarak miringosklerozun azaltilabildigi gosterilmistir (7,
89, 90). Literatiirde yapilan ¢caligmalardalikopenin H,O,ve NO radikallerini inaktive
ederek antioksidan olarak gorev yapabildigi ve aktif oksijenin etkisini
engelleyebildigi goriilmiistiir (24, 37-39). Tang ve ark. (91) hidrojen peroksit ile
endotel hiicrelerinde oksidatif stresin gelistirildigi ¢alismada hiicrelerdeki lipid
peroksidasyonu likopen tedavisi istatistiksel olarak dnemli diizeyde engelleyebildigi
ve endotel hasarini azalttigi gostermislerdir. Bu 6zelligi nedeniyle ateroskleroz,
kanser, iskemik kalp ve serebrovaskiiler hastaliklarm risklerini azalttigina yonelik
calismalar yapilmistir (92-96). Calismamizda likopenin, daha 6nce pek ¢ok konuda
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri gosterilmis olmasina karsin miringoskleroz
olusumu iizerine hi¢ ¢alisiilmamis olmasi tercih nedeni olmustur.

Deneysel miringoskleroz olusturulmasi ile 1ilgili literatiirde birgok yontem
mevcuttur. Yapilan caliymalarda insizyonel miringotomi uygulanarak ortama diger
yontemlerden daha fazla SOR salindig1 ve daha fazla miringoskleroz olusturuldugu

goriilmistiir (97, 98). Otitis medyal1 kulaklar ile enfeksiyonun olmadigi kulaklara
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yapilan insizyonel miringotomi sonrasinda olusan miringoskleroz oranlar1 arasinda
fark bulunamamistir (99). Bizim ¢alismamizda kolay uygulanabilir bir yontem olan
insizyonel miringotomi kullanilarak daha fazla miringoskleroz olusturulmasi
hedeflenmistir ve ¢calisma sonucunda yeterli miktarda miringoskleroz elde edilmistir.

Miringosklerozu azaltmada faydali olacag: diisiiniilen likopen miringotomiye
gore Oncesi ve/veya sonrasinda kullanilarak II, III ve IV. gruplar olusturulmustur.
Boylece likopenin proflaktik ya da tedavi seklinde mi veya her ikisinin de beraber mi
verilmesi gerektigi elde edilen sonuglara gore arastirilmistir. Grup I1I’de likopen
miringotomi yapildiktan hemen sonra baglanarak bir hafta siire ile tedavi verilmistir.
Grup III’de likopen miringotomi yapilmadan bir hafta once proflaktik olarak
baslanmig ve miringotomiye kadar verilmis ve miringotomi yapildiktan sonra da bir
hafta kadar da devam edilerek tedavi verilmistir. Grup 1V’de proflaksi i¢in
miringotomiden bir hafta 6nce likopen baslanmis ve miringotomiden sonra
verilmemistir. Sonuglar dort grup arasinda ayri ayri karsilagtirilmastir.

Caligma bulgularma gore timpanik membran kalimhiginm grup I1, III ve IV’de
kontrol grubuna gore olduk¢a azaldig1 gorilmiistiir. Grup II, III ve IV’de timpanik
membran kalmliginda istatistiksel olarak bir fark olamamasina ragmen grup IV’de
grup II ve III’e gére TM nin biraz daha kalin oldugu goriilmiistiir. Kalinlagsma en az
grup III’de olmustur. Buna gore likopenin miringotomiden o©nce proflaktik
baslanmas1 ve miringotomi sanrasi tedaviye devam edilmesinin kalinlasmay1 daha
fazla azalttig1 kanisma varilmistir. Miringotomiden sonra kalinlasmayan timpanik
membranin fonksiyonu da bozulmamis olacaktir.

Lamina propriadaki inflamasyonun, grup II, III ve IV’de kontrol grubuna gore
olduk¢a azaldigi goriilmiistiir. Inflamasyon likopenin antiinflamatuar etkisi ile
azalmistir. Grup II, III ve 1V’de istatistiksel olarak bir fark olamamasina ragmen
grup II’de grup 111 ve IV’e gore inflamasyonun daha fazla oldugu goriilmiistiir. En az
inflamasyon grup III’de olmustur. Buna gore likopenin miringotomiden &nce
proflaktik baslanmasi ve miringotomi sonrasi tedaviye devam edilmesi lamina
propriada inflamasyonu daha fazla azaltmis, inflamatuar hiicreler olay yerinde yeterli
sayida olamadigindan patolojik siire¢ de baskilanmustir.

Lamina propriadaki skleroz degerlendirildiginde grup 11, III ve IV’de kontrol
grubuna gore oldukca azaldig1 goriilmiistiir. Grup II, III ve IV’de skleroz daha az
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sayida timpanik membranda goriilmiis olup goriilenlerde de daha ayr1 ayr1 ve seyrek
yerlesim gostermiglerdir. Bu ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
olamamasina ragmen grup III ve IV’de ayn1 oranda skleroz mevcut olup grup II’ye
gore sklerozun daha fazla oldugu goriilmiistiir. Skleroz en az grup II’de olusmustur.
Bu bulgulara gore likopenin miringotomiden sonra verilmesi lamina propriada
sklerozun olusumunu azaltmistir.

Timpanik  membran  lamina  propriasinda  kollajen-1IV  birikimi
degerlendirildiginde grup II, III ve IV’de kontrol grubuna gorekollajen-1V
birikiminin olduk¢a azaldig1 goriilmiistiir. Grup 11, III ve IV de istatistiksel olarak bir
fark olamamasma ragmen grup II’de grup III ve IV’e gore kollajen-IV daha fazla
miktarada biritkmistir. Kollajen-1V birikimi skorlar1 grup III ve IV’de birbirine yakin
olmakla beraber grup IV’de en azdir. Buna gore likopenin proflaktik olarak
verilmesinin kollajen-IV sentezini daha ¢ok baskilanmis olabilecegi sdylenebilir.

Dogan ve ark. (100) miringotomiden sonra antioksidan niteligindeki
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz enzim inhibitorii olan N-nitro L-arginine methyl
esteri (L-NAME) kullanmislardir. Kontrol grubu, L-NAME’intopikal ve
intraperitoneal  uygulanan  gruplar  arasinda  miringoskleroz ~ olusumunu
degerlendirmisler ve L-NAME kullanilan gruplarda miringoskleroz, inflamasyon,
kalinlik ve sklerozun kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigini1 gérmiislerdir.
L-NAME topikal ile intraperitoneal uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik olmadigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamiz sonucu benzer olup
ayrica kollajen-1V birikimine de bakilmistir ve likopen verilen gruplarda anlamli
derecede azaldig1 bulunmustur. Bunun nedeni olarak da likopenin SOR olusumunu
azaltarak inflamasyonu baskilamasi ve ortama fibroblastlarin go¢ edememesi
nedeniyle kollajen sentezinin de azalmas1 nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.

Calisma sunucunda likopenin miringosklerozu anlamli derecede azalttig1
tespit edilmistir. Vuralkan ve ark. (101) bir antioksidan olan Il-karnitinin
miringoskleroz iizerine etkisini aragtirmislardir. Miringotomi sonrasi intraperitoneal,
topikal ve her iki yontemin de beraber kullanildigi I-karnitin kullanilan gruplar
kontrol grubu ile skleroz, fibroblastik proliferasyon, TM kalinlig1 ve yeni damar
olusumu agisindan degerlendirilmistir.Intraperitoneal verilenl-karnitinin fibroblastik

proliferasyon, skleroz ve TM kalinlasmasmi azaltarak miringoskleroz olusumunu
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engelledigini  bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda timpanik membran kalmligi,
inflamasyon, skleroz ve kollajen-1V birikiminin grup II, III ve IV’de kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigi gorilmiistiir (p<0.05). Bu incelenen 6zellikler
acisindan grup II, III ve IV’de istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir
(p>0.05).

Sonuglar degerlendirildiginde ¢alismamizda miringotomiden sonra likopen
verilen grup (grup II) ile miringotomiden 6nce ve sonra likopen verilen grup (grup
[II) ve miringotomiden once likopen verilen grup (grup IV) karsilastirildiginda hem
otomikroskopik degerlendirme ile elde edilen miringoskleroz hem de histopatolojik
olarak degerlendirilen kalinlik, inflamasyon, skleroz ve kollajen-1V birikimi arasinda
anlamli fark goriilmemesi goz Oniline alindiginda likopenin miringoskleroz
olusumunu engellemede tedavi edici sekilde verilmesinin yeterli oldugu kanisina
varilmistir.

Likopenin miringoskleroz olusumu tizerine etkisi ile ilgili literatiirde herhangi
bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, yaptigimiz bu calisma likopen ile
miringoskleroz iligkisini inceleyen tek calismadir. FElde edilen sonuglar,
miringosklerozun Onlenmesi i¢in farkli ajanlarla yapilan calismalardaki benzer
sonuglarla paralel oldugu goriilmiistiir. Likopenin SOR’u azaltarak diger dokularda
gosterdigi  antiinflamatuar ve antifibrotik davranmigini, timpanik membran
dokusundaki yaraiyilesme siirecinde de sergiledigi ortaya konmustur. Bu etkileriyle
guinea pig timpanikmembraninda miringoskleroz gelisimini Onledigini gdstermis
oldugumuz likopen, miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tiipii uygulamasi
sonrast  goriilebilen miringosklerozun  Onlenmesinde ve benzer olusum
mekanizmasina sahip timpanosklerozun Onlenmesinde iyi bir tedavi alternatifi
olabilir. Ancak klinik uygulama bulmasi i¢cin daha ileri ve genis kapsaml

caligmalarin yapilmasima gereksinim vardir.
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