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1. GIRIS VE AMAG

Timpanik membran (TM) perforasyonu klinik olarak sik goérulen bir
durumdur. Tahmini insidansi %71’in altinda olmasina ragmen gergek
insidansin daha yuUksek oldugu bilinmektedir.(1)

Timpanik membranda perforasyona sebep olan nedenler arasinda ilk
sirada enfeksiyon gelirken, ikinci siklikta travmalar gelmektedir. Travmalar
ise genellikle carpmalar, kesici alet yaralanmalari, barotravmalar, yuksek
sese maruz kalmak ve cerrahi prosedurler (parasentez, ventilasyon tupi
uygulamalari) olarak siralanabilmektedir (2).

Ventilasyon tipU uygulamalari gocukluk yas grubunda uygulanan en sik
cerrahi girisimlerden biridir ve medikal tedavinin yetersiz oldugu eflzyonlu
otitis media olgularinda kullaniimaktadir. Efizyonlu otitis media tedavisinin
altin standart uygulamasidir (3,4). Uygulanan bu cerrahi proseduriin erken ve
ge¢c donem cesitli komplikasyonlari mevcuttur. En sik karsilagilan uzun
donem komplikasyon sklerotik plak olusumudur. Bu sklerotik plaklara kulak
zarinda zedelenmeye neden olan tum patolojilerde siklikla rastlanmaktadir.
Sklerotik plaklar sadece timpanik membranda ise miringoskleroz (MS) olarak
isimlendirilir. Timpanoskleroz ise orta kulak ve i¢ kulak yapilarini igine alan
klinik bir antitedir (5,6,7).

Timpanoskleroz (TS) timpanik membranin ve orta kulagin bag
dokusunu etkileyen dejeneratif bir patolojidir. Timpanik membran lamina
propria tabakasindaki hyalinizasyon ve kollajen lif artisi ile karakterizedir.
Ayrica bu olusum Uzerine kalsiyum ve fosfor birikimi kristalizasyona ve
skleroza neden olur (8,9).

Timpanoskleroza neden olan sebepler ve olusum mekanizmalari net
olarak ortaya konamamistir. Ancak enfeksiyon, travma, parasentez,
ventilasyon tupu uygulamalari, alerjik reaksiyonlar, hipersensitivite
reaksiyonlari, bakteriyel Uranler, tuba dstaki patolojileri, kalitsal patolojiler ve

kolesteatom sebepler arasinda sayiimaktadir (2,8,9).

Parasentez sonrasi olusan hiperoksik durumun ve olusan serbest

oksijen radikallerinin (SOR) skleroz gelisimi Uzerinde etkili oldugu



bilinmektedir. Miringotomi sonrasi orta kulak oksijen konsantrasyonundaki bu
artis SOR olusumu igin gereklidir. Oksijen konsantrasyonundaki artis sonucu
olusan SOR Uretimi ortama hucum eden enflamatuar hucreler tarafindan
saglanir. Bu nedenle ortamdaki enflamatuar hicre sayisi arttikga SOR
uretimi de artacaktir (10,11,12,13,14). Yapilan c¢alismalarda timpanik
membranda zedelenmeye neden olan travma ya da parasentez sonrasi
skleroz olusumunu 6nlemeye yonelik gesitli antioksidan maddeler denenmis
ve olusan serbest oksijen radikallerinin kantitatif dlgimua yapilarak skleroz
gelisiminin azaldig1 gosterilmigstir (10,11).

Askorbik asit guclu bir rediktan ajan ve antioksidandir (15). Askorbik
asit, tip 1 ve 3 kollajen sentezini keratositlerden in vitro olarak artirmaktadir
(16). Bu o0Ozelliginden dolayl yara iyilesmesi Uzerine de etkileri vardir.
Literatire bakildiginda kolon, kornea, gingiva ve cilt gibi dokularda yara
iyilesmesi Uzerine olumlu etkilerini gosteren cgalismalar mevcuttur (16,17).
Askorbik asidin kulak zarinda uygulanmasini inceleyen bir galismada, sigan
timpanik membranina topikal askorbik asit uygulamanin skleroz geligimi
Uzerine olan etkisi incelenmis ve askorbik asidin miringoskleroz gelisimini
azalttigr gosterilmistir (18)

Literatir incelendiginde sistemik ve lokal askorbik asid kullaniminin
travmatik kulak zari ve miringoskleroz Uzerine etkisini karsilastiran higbir
¢alismaya rastlanmamistir. Yaptigimiz ¢alismada ise miringotomi uygulanan
sicanlarin g¢ikarilan kulak zarlarinin histopatolojik incelemesi yapilarak,
topikal ve sistemik askorbik asit kullaniminin skleroz geligimi Uzerine etkisinin

Kiyaslanmasi amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insan Timpanik Membrani

Timpanik membran dis kulak yolu ile orta kulak boglugunu ayirir.
Kalinligi 0,1 mm, uzunlugu 10-11 mm, genisligi ise 8-9 mm. dir (19).
Timpanik bolimU sulkus timpanikusa oturur. Buna timpanomeatal halka
denir. Halkanin Ust ucu acik kalir (rivinius c¢entigi). Kulak zar sulkus
timpanikus igine anulus fibrozis ile tespit edilmistir (19). Timpanik kemigin her
2 uzantisinin bitim noktalarindan malleusun basina dogru iki plika uzanir ve
bunlar kulak zarini malleusa baglar. Bunlara plika malleolaris anterior ve
posterior adi verilir (19). Zarin timpanik kemik icindeki pargasi pars tensa,
gergin ve esas titresen kismidir. Rivinus g¢entigini dolduran gevsek kismina
ise pars flaksida (sharpnell membrani) adi verilir. Kulak zarinin konumu daz
degildir. Pars tensanin arka kenari digsa daha yakin, 6n kenari ise daha
uzaktir. Kulak zarinin pars tensa pargasinda, ortada yukaridan agagiya dogru
uzanan malleusun kulak zari igerisindeki pargasi olan manubrium mallei
bulunur. Manubrium mallei yukaridan asagilya, onden arkaya dogru
durmaktadir. Kulak zari konkav sekildedir ve gukur yerinde umbo adi verilen

manibrium malleinin ucu bulunur (19).

Long limb of incus

Posterior mallear fold
Pars flaccida
Anterior mallear fold

Lateral process
of malleus

Pars tensa

Handle of malleus AHT

Umbo POST

Cone of light

Right tympanic membrane {eardrum)
viewed through speculum

Resim 1. Sag timpanik Resim 2. Sag timpanik

membranin goérinimu membranin sematik ¢izimi



2.2. Sigan Kulak Anatomisi

Sigcandaki kemikgikler insandakilere gbére c¢ok daha kuguktir ve
insandekilerin %4 boyundadir (20). Sican orta kulak anatomisi, Fleischer
tarafindan (1978) tanimlanmistir ve iki ayirt edici 6zelligi vardir. Siganlarda
malleus, gonial bone bélgesinde timpanik anulusa yapisiktir ve malleus basi

Uzerinde orbikller apofiz olarak adlandirilan genis bir yapi bulunmaktadir.

Stapes

'/ Orbicular __~—. A3 - \
apophysis |\« "“,,/‘*__-:_"nmms

Ve / lleus
o

Gonial
bone

—— 1 e —

Resim 3. Sigan orta kulagi. Lateralden, timpanik membran kaldiriimig

haldedir ve iki adet rotasyon aksina sahiptir.

Timpanik membran alani yaklagik 10 mm2 dir. Pars tensa ve pars
flaksidanin boyutlari da tamamen farklidir. insanlar, timpanik membranin total
bayukligu ile kiyaslandiginda c¢ok kuguk bir pars flaksidaya sahip iken,
siganlarda pars flaksida timpanik membranin 1/4 ile 1/3’ Gnu olusturur (Resim
3). Sican orta kulaginin kaguk bullasi ve genellikle kapali olan, horizontale
yakin dstaki tiplt (OT) vardir. OT mukozasi blyik cogunlukla goblet
hiicreleri, daha az miktarda da miikéz glandlar icerir. Sican OT agiima
basinci insandakine benzer. OT iki ayri silyali ve sekretuar kanal yoluyla
epitimpanik boélgeye baghdir. Sigan orta kulagi temporal kemikte yerlesmis ve
iyi korunmustur. Ancak timpanik membrana muayene igin siradan bir
otomikroskop ile kolayca ulasilabilir. Sigan orta kulaginin ¢ boyutlu yapisi

insandaki yaplya benzer. Ancak mastoid hicreler yerine kavite tabanindan



cikinti yapan timpanik bulla mevcuttur. Pars tensa ve genis pars flaksidasi ile
timpanik membran lateral duvarin buyuk kismini olusturur. Medial duvarda
promontoryum, yuvarlak pencere, stapes ile birlikte oval pencere ve OT’niin
timpanik agzi yerlesmistir. Silyali ve sekretuar epitelyum ile doseli iki kanal
disinda timpanik kavite, basit, squamdz-kuboidal, silyasiz epitelyum ile
doselidir. Patolojik kosullar esnasinda bu basit epitelyum degisip silyali ve
sekretuar hucreler halinde gorulir. insanlarda malleus inkus kompleksi
genellikle en azindan dusuk frekanslarda, iki asici ligaman dogrultusunda
olan rotasyonel aksa sahiptir. Bu iki ligaman; anterior malleolar ve posterior
inkudal ligamanlardir. Fleischera (1978) goére, mikrotip kulakta, malleusun
timpanik anulusa belirgin fiksasyonuna ragmen kompleks bir sekilde rotasyon
yapabilir. Bu iligki ve inkus kisa kolunun baglantisi insandakine benzer
rotasyonel aks olusturur. Siganlar ile insanlar arasindaki farklardan bir tanesi,
sicanlarda manibrumun, rotasyon aksina paralele yakin yerlesmesidir.
Fleischer (1978), genisletiimis model Uzerinde yaptigi ¢calismalarda orbikuler
apofizin meydana getirdigi ek kitlenin, malleus - inkus kompleksinin yerini
degistirdigini bulmustur. Bu da ylksek frekanslarda malleusun transvers
bolumu dogrultusunda ikinci bir rotasyon aksi olusturmaktadir. Bunlara
dayanarak mikrotip kulaklarin iki tane rotasyon aksi oldugu ve malleuslarin iki

adet net olarak tanimlanmis vibrasyon modu oldugu sonucuna varmigtir.(21)

2.3. Histolojik Yapi

Timpanik membran, histolojik olarak digta epitel, ortada fibroz ve icte
mukoza tabakasindan olusan ug¢ kath bir yapidir. Epitel tabakasini, dis kulak
yolu cildi ile devamhlik gosteren ¢ok Kkatli yassi epitel hucreleri
olusturmaktadir. En icte bulunan epitel tabakasini ise orta kulak mukozasi ile
devamlilik gdsteren tek katli epitel hiicreleri olusturmaktadir. iki epitel
tabakasi arasinda yerlesmis olan fibroz tabakaya lamina propria da
denilmektedir. Lamina propria, timpanik membranin pars tensa ve pars
flaksida kisimlarinda histolojik farkliliklar gostermektedir. Pars flaksida da
bulunan orta fibroz tabaka, dista radial ve igte sirkuler seyirli kollajen liflerden

olusmaktadir. Radial ve sirkuler lifler orta fibroz tabakayi subepitelyal ve



submukozal katlara ayirir. Bu katlarda fibroblastlar, endotelyal hicreler ve
sinirler bulunmaktadir. Pars flaksidanin orta fibréz tabakasini ise herhangi bir
dizenlemeden yoksun, gevsek bir sekilde yerlesmis olan kollajen ve elastin
lifler olusturmaktadir. Pars flaksidanin lamina propriasi, pars tensadan daha
kalin ve daha az organize olmasiyla ayrilir. Pars tensa lamina propriasi, pars
flaksidaya oranla daha ince olmasina ragmen daha sert, elastik ve dayanikh
bir yapiya sahiptir (19,22).

Yapilan calismalarda sican ve insan timpanik membranlarinin benzer
histolojik yapiya sahip olduklari goésterilmistir (22,23). Lamina propriayi
olusturan radial ve sirkuler liflerin dizilim paternindeki benzerlik dikkat
cekmektedir. Bu nedenle timpanik membran Uzerine yapilan deneysel

calismalarda siklikla sican tercih edilmektedir.

2.4. Yara lyilegmesi ve Miringoskleroz Olugsumu

Spontan iyilesme timpanik membran perforasyonlarinda sik gorulir.
Timpanik membranda gorulen epitelyal proliferasyon ve migrasyon aktivitesi
perforasyonlarin spontan iyilesmesini agiklar (24). Perforasyonun buyuklugu,
cesidi, yas, hastanin beslenme ve immunite durumu perforasyonlarin
spontan kapanmasini etkileyen faktorlerdir (25). Baslangigta trombositler
yaranin igine hucum ederler, hlcresel atiklarla karsilagirlar ve trombus
olusumuna neden olurlar. Stre¢ vazokonstriksiyon ve hemostaz olusumu ile
devam eder. ilk birkac saatten sonra vaskiller permeabilite artar. Béylece
notrofiller, makrofajlar ve sitokinlerin yara bolgesine dodru migrasyonu baglar
(26).

Perforasyonlarin iyilesme sirasinda perforasyon kenarlarindan eksudatif
(intertisyal sivi, lenf ve kan elemanlari) mayi aciga c¢ikar. Skuamoz epitel
proliferasyonu ve perforasyon merkezine migrasyon bu sireci takip eder
(27). Epitel dokunun perforasyon kenarlarina gocu defektif alanin
kapanmasina neden olur. Proliferatif surecin duzenli kollajen tabakaya
doénusmesi ve yeniden sekillenme, hadiseyi takip eden surectir (28). Ayrica
icteki mukozal alanlar iceriye dogru buyumeye devam eder. Sigan timpanik

membranindaki perforasyonun iyilesme surecinde, erken donemdeki epitelyal



proliferasyon perforasyon kenarlarinda degil, perforasyon alanindan uzak
olan anulus ve manubrium civarinda baslar (29). Periferde prolifere olan
epitel hucreleri, perforasyon alaninda biriken keratinin egliginde perforasyon
merkezine dogru ilerleyerek perforasyonu kapatirlar.

Yeni membran epitel tabakasi, duzensiz fibriller tabaka ve mukozal
yuzeyden olusur (30). Fibroz tabakanin yeniden sekillenmesiyle perfore
alanda ince bir zar yapisi olugur. Perforasyon alaninin perifer bolgelerinde
ise, timpanik membran kalinhiginin artmig oldugu goérulmektedir (27,31).
Enflamasyondan sonra olusan fibroblast aktivitesi ve kollajen sentezi,
timpanik membran kalinhginin artmasina neden olur. Miringoskleroz,
timpanik membrandaki yara iyilesme surecinin farkli donemlerinde ortaya
cikabilen geri donusimsuz bir durumdur. Yapilan ¢alismalarda perforasyon
sonrasi dokuzuncu saatten itibaren miringosklerozun basladigi bildirilmigtir
(32). Makrofaj infiltrasyonu, perforasyon sonrasi baslayan enflamatuar
surecin dokuzuncu saat gibi erken doneminde g6zlenen, major histolojik
bulgusudur. Bu antite miringoskleroz ve makrofaj infiltrasyonu iligkisini
aciklar. Enflamasyonun erken déneminde aktive olan makrofajlardan salinan
NO ve diger mediatérlerin neden oldugu doku hasarinin iyilesmesi fibrozis ile
sonugclanir. Artmis fibroblastik aktivite ve kollajen sentezi hiyalinizasyonu ve
de sonrasinda olusan kalsifikasyon, miringoskleroza neden olur.
Miringoskleroz olusumuna neden olan slre¢ eksudasyon, granulasyon,
fibrozis, hiyalinizasyon ve kalsifikasyon olarak siralanabilir. Hiyalinizasyon
ve/veya kalsifikasyon gorulmesi miringoskleroz olarak degerlendirilebilir ve

kalsifikasyon bu surecin geri donusumsuz fazidir (33).

2.5. Etyopatogenez

Miringoskleroz etyopatogenezini aciklamaya yonelik cesitli hipotezler

ortaya atilmigtir. Etyopatogenezde suclanan kriterlere baktigimizda :



2.5.1. Enflamasyon

Enflamasyon alaninda biriken enflamatuar hticrelerin dejenere olmasi
ve epitel hicrelerden gecerek fibroz tabakaya yerlesip orada dejenerasyona
sebep olmasi, kollajen sentezinde artisa neden olur ve orta fibroz
tabakasinda duzensizlik baglar. Bu dejenere olmus kollajen yiginlarinin
oldugu bolgeye kalsiyum ¢oOkmesi ve neticesinde makroskopik plaklarin
ortaya cikigl ile sure¢ sonlanir (34,35,36). Enflamatuar sirecte orta kulak
boslugunda biriken eksuda ve bu sividaki hidrolitik enzimler ile birlikte
sklerotik plak olusumunun gelistigini gésteren ¢alismalar mevcuttur (36,37).
Sert bir fibr6z tabaka skleroz gelisimi icin sarttir. Bu énemli stre¢ dikkate
alindiginda sklerotik plak gelisiminde rol oynayan faktorler agiklanabilir.
Sklerotik plak olusumu en sik KOM’ da gelisirken, EOM ve supuratif OM’da
da gelistigi gosterilmistir. Kronik otitis mediada skleroz gelisimi, timpanik
membranin ve orta kulak mukozasinin immunolojik slreglere maruz
kalmasiyla aciklanabilir. Stpuratif otitis mediadaki skleroz ise inflamasyon
alanina polimorfonukleer I6kositlerin, makrofajlarin ve lenfositlerin yogun
gogu ile olusur. Bu hicreler dokularda hidroliz ve hasara neden olan
enzimleri salgilarlar. Bu durum fibréz dokuda hasara neden olur (36,37,38).
Sert ve iyi duzenlenmis bir fibroz tabakanin olmamasi skleroz olugsumuna
engel teskil eder. Yapilan bir galismada gosterilmistir ki, kollajen yikimini
saglayan enzimatik reaksiyonlarin stpuratif otitis media olgularinda daha gok
olmasi, supuratif otitis media olgularinda sklerozun daha az olmasina yol
acgmaktadir. Bu kollajen yikimi daha az skleroza neden olur. Mastoid kavite
ve orta kulak boslugunda, timpanik membrana gbre daha az subepitelyal
tabaka daha az skleroz geligimini agiklayabilir. Bu durum sklerozun genellikle
pars tensa ve santral yerlesimli olmasini izah edebilir. Pars tensa ve 6zellikle
de posterior ve anteroinferior timpanik membran kadranlarinda fibréz tabaka
sert ve iyi organize olmustur. Anulus, timpanik membran posterosuperior
kadrani ve pars flaksida da ise fibr6z tabakanin zayif olmasi, sklerotik plak

olusumuna karsi direng saglar (36,37,39).



2.5.2. immiinolojik Faktérler

immiinolojik hipersensitivite reaksiyonlari, sklerotik plak gelisiminde
suglanan diger bir faktordur. Sklerotik plak olugsum suireci, tekrarlayan
immdanolojik uyarilar sonucunda olusabilmektedir. Tekrarlayan antijenik
uyarilar orta kulakta kronik bir enflamasyona neden olur ve skleroz gelisimini
tetikleyebilir. Ayrica |0kosit antijenlerinden olan B35 ve DR3 serum
duzeylerinin yuksek olmasi, immunolojik faktérlerin skleroz olusumu Uzerine
etkili oldugunu gostermektedir (40,41,42).

2.5.3. Mekanik Faktorler

Sklerotik plaklar kulak zarinda ve orta kulakta hareket kisithhigina
neden olur. Yapilan galismalar sklerotik plaklarin bu hareketliligi azalttigini
gosterirken, kulak zarinda hareket azligina yol agan patolojilerin de skleroz
olusumuna yol actigi gosterilmigtir. Timpanik membran retraksiyonlarinda
hyalinizasyon ve kalsifikasyon daha sik gelisebilmektedir. Bu nedenle umbo,

kulak zarinin en hareketli ve sklerozun en az oldugu bolgedir (40,41).

2.5.4. Orta Kulak Basing Degisiklikleri

Travma ya da cerrahi sonrasi timpanik membranda kanamalar olusur.
Ayrica orta kulak oksijen basincinda degisiklikler olusur. Oksijen basincindaki
degisiklikler serbest oksijen radikellerinin olugsmasina ve skleroz olusumuna
yol agmaktadir (42,43).

2.6. Sklerotik Plak Histolojisi

Makroskopik olarak ¢cogu kauguk kivaminda ve lameller yapida, sogan
zari gibi Ust uste yigilmis plaklar seklindedir. Isik mikroskopisi submukozal
olarak yerlesmis plaklarda bol miktarda kollajen fissurlerle kesilmis halde
gorundr. Elektron Mikroskopik incelemede ise submukozal olarak yerlesmis
plaklarda bol miktarda kollajen fibrilleri bulunur ve anormal kollajen olan

yerlerde distrofik kalsifikasyonlar saptanir. Fibroblastlar icindeki organellerde



de degisiklikler vardir. Hucre icinde ve disindaki vezikullerde ¢ok miktarda

kalsiyum ve az miktarda fosfat kristalleri gorulur (38,41).

2.7. Siniflandirma

Muayene ve semptomatik bulgulara gére siniflandiriidiginda, histolojik
timpanoskleroz tanimi ile, yukarida anlatilan histolojik parametreleri
kargilayan doku ornekleri anlatilmaktadir. Klinik timpanoskleroz denildiginde
ise, orta kulagin herhangi bir yerinde gozlenen ve cerrahi gerektirmeyen,
otoskopi veya otomikroskopi ile gorllebilen plak varligl anlasiimaktadir.
Cerrahi timpanoskleroz deyimi ile de, timpanik membranda veya orta kulak
boslugunda cerrahi gerektirecek duzeye ulasmig timpanoskleroz so6z
konusudur.

Timpanik membranin durumuna gore siniflandirma ise sdyledir : perfore
zar varlhginda acgik timpanoskleroz , timpanik membranin saglam oldugu
durumlarda ise kapali timpanoskleroz tanimlanmaktadir. Ancak timpanik
membranda sklerotik plak olmasi sart degildir.

Ayrica kemikgik zincirin tutulumuna (wielinga ve kerr) gore de
siniflandiriima_yapilmaktadir: Herhangi bir fiksasyon yapmamis olgular tip 1
olarak tanimlanmaktadir. Tip 2 dedigimizde malleus-inkus kompleks
fiksasyonu olan - ancak stapes taban fiksasyonu olmayan olgular
tanimlanmaktadir. Malleus-inkus kompleks fiksasyonu olamayan ancak
stapes taban fiksasyonu olan olgular tip 3 iken, malleus-inkus kompleksi ile

stapes taban fiksasyonu olan olgular ise tip 4 olarak nitelendirilir.

2.8. Miringoskeroz Dagilimi

Miringoskleroz timpanik membranin en sik anteroinferior ve
posteroinferior  kadranlarinda gorulur. En az posterosuperior kadranda
yerlesir. Ayrica pars flaksida da gorulmez. Sklerotik plaklarin orta kulak
boglugundaki dagilimina baktigimizda malleus basi ve pretimpanik reses
arasinda, malleus basini fikse ederek gorilebilir. Ayrica malleus basi ve/veya

inkus govdesi ve tegmen timpani arasinda, oval pencerede, interossikuler
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fold’da oval pencere ve stapes’e yakin, Supratubal reces ve dstaki orifisinde
gozlenebilmektedir. (42,43).

2.9. Tani

Acik timpanosklerozda, orta kulakta sklerotik plaklarin varligi ve
histolojik inceleme ile tani konulabilir. Miringosklerozda membran Uzerinde
matdr plaklarin varhgi tani icin yeterlidir. Kapali timpanosklerozda ise eger
timpanik membranda sklerotik plak yoksa ve otoskapik muayenede
membranin arkasindan plaklar ayirt edilemiyorsa tani koymak oldukca
guctdr (34,35).

2.10. Miringosklerozun igitme ile iligkisi

Miringosklerozda kulguk tabakalar duyma kaybina neden olmaz. Kimi
plaklar bazi frekanslarda ¢ok hafif 1-2 dB kayip meydana getirebilir. Daha
bliyuk tabakalar, gen¢ yaslarda az 6nem tasiyan - fakat yasli hastalarda
Ozellikle presbiakuzi kombinasyonu dusunuldiginde o6nemli kabul
edilebilecek 5-10 dB duyma kaybina neden olabilirler (42,43).
Timpanoskleroz ise, kemikgiklerin etkilenme durumlari Olglsinde degisik
derecelerde duyma kaybi meydana getirebilir. Buna kargilik igitme kaybinin
siddeti ile plaklarin yayginhigi ve yapisi arasinda iligki olmadigini savunan

yayinlarda vardir (42,43).

2.11. Tedavi

Koruyucu tedavide otitler, timpanoskleroz olasiligi da dusunulerek etkin
sekilde tedavi edilmelidirler. Ayrica sik otite neden olabilecek faktorler
ortadan kaldinimaldir. Gereksiz ventilasyon tupl uygulamalarindan da
vazgecilmelidir. Timpanosklerozun medikal tedavisi olarak distrofik
kalsifikasyonlari  onlemek igin  kalsiyum  antagonistleri, membran
stabilizatorleri, antienflamatuar etkilerinden dolay1 kortikostreoidler ve

prostaglandinler Gzerine ¢alismalar yapilmaktadir. Cerrahi tedavi ise isitmeyi
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duzeltmek, rekirren enfeksiyonlari dnlemek, etkin isitme cihazi kullanimini

saglamak igin yapilabilir (41,42).

2.12. Serbest Radikaller Ve Serbest Oksijen Radikalleri

Canli hidcrelerin yapitaslarini olusturan molekillerin atomlari, kovalan
baglarla birbirine baglidir. Bu tip baglar paralel olmayan yoriingelere sahip iki
komsu atomun arasindaki elektronun  ortaklagsa  kullaniimasina
dayanmaktadir. Yeterli bir enerji kaynagi ile bu bag kopabilir. Bu tip bir veya
daha fazla egslesmemis elektrona sahip, kisa omdarll, kararsiz, kimyasal
reaktiviteleri yiksek molekil veya atomlar “serbest radikal” olarak
adlandirilirlar (44,45). Radikal, eslesmemis elektronun atomik yada molekuler
orbitali kendi bagina isgal etmesidir (24). Biyolojik sistemlerdeki en onemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen (02 ), elektron
alicisi olarak, aerob organizmalarin yasami igin gerekli bir maddedir.
Memeliler hucrelerindeki ATP uretiminin buyuk bir kismini mitokondrial
elektron transport sisteminde, oksijenin dort elektronunun su (H20)
olusturmak Uzere indirgenmesiyle elde ederler. Fakat bu sirecte oksijenin
%1-3'u tam olarak suya donusemez ve ara urun olarak serbest oksijen
radikalleri ve bunlarin da cesitli reaksiyonlari ile serbest oksijen radikalleri
(SOR) meydana gelir (Tablo 1) (46,47).

Tablo 1. Serbest oksijen radikalleri

Superoksit radikali Hidrojen Peroksit
Hidroksil radikali Lipit Hidroperoksit
Hidroperoksil radikali Hidroklor6z Asid
Alkosil radikali Singlet Oksijen
Thiyl radikali Ozon

Peroksil radikali Peroksinitrit

Nitrik Oksit
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Canlihgin devaminin zorunlu bir pargasi olan SOR enzimatik
reaksiyonlar ve biyolojik fonksiyonlar icin gereklidir (48). Ancak, radikalin
yapisina ve etkili oldugu yere gore hucresel yapilar risk altindadir (49).
Ozellikle DNA, lipid ve proteinler serbest radikaller igin hedef yapilardir.
Hucre zarinda yer alan lipidlerin oksitlenmesi lipid peroksidasyonuna, protein
metabolizmasinda agregasyona, parcalanmaya ve kirilma ile biyokimyasal
islevlerde bozulmalara, DNA duzeyinde olusan oksidasyon etkisi ile hicre
0lim0 ya da mutasyonlara neden olabilirler (50,51,52).

Oksidan molekdller yine vicutta daima belirli bir dizeyde bulunan dogal
endojen enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
tarafindan etkisiz hale getiriimektedir (53). BOylece saglikli bir organizmada
oksidan duzeyi ve antioksidanlarin etkisizlestirme gucu bir denge igcindedir
(52). SOR belirli bir seviyenin Uzerine ¢iktiginda veya antioksidan savunma
sistemleri yetersiz kaldiginda ciddi doku hasari olusabilir (54). Bu zararh
etkilerin yaninda oksijen radikalleri toksik etkilerini daha ¢ok cerrahi alan gibi
doku travmalarini izleyen donemlerde gosterirler (49,52). Butln bu etkilerinin
yaninda serbest radikaller kendileriyle reaksiyona giren molekulleri de
serbest radikallere donusturerek hasar zincirinin yayllmasini saglar ve
boylece otokatalitik reaksiyonlari baslatirlar (51).

Serbest radikaller endojen olarak vicutta Uretilebildikleri gibi dis
kaynakli da olabilirler. Bu nedenle serbest radikallerin kaynaklarini endojen
ve eksojen olmak Uzere iki ana baslik altinda toplayabiliriz (51). Endojen
kaynaklar; fagositler, notrofiller, makrofajlar, mitokondrial elektron transport
sistemi, mikrozomal elektron transport sistemi, ksantin oksidaz, arasidonik
asit metabolizmasi ve metallerden olusmaktadir. Eksojen kaynaklar ise
radyasyon, hava kirliligi, sigara dumani, hiperoksik ¢evre ve farmakolojik bazi
elementlerden olugsmaktadir. Aerobik organizmalarda serbest radikallerin
baslica kaynagi molekuler oksijendir (51). Molekuler oksijen birer elektronu
eksik iki oksijen atomundan olusmaktadir. Ancak bu molekllin reaktif bir
Ozelligi yoktur ve her iki atom bir denge halindedir. Oksijen molekulinin
univalan indirgenmesi ile stiperoksit anyon radikali olusur (48,55). Superoksit
radikali kuvvetli bir indirgeyicidir ve suratle iki elektron transferi ile hidrojen
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peroksite donusir. Bu reaksiyon spontan veya superoksit dismutaz enziminin
katalizi ile gerceklesir (48,52). Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamakla
beraber hem membranlardan kolaylikla gecer hem de en reaktif ve hasar
verici olan hidroksil radikalinin olusumuna yol acar. Ozellikle nétrofiller,
icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligiyla hidrojen peroksiti klorar
iyonuyla birlestirerek gucli bir antibakteriyel ajan olan HOCI (hipoklordz
asit)’e donusturar. Ayrica lipofilik serbest radikal olan nitrik oksit, damar
endotel hucrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi aracihigiyla L-arjininden
sentezlenir. NO, olusmus olan SOR ile reaksiyon vererek gugcli bir oksidan
olan peroksinitrit (ONOOH) olusturmaktadir (48).

SOR, membran lipidlerinin peroksidasyonuna, gegirgenligin artmasina,
enzimlerin ve yapisal proteinlerin sulfidril gruplarinin oksitlenmesine ve
gapraz baglanmasina, antiproteazlarin inhibisyonu sonucu proteolitik
enzimlerin aktivasyonuna, DNA vyapisinin bozulmasina, kirilmasina ve
kisalmasina, ayrica mukopolisakkaridlerin depolimerizasyonuna, proteoglikan
ve glikozaminoglikanlarin da oksidatif zedelenmelerine neden olarak doku
hasari olustururlar (51,52).

Biyomolekdullerin tim siniflari serbest oksijen radikallerinden etkilenir
ama en hassas olani lipidlerdir (51). Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. CUnklu kendi
kendini devam ettiren otokatalitik bir reaksiyondur ve olusan hasar geri
doénusumsuzduir (49,51). Lipid peroksidasyonu, serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan goklu doymamis yag asit zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastiriimasi ile baslar (49,51). Bunun sonucu yag asidi zinciri
bir lipid radikali niteligi kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve
bir dizi degisiklige ugrar. Lipid peroksit radikalleri (LOOH), membran
yapisindaki diger c¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de agiga c¢ikan hidrojen
atomunu alarak lipid hidroperoksitlerine ( LOOH) donusurler. Peroksitlerin
kendisi serbest radikal olarak gérev yapar ve otokatalitik zincir reaksiyonunu
baglatir. Bu da doymamis yag asitlerinin daha fazla kaybina neden olarak
siddetli membran hasarina yol agar (49,53). Lipid hidroperoksitler yikildiginda
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biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler, ya hiicre diuzeyinde
metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difflize olup hticrenin
diger bolumlerine hasari yayarlar. Lipid peroksidasyonuna sekonder Urdn
olarak olusan aldehitlerden en O6nemlisi malondialdehittir. Malondialdehit
Olcimu lipid peroksidasyonu degerlendiriimesinde sik kullanilan yéntemdir.
Yarilanma omri uzun olup membranlari gegebilme 6zelligi vardir (56).

Lipid peroksidasyonu bir ¢ok hastaliga ve doku hasarina neden olarak
membran gecirgenligi ve mikroviskositesini ciddi etkiler. Peroksidasyonla
olusan malondialdehit, membran bilegenlerinin ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyonuna sebep olur (57). Bu da iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hicre yuzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
degistirir (51,52). Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu, hucre
zarinda 6nemli zedelenmeye yol acar; akiskanhdin kaybolmasina, sekretuar
fonksiyonlarin bozulmasina ve transmembran iyon dengesizligine sebep olur
(52,58). Peroksidasyon prosesinde son urtnler aldehitler, hidrokarbon gazlar
ve malondialdehidleri de iceren degisik kimyasal bilesiklerdir (56). Bu yikim
drtnleri reaksiyon sahasindan uzaklasarak, hicre 6demine neden olur,
damar gegirgenligini etkiler, inflamasyon ve kemotaksisi baslatir (46). Yine bu
urtnler fosfolipaz aktivitesini degistirerek aragidonik asit salinimini uyarabilir,
boylelikle prostaglandin ve cesitli endoperoksidazlarin yapimini saglarlar
(49,52).

Protein oksidasyonu, proteinlerin SOR veya oksidatif stres trunleri ile
kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (59). Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuglari, enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin
kaybi, proteaz inhibitdor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize
artmig/azalmis vyatkinlik, reseptér aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonundaki  degisimler, immunojen aktivitedeki artig olarak
siralanabilir (44,46,60).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da tek ve cift dal kiriklari, abazik
alanlar, baz modifikasyonlari (baz katihmi, bazlarda yeniden dizenlenme),

seker hasari meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda capraz

15



baglanma olabilir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter
kazanmakta ve anti DNA antikorlari olusmaktadir (60,61).

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler
ve okzoaldehidler meydana gelir. Bag dokunun énemli bir mukopolisakkariti
olan hiyaluronik asidin, inflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial sivida
artmis olan hidrojen peroksit ve okzoaldehidler ile pargalandigi gosterilmigtir
(62).

2.13. Askorbik Asit

Alti karbonlu bir yapiya sahip olup glukoza benzer. Askorbik asit bir
ketolaktondur (63). L-glukonogamalaktonoksidaz enzimi insanlarda olmadigi
icin askorbik asit sentezi insanlarda olmamaktadir. Askorbik asit sentezi
glukozdan turevlenen glukuronik asid veya galokturonik asid tzerinden yardr.
Bu metabolik yol ile glukuronik asidden askorbik asit sentezi igin ¢ enzime
gereksinim vardir. Bu enzimler karaciger mikrozomal fraksiyonlarindan izole
edilmiglerdir (64).

insanda askorbik asit gastrointestinal sistemde enerji gerektiren
sodyum bagimli aktif transport mekanizmasi ile absorbe edilir. Aktif transport
sistemi insanda ve kobaylarda doygunluga ulagabilir ve alimi arttik¢a
absorbsiyon azalabilir. Hamster ve siganlarda ise askorbik asit
konsantrasyona bagimh olarak bagirsak duvarindan pasif difuzyon ile
gecebilmektedir (65,66).

Askorbik asit, vicudun spesifik dokularinda yuksek duzeylerde
bulunmaktadir. Ornegin adrenal bezler, hipofiz, timus, korpus luteum ve
retina konsantrasyonlari plazmadan 100 kat daha ylUksek, beyin testis, tiroid,
ince barsak mukozasi, lenf bezleri, akciger, karaciger, dalak, akyuvarlar,
pankreas ve tukrik bezleri ise 10-100 kat daha yuksek oldugu birgok
arastirmayla belirlenmigtir (67).

Askorbik asit molekuler oksijen gerektiren karisik fonksiyonlu
oksidasyon reaksiyonlarinda onemli rol oynar. Hidroksilasyon yapan
enzimlerin aktif bolgelerinde kofaktor benzeri rol oynar. Metal iyonlarinin

gegisi ile iligkisi, indigeyici 6zelligi ve oksijenin serbest radikal turevleri ile
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reaksiyonu biyolojik fonksiyonlarinin temelini olusturur. Ayrica Kkollajen
olusumunda, yag asidi metabolizmasinda, beyin fonksiyonlarinda,
enfeksiyonlara kargi direngte dnemli bir maddedir (68,69). Uzun zincirli yag
asitlerinin - mitokondriye tasinmasinda gerekli olan karnitinin lizinden
sentezlenmesinde etkili bir vitamindir (70). Ketakolamin biyosentezinde,
dopaminin norepinefrine maksimum hidroksilasyonunun saglanmasinda ve
tirozin metabolizmasinda askorbik asite gereksinim vardir. Ayrica askorbik
asit ve kolesterol metabolizmasi arasinda da iligski oldugu, kobaylarda kronik
askorbik asit yetersizliginin kolesterolin safra asitlerine katabolizmasinda
azalmaya neden oldugu ve kolesterolin hidroksilasyonu ile safra asitlerine
donugumu arasinda askorbik asite gereksinim oldugu belirlenmigtir (71).
Ayrica yapilan arastirmalar kolesterolden steroid hormonlarin biyosentezinde
de vitamin C varliginin etkili oldugu gosterilmistir (67,72,73).

Askorbik asit, iyonlarin vucut iginde gegiglerini azaltir. Askorbik asit
eksikligi dalaktan demirin mobilizasyonuna zarar verir ve demir yukleme
tedavisinde ilave askorbik asit demirin vicut depolarindan mobilizasyonunu
artinir. Bu nedenle askorbik asit aneminin tedavisinde de énemli bir vitamindir
(70). Lokositlerdeki yuksek askorbat konsantrasyonu ve bunun enfeksiyon ve
fagositoz sirasinda hizla harcanmasi, vitaminin immun sistemde de etkili
oldugunu gostermektedir (74,75).

Kollajen, proteoglikanlar ve kemik, deri, kapiller duvar ve diger bag
dokularin hucre i¢i matriksinin organik bilegenlerinin sentezinde 6nemli rol
oynar. Askorbik asit ayrica demir ve oksijenle beraber kollajen sentezi
sirasinda, lizin ve prolinin hidrolizasyonu igin gereklidir (76,77).

Askorbik asit, A vitamini gibi enflamatuar cevabi uyarir ve eksikliginde
konakginin infeksiyonlara direnci diser. Ayrica kollajen Uretiminde askorbik
asit notrofillerin fonksiyonunu (34), anjiogenezisi arttirmasinin (78) yaninda
glclu bir antioksidan olarak gorev yapar. Vitamin eksikligi olmayan
hastalarda bu vitaminin ek olarak verilmesi yara iyilesmesinde hizlanmaya

neden olmaz (79)
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Askorbik asitin dnemli biyolojik fonksiyonlarindan biri de oksijen turevi
olan hidroksil, singlet oksijen, superoksit gibi serbest radikallerin

harabiyetinde de rol oynamasidir (79).
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3. GEREC VE YONTEM

Ankara Universitesi Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurulu onayi
(Toplanti No: 2013-8, Dosya No: 2013-54, Karar No: 2013-8-61) alindiktan
sonra Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Deney hayvanlari laboratuvar’nda
uretilmis olan ve agirliklari 350-400 gr arasinda degisen 24 adet Winstar

Albino cinsi erkek ratlar ¢calismaya alindi.

Resim 4. Winstar Albino Erkek Rat

Miringotomi

intraperitoneal 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer Warner
Lambert, ABD) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun %2 , Bayer
HealthCare, ABD) enjeksiyonuyla saglanan anestezi sonrasi yapilan
otomikroskopik bakida bilateral normal timpanik membrana sahip oldugu
gorilen 24 adet rat calismaya dahil edildi. Otomikroskopik muayene altinda,
kulak spekulumu ve steril pik (OF615R, Stainless, Almanya) kullanilarak her
iki timpanik membranin arka alt kadranina 2 mm capinda standart
miringotomi yapilan ratlar her grupta sekiz hayvan ve 16 kulak olacak

sekilde, rastgele — randomize ug gruba ayrildi.
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Calisma Gruplari
Bilateral timpanik membranlarinin arka alt kadranina pik ile miringotomi

yapilan 24 adet rat ¢ gruba ayrildi.

Kontrol Grubu (k) (n=14~) Bu gruptaki sekiz ratin toplam 16 kulak
zarina, tanimlanan standartlarda yapilan miringotomi sonrasi herhangi bir

tedavi uygulanmadi.

» Onbesinci ginde yapilan otomikroskopik bakida, bu gruba ait bir ratin
her iki timpanik membraninda enfeksiyon ile uyumlu goérinim izlendi.
Hazirlanan bu iki spesmenin histopatolojik incelemesinde yogun
polimorfonikleer 16kosit infiltrasyonu ve fibrin birikimi gorulmesi Uzerine
enfekte olduklari kabul edilerek bahsedilen rata ait her iki timpanik membran

da calisma disi birakildi.

Topikal Askorbik Asit Grubu (n=12~) : Bu gruptaki sekiz ratin toplam
16 kulagina miringotomiden hemen sonra 10 mg askorbik asit emdiriimis
gelfoam (GelSpon-P® Eucare Pharmaceuticals (P) Limited, India)
perforasyon Uzerine gelecek sekilde yerlestirildi. Gunluk tek doz seklinde 14
kez topikal 10 mg askorbik asid (Redoxon amp 500mg/5ml, Bayer Turk

Kimya Sanayi, istanbul, Tirkiye) ratlarin dis kulak yollarina damlatildi.

» Calismanin besinci gununde bir ratin 6lmesi Uzerine ve onbesginci
gunde yapilan otomikroskopik bakida, bu gruba ait bir ratin her iki timpanik
membraninda, enfeksiyon ile uyumlu gorinim izlenmesi ve hazirlanan
spesmenin histopatolojik incelemesinde yogun polimorfonikleer I6kosit
infiltrasyonu ve fibrin birikimi gorulmesi Uzerine enfekte olduklari kabul

edilerek her dort timpanik membran da ¢alisma disi birakildi.

Sistemik Askorbik Asit Grubu (n=11~): Bu gruptaki bilateral

miringotomi yapilan sekiz rata miringotomiden hemen sonra ve takip edilen
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14 gln boyunca gunlik tek doz 50 mg/kg askorbik asit intraperitoneal yolla

uygulandi.

» Calismanin yedinci gintnde bir ratin, onuncu ginde de diger bir ratin
O0lmesi Uzerine ve onbesinci gunde yapilan otomikroskopik bakida, bu gruba
ait bir ratin sag timpanik membraninda, enfeksiyon ile uyumlu goérinim
izlenmesi ve hazirlanan spesmenin histopatolojik incelemesinde yogun
polimorfonukleer 16kosit infiltrasyonu ve fibrin birikimi gorulmesi Uzerine
enfekte oldugu kabul edildi. Bunun Uzerine her bes timpanik membran da
c¢alisma disi birakildi.

Miringotomi sonrasinda hayvanlarin 14 gin boyunca gunluk dozlari
tekrarlandi ve kontrol altinda tutuldu. Standart laboratuvar kosullarinda pelet
yemler ile beslenen hayvanlarda su ve beslenme serbest birakildi. Ek
kemoproflaksi uygulanmadi.

Calismanin 15. gununde hayvanlar yuksek doz intraperitoneal pentotal
(Pental® Sodyum, i. E. Ulagay ila¢ Sanayi, istanbul, Tirkiye) (80 mg/kg)
enjeksiyonunu takiben dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi ratlarin bullalari
cikarildi. Cikarilmis olan bullalar agildiktan sonra timpanik membranlar direkt
gorus altina alindi. Mikroskopik goris altinda disseke edilen timpanik
membranlar kendilerini ¢gevreleyen kemik anulus ve 1-2 mm dig kulak yolu ile
birlikte ¢ikarildi.
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Resim 5. Cikarilan rat bullasi

Histopatolojik inceleme

Calismanin histopatolojik hazirlik ve degerlendirme islemleri Digkapi
Yildinm Beyazit EQitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Klinigi’ nde yapildi.
Tum histopatolojik degerlendirmeler, hangi ¢alisma grubuna hangi tedavinin
uygulandigini bilmeyen, ayni patolog tarafindan yapildi. Her iki kulaktan
hazirlanan spesmenler %10’luk formaldehit solUsyonuna koyularak
histopatolojik inceleme icin ayrildi. Formol fiksasyonu sonrasi,
dekalsifikasyon amaciyla onbes saat formik asitte tutulan spesmenler
mikroskopik gorus altinda manubrium mallei’'ye dik dogrultuda, miringotomi
alanindan gececek sekilde ikiye ayrildi. Her iki parga kesit yuzi Uzerine
yatirilarak parafin bloklari hazirlandi. Alinan bes mikrometre kalinhgindaki
kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak isik mikroskobunda

incelendi.
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Resim 6. Hazirlanan spesmenlerin %10’luk formaldehit solisyonu igerisine

koyulmus hali

Timpanik membran lamina propriasinda gdézlenen inflamasyon 0 - 3

puan arasinda bir deger verilerek semikantitatif olarak skorland :

inflamasyon yok
hafif inflamasyon
orta derecede inflamasyon

w N O

siddetli inflamasyon

Timpanik membran total kalinhginin él¢imu igin H&E boyali kesitlerden
elde edilen mikroskopik gorintiler bir kamera (Olympus BX50, Olympus
Optical Co, Tokyo, Japan) ile bilgisayara aktarildi. Kullanilan blyutmeye goére
kalibre edilerek, timpanik membran kalinliklari okuler ve saryo mikrometreler
kullanilarak her bir birimin ka¢g mikron oldugu 10 alanda o&l¢ildi ve bu
Olcimlerin ortalamalari timpanik membran kalinligi olarak kabul edildi.
Timpanik membranin kalinhgr mikroskobun okuler kismina yerlestirilen
okulometre (Olympus U-OCMC 10/100 XY) yardimiyla x200 bulyutmede
degerlendirildi.
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Hematoksilen-Eozin (H&E) boyali kesitlerden elde edilen goruntiler
kullanilarak timpanik membran lamina propriasindaki sklerotik lezyonlarin
degerlendirmesi yapildi. Bulgular 0 - 2 puan arasinda bir deger verilerek

semikantitatif olarak skorlandi :

Miringoskleroz yok 0
Lamina propriada ayri ayri yerlesmis seyrek sklerotik lezyon 1

Bir arada bulunan genis sklerotik lezyon 2

Lamina propria (LP) 6demi ve neovaskullarizasyon oranlari ise su
sekilde siniflandi :

Yok
Hafif derecede

Orta derecede
Siddetli derecede

w NN - O

istatistiksel Analiz

inflamasyon degerlendirme sonuglari semikantitatif skorlamaya dayali
veriler oldugu igin gruplar arasinda istatistiksel bir kargilastirma yapmak
amaciyla sonuglar yok-hafif (skoru 0 ve 1 olanlar) ve orta-siddetli (skoru 2 ve
3 olanlar) olmak Uzere iki gruba ayrildi. Histopatolojik miringoskleroz dagilimi
sonuglari ise yok (0), seyrek (1), sik (2) olmak Uzere U¢ grupta degerlendirildi.
Lamina propria 6demi ve neonvaskularizasyon ise yok (0), hafif (1), orta(2),
siddetli (3) olarak dort gruba ayrildi. Gruplar arasindaki farkhligi test etmek
icin Ki-Kare Exact Test kullanildi. Timpanik membran ortalama kalinlk
degerleri gruplar arasinda Kruskal- Wallis Test kullanilarak test edildi.

p<0.05 istatistiksel anlamli dlzey olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degerlendirme

Tablo 2. Calismadaki tum histopatolojik veriler

KONTROL GRUBU

TOPIKAL ASKORBIK
ASIT GRUBU

SISTEMIK ASKORBIK
ASIT GRUBU

i [TK| M| O | N i |[TK| M| 6 | N i |TK| M| 6 | N
1/0|4]l0]0]0O 1 /3|11
2 1 /10|11
3/ 0]10]0|0]0O 1 /4011
4113|1013 |1|1]0|2|1]|]6|1]1]1
5| 1]4]0|1 1|1 |4|1]0]1]|12|3|]2]0]1
6|l 040|021 ]1]2]0]1]1
71l 1|7 ] 2]lo0|1]2]|4|l21]0]12]2|2]2]0]0
8|1 1|2 ] 1]0]1 2 |4 2|11
9|1 |6 ] 10|21 ]1]|3|a2a]lo]o]1]|3|1]1]1
10 2 |31 |11 ]1]2]2]0]0
11/ 0[5 ] 10|11 3|2 |1|1|2]|4|1]1]1
21 |1 ]2 121|111 |1]1]1
13/ 0|1 ]2 ]0|]0]O0O|1]l]0|J]O0o|]O|]O|3|2]0]1
4|1 |6 ] 10|10 |J1|]0]0]0O
15/ 0| 5|20 |o0o|1 1|21 ]|21[1]|]2]1]o0]a21
16| 1 | 4]0 1|1

( I: inflamasyon, TK: Total Membran Kalinligi, M: Miringoskleroz Yayginhgi,

O: Lamina Propria Odemi, N: Lamina Propria Neovaskiilarizasyonu)

25




r T
-
.
g
/ s
.
_ = - L ,'. _f‘.\ .
e e —— = >
3 " B e s X
e g B - v
¥ - 3 ey - - -
- - - - . -
-~ s B -
i PP = -
e Ly 3 2l e s el
‘-—..uww S i}

Resim 7. Topikal askorbik asit uygulanan grupta X 40 buyitmede H&E ile

boyali timpanik membran ornegi
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Resim 8. Sistemik askorbik asit uygulanan grupta X 40 buyitmede H&E ile

boyali timpanik membran ornegi

Resim 9. Sadece parasentez uygulanan kontrol grubunda X 40 buyUtmede

H&E ile boyall timpanik membran ornegi
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4.2. Lamina Propriada inflamasyon

Elde edilen bulgular Tabloda sunulmustur.

Tablo 3. Lamina propriadaki inflamasyon siddetinin dagilimi

Yok Hafif Orta Siddetli Toplam
6 8 0 0 14
KONTROL GRUBU
42,9% 57,1% 0,0% 0,0% 100,0%
SISTEMIK 1 7 3 0 11
ASKORBIK ASIT
GRUBU 9,1% 63,6% 27,3% 0,0% 100,0%
TOPil_(AL _ 2 7 2 1 12
ASKORBIK ASIT
GRUBU 16,7% 58,3% 16,7% 8,3% 100,0%
9 22 5 1 37
TOPLAM
24,3% 59,5% 13,5% 2,7% 100,0%

Miringotomi yapildiktan sonra tedavisiz birakilan kontrol

grubundaki 8

olguda hafif enflamasyon izlenmistir. Miringotomi sonrasi topikal askorbik asit

uygulanan gruptaki 12 olgunun ikisinde inflamasyon izlenmezken yedisinde

hafif, ikisinde orta ve birinde siddetli inflamasyon tespit edilmistir. Sistemik

askorbik asit ile tedavi edilen grupta ise 11 olgunun yedisinde hafif

enflamasyon, tUglnde orta enflamasyon gorulmustir. Bir olguda enflamasyon

gorulmezken, siddetli enflamasyona hig rastlanmamistir.

Lamina propria inflamasyon skorlari degerlendirilirken gruplar arasinda

Ki-Kare Exact Test ile istatistiksel analiz yapilabilmesi igin sonuglar :
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Yok - hafif (skoru O ve 1 olanlar) ve

Orta - agir (skoru 2 ve 3 olanlar) olmak Uzere iki gruba ayriimistir.

(Tablo 4)

Tablo 4. Lamina propriadaki inflamasyon siddetinin gruplardaki dagilhimi

Yok-+Hafif Orta+Siddetli Toplam
KONTROL 14 0 14
GRUBU 100,0% 0.0% 100,0%
SISTEMIK 8 3 11
TEDAVi
GRUBU 72.7% 27.3% 100,0%
TOPIKAL 9 3 12
TEDAVi
GRUBU 75.0% 25 0% 100,0%
31 6 37
TOTAL
83.8% 16.2% 100,0%

Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; G¢ grupta da enflamasyonun

siddetine iliskin dagilimlar arasinda anlamli fark olmadi§i goériimustir
(p= 0,128, p>0,05).
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4.3. Timpanik Membranin Kalinligi (mikron)

Timpanik membran total kalinhdinin él¢imu icin H&E boyali kesitlerden
elde edilen mikroskopik goruntiler bir kamera ile bilgisayara aktarildi ve
kalibre edilerek mikron cinsinden 6l¢imlerin ortalamalari timpanik membran
kalinhgi olarak kabul edildi. ikili gruplar arasindaki timpanik membran kalinlig
ortalamalarinin farklihgini incelemek igin Kruskal- Wallis testi kullanildi. (
Tablo 5)

Tablo 5. Gruplardaki total timpanik membran kalinligi ortalamalari

Ortalam (mikron) 2,21
TOPIKAL Standart Sapma 1,424
GRUBU Minimum 1
Maximum 5
Ortalam(mikron) 3,27
SiSTEMi_K Standart Sapma 1,191
ASKORBIK
ASIT GRUBU | Minimum 2
Maximum 6
Ortalam(mikron) 4,42
KONTRO_L Standart Sapma 2,610
ASKORBIK
ASIT GRUBU |Minimum 1
Maximum 10

Uc grupta Total kalinlik (mikron) degerleri bakimindan fark vardir (p=
0,027, p>0,05). Total Topikal askorbik asit uygulanan grupta kalinlik
ortancas! 1.5 (Min:1-Maks:5) iken Sistemik askorbik asit uygulanan grupta 3
(Min:2-Maks:6) ve Kontrol grubunda 4 (Min:1-Maks:10)'dur. Kontrol ve
Topikal tedavi uygulanan gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli
duzeyde bulunmustur. (p=0,025). Kontrol — Sistemik ve Sistemik —Topikal
gruplarinda fark yoktur (diger iki kargilastirma icin p>0,05) (Kruskal — Wallis
Test)
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4.4. Miringoskleroz Dagilimi

Elde edilen bulgular Tablo 6 da sunulmustur.

Tablo 6. Histopatolojik incelemeye gore miringoskleroz bulgulari

MIRINGOSKLEROZ

YOK SEYREK SIK TOPLAM
KONTROL GRUBU 5 5 4 14

35.7% 35.7% 28.6% 100,0%
SISTEMIK 1 5 5 11
ASKORBIK
ASIT GRUBU 9.1% 45,5% 45,5% 100,0%
TOPIKAL ASKORBIK 4 6 2 12
ASIT GRUBU 33.3% 50,0% 16,7% 100,0%

10 16 11 37

TOPLAM

27 0% 43.2% 29.7% 100,0%

Miringotomi sonrasi tedavi verilmeyen kontrol grubundaki 14 timpanik
membranin tumdnde miringoskleroz geligirken, bunlardan doérdinde, bir
arada bulunan, genis sklerotik lezyonlar tespit edilmigtir. Bes timpanik
membranda ise herhangi bir sklerotik plak izlenmemistir. Topikal askorbik asit
uygulanan grupta ise 12 timpanik membranin ikisinde bir arada bulunan
genig sklerotik lezyonlar gorulmusttr. Alti timpanik membranda seyrek
slerotik plak varken, dort timpanik membranda herhangi bir sklerotik plak
izlenmemigtir. Sistemik askorbik asit uygulanan gruba baktigimizda, bes
timpanik membranda sik sklerotik plak varken, bes timpanik membranda
seyrek plaklar izlenmistir. Sistemik tedavi uygulanan sadece bir timpanik
membranda sklerotik plaga rastlanmamistir.

Gruplar arasindaki farklihgi test etmek igin Ki-Kare Exact Test kullanildi.
Uc grup arasinda miringosklerotik plak dagihimlari arasinda anlamh fark
olmadigi goruldu (p= 0,456, p>0,05).
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4.5. Lamina Propria Odemi

Elde edilen bulgular Tablo 7 de sunulmustur.

Tablo 7. Histopatolojik incelemeye gore Lamina propria tabakasindaki 6dem

bulgulari

YOK HAFIF ORTA | SIDDETLI TOPLAM

11 3 0 0 14

KONTROL GRUBU

78,6% | 21,4% 0% 0% 100,0%

SISTEMIK 5 6 0 0 11

ASKORBIK ASIT

GRUBU 455% | 54,5% 0% 0% 100,0%

TOPIKAL ASKORBIK | ° 6 0 0 12
ASIT GRUBU 50,0% | 50,0% 0% 0% 100,0%

22 15 0 0 37

TOPLAM

59,5% | 40,5% 0% 0% 100,0%

Her G¢ grupta da lamina propriada orta ve siddetli 6dem bulgusuna

rastlanmadi. Gruplar arasindaki farkhligi test etmek icin Ki-Kare Exact Test

kullanildi. Ug¢ grup arasinda lamina propria 6édemi acgisindan anlamli fark

olmadigi goruldu (p= 0,215, p>0,05).
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4.6. Lamina Propria Neovaskularizasyonu

Elde edilen bulgular Tablo 8 de sunulmustur.

Tablo 8. Histopatolojik incelemeye gore lamina propria tabakasindaki yeni

damarsal olugsum bulgulari

YOK HAFIF ORTA |SIDDETLi| TOPLAM
5 9 0 0 14
KONTROL GRUBU
35,7% 64,3% 0,0% 0,0% 100,0%
SISTEMIK 2 9 0 0 11
ASKORBIK ASIT
GRUBU 18,2% 81,8% 0,0% 0,0% 100,0%
TOPIKAL 3 8 1 0 12
ASKORBIK ASIT
GRUBU 25,0% 66,7% 8,3% 0,0% 100,0%
10 26 1 0 37
TOPLAM
27,0% 70,3% 2,7% 0,0% 100,0%

Kontrol grubunda dokuz timpanik membranda hafif derecede vyeni
damarsal olusumlar varken, bes timpanik membranda yeni damarsal
olusumlara rastlanmadi. Sistemik tedavi uygulanan grupta iki timpanik
membranda hi¢ yeni damarsal yapi yokken, dokuz timpanik membranda hafif
derecede damarsal olusumlar izlendi. Topikal tedavi uygulanan grupta ise
sekiz timpanik membranda hafif derecede, bir timpanik membranda orta
derecede yeni damarsal olusumlar izlendi. Gruplar arasindaki farklihg test
etmek icin Ki-Kare Exact Test kullanildi. U¢ grup arasinda lamina propria
tabakasinda yeni damar olusumu agisindan anlamh fark olmadigi goéruldu
(p= 0,583, p>0,05).

32



5. TARTISMA

Calismanin amaci, sistemik ve lokal askorbik asit kullaniminin deneysel
hayvan modelinde travmatik kulak zari iyilesmesi Uzerine ve
miringosklerozun 6nlenmesine yonelik muhtemel etkilerinin arastiriimasi ve
karsilastiriimasidir.

Miringoskleoz, timpanik membranin lamina propria tabakasindaki
kollajenik yapinin kalsifiye ve hiyalinize olmasi ile karakterize bir durumdur.
Genellikle travmatik timpanik membran yirtiimalari ya da EOM tedavisinde
parasentez yapilmasi veya orta kulak havalanmasini dengelemek amaciyla
yapilan ventilasyon tlipU uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikar (80,81).

Otoskopik olarak miringoskleroz timpanik membran Uzerinde yerlesik
farkh sekil ve boyutta beyaz plaklar seklinde gorulir. Histopatolojik olarak,
sklerotik plaklarin lamina propria tabakasindaki kalsiyum fosfat icerikli
mineralize agregatlarin dizensiz kollajen lifleri arasinda yerlesmis olustugu
gorulmektedir (82,83). Sklerotik lezyonlarin mikroskopik incelemesinde plak
yapisi ve lokalizasyonu agisindan, insanlar ve siganlar arasinda bir farkin
olmadig1 gbze carpar (84,85,86). Bu nedenle miringoskleroz olusumunu
aciklamaya yonelik birgok hayvan calismasi yapiimistir.

Lokalizasyon agisindan degerlendirildiginde plaklarin en sik yerlesim
yeri timpanik membrandir. Ayrica kemikgik zincir, orta kulak mukozasi, i¢
kulak yapilari da sklerotik plak olusumlarindan etkilenebilmektedir. Sklerotik
plaklarin sinirli oldugu vakalarda herhangi bir semptoma rastlanmazken,
daha ileri vakalarda isitme kayiplarina rastlanabilir (7,19,87). ileri derecede
etkilenmis vakalarda kalici tedaviyi saglamak oldukga gugtar (19,88). Cerrahi
sonrasi sik rekudrrenslerin olmasi ve kalici sonuglarin elde edilememesi,
tedaviden c¢cok skleroz olusumunu Onlemeyi amaglayan calismalarin
yapilmasina neden olmustur (88,89). Bu nedenle yapilan birgok arastirmada
miringoskleroza neden olan etkenler arastirimis ve farkh tedaviler
denenmistir. Ancak yapilan galismalarda miringoskleroz nedenleri ve olusum
surecleri acikliga kavusturulamamistir. One ¢ikan nedenler incelendiginde

enfeksiyon ilk sirada yer alirken travma, parasentez uygulamasi, ventilasyon
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tipl vyerlestiriimesi, alerjik durumlar, bakteriyel drtnler, tuba Ostaki
patolojileri, kalitsal yatkinlik sayilmaktadir (2,8,9).

Miringoskleroz gelisimini agiklayan birgok calisma yapilmigtir. Tos ve
ark. (6) yaptiklari c¢alismada miringosklerozun patoloji saptanmayan bir
timpanik membranda olusmadigi, parasentez yapilip ventilasyon tapu
yerlestirilen bir membranda zar hareketinin kisitlanmasi, hiyalinize ve
kalsifiye bir kollajen tabakanin olugsmasina neden oldugunu savunmusglardir.
Ayrica sklerotik plaklarin genellikle anulusa yakin bolgelerde yerlestigi, zarin
santralinde ise daha az oldugunu vurgulamiglardir. Bu durumu ise timpanik
membran hareketinin periferde daha az, santral bélgelerde ise daha fazla
olmasina baglamislardir. Yapilan diger bir calismada ise parasentez
uygulanip ventilasyon tupu takilan vakalarda olusan kanamanin skleroz
gelisimine zemin hazirladigi vurgulanmistir (90,91). Farkh bir ¢alisma ise
enfeksiyon yada travma gibi nedenlerle dokuda olusan lokalize asiri duyarhlik
reaksiyonunun skleroz geligsimine yol agtigini savunmusglardir (9).

Mattsson ve arkadaslari ise parasentez uyguladiklari siganlari kontrol
grubu, sistemik ve topikal steroid tedavi grubu olarak U¢ gruba ayirmislardir.
Kontrol grubuna herhangi bir tedavi verilmemistir. Her iki grupta da kontrol
grubuna gore timpanik membranda daha az enflamatuar reaksiyon
goérmauglerdir. Kontrol grubunda lamina propria tabakasinda 6demin daha
fazla oldugu ve daha sik sklerotik plaklarin oldugu gbéze c¢arpmistir. Sonug
olarak enflamatuar strecin miringoskleroz gelisimine neden olabilecegi
vurgulanmistir (81).

Uzerinde durulan diger bir konu ise serbest oksijen radikallerinin
olusturdugu irreversible doku hasarinin miringoskleroz gelisiminin en édnemli
nedeni oldugudur (7,18,13,10). insan metabilizmasinda oksijenin biyik bir
kismi  mitokondri igindeki sitokrom oksidaz enzim kompleksi ile suya
indirgenir. Ancak bazen tam tersine serbest radikallere donusebilmektedir.
Organizmada birgok antioksidan sistem bu serbest radikallerin zararli
etkilerini baskilar. Ancak bu sistemlerin belirli bir kapasitesi vardir.
Kapasitenin Uzerinde olusabilecek serbest radikaller dokulara zarar verir.
(92,93).
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Parasentez sonrasi, normalde % 5 ile 10 arasinda degisen orta kulak
oksijen basinci ortalama %20 olan dis kulak yolu basincina esit olur. Bdylece
orta kulakta hiperoksik bir ortam olugsur. Bu hiperoksik ortam nedeniyle
olusan serbest oksijen radikalleri enflamasyon ve doku hasari olusturur
(82,94,95).

Yapilan bir cgalismada parasentez uygulanan ratlar farkli oksijen
basinglarinda ve normal hava kosullarinda izledikten sonra mikroskopik ve
histopatolojik incelemiglerdir. BUtin hiperoksik gruplarda skleroz geligimi
izlenmigstir. Bu galisma ile artmig oksijen basincinin miringosklerozu arttirdigi
savunulmaktadir (11). Yuksek O2 konsantrasyonunda tutulan ratlarda,
normal atmosfer basincinda tutulanlara gore daha fazla miringoskleroz
gelistigi tespit edilmigstir (96).

Serbest oksijen radikalleri antioksidan maddeler tarafindan etkisiz hale
getirilebilmektedir. Literatire baktigimizda E vitamini, askorbik asit,
selenyum, N-asetil sistein ve L-karnitin gibi maddelerin uygulanmasi ile
miringoskleroz gelisiminin engellenebilecedi gosterilmistir (7,18,13,10).

Yapilan bir ¢alismada perfore timpanik membranlara deneysel olarak
sistemik c¢inko aspartat uygulanmis ve miringoskleroz gelisimi agisindan
degerlendirilmig. Miringosklerotik bulgulara gore ¢inko apartat tedavisi
miringosklerozun énlenmesi veya azaltilmasinda yararli etkilere sahip oldugu
sonucuna varilmistir (96). Yapilan diger bir ¢calismada ise deneysel olarak
sistemik melatonin uygulanmis ve tedavide pozitif sonuglar elde edilmistir
(97).

Bu amacla kullanilabilecek diger bir madde ise suda eriyebilen bir
vitamin olan askorbik asittir. Askorbik asit gucli bir indirgeyici ajandir ve ayni
zamanda antioksidandir. (46).

Askorbik asit, folik asit, karbonhidrat ve tirozin metabolizmasi, lipid ve
protein sentezinde rol oynar (98). Askorbik asit, bag dokusu sentezinde
onemli fonksiyonlara sahiptir. Lizin, prolin ve askorbik asit yara iyilesmesinde
onemli yere sahiptir. (98,99). Askorbik asit lizin ve prolin hidroksilasyonu icin
gereklidir (98). Keratinositlerden tip 1 ve 3 kollajen sentezini in vitro artirdigi

icin yara iyilesmesinde 6nemli yer tutar (16).
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Askorbik asidin kulak zarindaki iyilesme Uzerine olan etkisinin birkac
mekanizma ile oldugu one surulmektedir. Travmatik kulak zarina uygulanan
askorbik asidin antioksidan etki ile yara iyilesmesine katkida bulundugu
bildirilmigtir (18). Diger bir etki mekanizmasi ise yara dokusundaki fazla demir
iyonlarinin iyilesmeyi negatif yénde etkilemesidir (100). Askorbik asit
uygulamasi dokudaki demir iyonlarinin azalmasina neden olmakta ve
iyilesmeye olumlu katkida bulunmaktadir (101).

Askorbik asit plazmada ilk antioksidan savunma sistemini olusturur.
Ateroskleroza karsi LDL kolesterolin oksidasyonunu o&nler. Siperoksit,
nitrojen oksit turleri ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin

temizlenmesinde rol oynar (46,102,103). Askorbik asit ayrica tokoferoksil

radikalini tokoferole donusturar. Fe+3’u Fe+2’ye indirgeyen bir ajandir. Bu
sekilde demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Boylece
plazma duzeyleri disuk oldugu zaman superoksid Uretimine katkida bulunur
(18,104,105).

Yapilan bir galigmada miringotomi yapildiktan sonra hiperoksik ortamda
tutulan siganlara uygulanan superoksit dismutaz gibi serbest oksijen radikali
engelleyici maddelerin miringoskleroz olusumunu 6énledigi gosterilmigtir (95).
Bu maddeler stperoksiti etkisiz hale getirir ve hicreyi irreversible hasardan
korur. Hiperoksik ortamda olusan superoksit radikalinin, akut inflamasyonda
olusan NO ile reaksiyona girmesi sonucunda peroksinitrit olusmaktadir. NO
etkilerini peroksinitrit Gzerinden gosterir. Siperoksit dismutaz superoksit
radikalini engeller. Boylece peroksinitrit olusumu engellenmis olur.
Enflamasyon sirasinda olusan peroksinitritin olusturdugu doku hasari fibrozis
ile iyilesir. Bu suregte timpanik membranin lamina propriasinda fibroblastik
aktivite artisi, dizensiz kollajen sentezi ve hiyalinizasyon olusur. Bu siregten
sonra olusan kalsifikasyon sklerotik plak olusumunu tamamlar.

Literatir incelendiginde ¢ farkli NO duizeyleri ile karsilasilir.
indiiklenmis NO patolojik siireclerde ortaya gikarken, endotelyal ve néral NO
fizyolojik olarak salgilanmaktadir. Ancak enflamatuar olaylar sirasinda

indUklenmis NO yaklasik bin kat daha fazla salgilanmaktadir (103,106).
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Biz, calismamizda peroksinitrit olusumunu askorbik asit kullanarak
onlemeyi tercih ettik. Askorbik asit ile superoksid olusumunu baskilamayi ve
peroksinitrit olusumunu Onlemeyi hedefledik. Bu sekilde, peroksinitritin
olusturdugu doku hasarini onleyerek miringoskleroz gelisimini baskilamayi
amagcladik.

Calismamizda her U¢ grup arasinda da sklerotik plaklarin yayginhgi
acisindan istatistiksel olarak anlamh fark yoktu. Miringotomi sonrasi topikal
ve sistemik olarak uygulanan askorbik asidin sklerotik plak olusumunu ve
yayginhigini anlamli derecede azaltmadigini gordik. Ancak total timpanik
membran kalinhdinin topikal tedavi olarak uygulanan grupta sistemik ve
kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigini dusunmekteyiz (p= 0,027,
p>0,05).

Askorbik asit ve diger antioksidan 06zelligi olan vitaminler vaskuler
endotel hicrelerinden endotelyal NO dlzeyini artirarak vaskuler endotelyal
fonksiyonlari diizenlerler (102). indiiklenmis NO vyara iyilesmesinin
inflamasyon fazinda yuksek miktarda ortaya ¢ikar ve inflamasyon fazindan
sonra ise aktivitesi azalarak kaybolmaktadir. Biz galismamizda askorbik asit
kullanarak indiklenmis NO inhibisyonu ile asirt NO sentezini Onleyerek
timpanik membran lamina propriasindaki inflamatuar cevabi azaltmayi
planladik. Calisma sonuglarina baktigimizda topikal ve sistemik askorbik asit
kullaniminin kontrol grubuna oranla enflamasyon Uzerine anlaml etkisinin
olmadigini gorduk.

Ayrica yara iyilesmesi Uzerine olan etkilerinden dolay! askorbik asit
tercih nedenimizdi. Askorbik asidin kulak zarinda iyilesme Uzerine etkisini
inceleyen bir galismada sigan kulak zarinda deneysel yolla olusturulan
perforasyona topikal askorbik asit uygulanmis ve kontrol grubuna gére daha
az miringoskleroz geligsimi gosterilmigtir. Kulak zarina uygulanan askorbik
asidin antioksidan etki ile yara iyilesmesine olumlu katki yaptigi 6ne
surtlmastur.(94)

Literatur incelendiginde travmatik kulak zari ve miringoskleroz gelisimi
uzerine topikal askorbik asit kullanimina iliskin g¢alismalar varken sistemik

askorbik asit kullaniminin miringoskleroz Uzerine etkisini inceleyen hicbir
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calismaya rastlamadik. Yaptigimiz galismada sistemik ve topikal askorbik
asid kullaniminin travmatik kulak zari iyilesmesi ve mirigoskleroz Uzerine
etkilerinin karsilastirilmasini amagladik.

Literatlire bakildiginda topikal askorbik asid kullanim dozu ve tedavi
suresi ile ilgili iki gcalisma mevcuttu (18, 107). Ancak kulak zari Gzerine
sistemik askorbik asid kullanim dozuna iliskin hi¢bir calismaya rastlamadik.
Askorbik asidin antioksidan etkinligi ve yara iyilesmesi Uzerine olan bir ¢ok
calismada farkli dozlar kullaniimigtir (108,109,110,111). Biz galismamizda 10
mg topikal askorbik asid emdirilmis spongostan ve 50 mg/kg intraperitoneal
askorbik asid kullandik. Literattrde farkl doz ve kullanim siresinin tedaviye
olan katkisini gosteren herhangi bir galismaya rastlamadik. Doz ve kullanim
suresine bagli yapilacak g¢aligmalar optimum tedavi etkinligi icin yol gdsterici
olabilir.

Ayrica, askorbik asit yara dokusunda nitrik oksit (NO) benzeri etki
gostererek vazodilatasyonu ve damarlanmayr da artirmaktadir (112).
Spratley ve ark.(18) askorbik asit uygulanan perfore kulak zarlarinda
damarlanma artigi gostermislerdir. Travmatik kulak zari iyilesmesinde yeni
damarlanmalar epitelyal ve fibroz tabakalarin gelisimi icin gereklidir (106).
Biz, yaptigimiz ¢calismada ise topikal ve sistemik askorbik asid kullaniminin
timpanik membran lamina propria tabakasinda neovaskuilarizasyon ve 6dem
olusumuna etkisinin olmadigini gorduk.

Daha oOncede belirttigimiz gibi topikal ve sistemik askorbik asid
kullaniminin travmatik kulak zari perforasyonu iyilesmesi ve miringoskleroz
uzerine etkinliginin sinirll oldugunu gorduk. Ancak topikal askorbik asit
tedavisinin zar kalinh@i Gzerine etkisinin anlamli olabilecegini disuniyoruz.
Askorbik asitin yara iyilesmesi Uzerine yapilan gesitli calismalarin olmasina
ragmen timpanik membran Uzerine c¢alismalarin az olmasi ve sistemik
askorbik asit kullanimina iliskin galismalarin olmamasi daha fazla arastirma
gerektirdigini  dUsundirmektedir.  Ayrica  askorbik asit  dozunun
degigtiriimesiyle yapilabilecek c¢alismalarin sonuglari etkileyebilecegini

dusunmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Topikal, sistemik ve kontrol gruplari arasinda enflamasyonun siddetine
iligskin dagilimlar arasinda anlamli fark olmadigi goérulmustur (p= 0,128,
p>0,05). Total kalinhk ortalamalari agisindan kontrol ve topikal tedavi
uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli dizeyde
bulunmustur. (p=0,025). Kontrol — Sistemik ve Sistemik —Topikal gruplar
karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktur (diger iki
kargilastirma igin p>0,05). Her U¢ grup arasinda miringosklerotik plaklarin
dagihmlar acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi goéruldu (p=
0,456, p>0,05). Her U¢ grupta da lamina propriada orta ve siddetli 6dem
bulgusuna rastlanmadi. Ug grup arasinda lamina propria 6demi agisindan
anlamh fark olmadigi géraldu (p= 0,215, p>0,05). Timpanik membran lamina
propria tabakasindaki yeni damar olusumu agisindan U¢ grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi géruldu (p= 0,583, p>0,05).

Elde edilen sonucglar sistemik askorbik asitin travmatik kulak zari
perforasyonlari ve miringoskleroz Uzerine etkinliginin kontrol grubu ve topikal
tedavi uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
olmadigini gostermistir. Topikal askorbik asit tedavisinin ise sklerotik plak
olusumunu engellemedigi, ancak total kulak zari kalinhdini diger gruplarla
karsilagtinldiginda anlamli derecede azalttigi gosterilmigtir. Ancak askorbik
asit calismalarinin literatirde sinirli olmasi, doz bagimli ¢aligmalarin

yapilmamis olmasi daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini gdstermektedir.
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7. OZET

Timpanik membran (TM) perforasyonu klinik olarak sik goérulen bir
durumdur. Tahmini insidansi %7’in altinda olmasina ragmen gergek
insidansin daha yuksek oldugu bilinmektedir. Ayrica parasentez ve
ventilasyon tupud uygulamalari ¢ocukluk yas grubunda uygulanan en sik
cerrahi girisimlerden biridir ve medikal tedavinin yetersiz oldugu eflizyonlu
otitis media olgularinda kullaniimaktadir. Uygulanan bu cerrahi prosedurin
erken ve ge¢ donem cesitli komplikasyonlari mevcuttur. En sik kargilagilan
uzun dénem komplikasyon sklerotik plak olusumudur. Sklerotik plak olusumu
timpanik membranin ve orta kulagin bag dokusunu etkileyen dejeneratif bir
patolojidir. Timpanik membran lamina propria tabakasindaki hyalinizasyon ve
kollajen lif artisi ile karakterizedir. Ayrica bu olusum Uzerine kalsiyum ve
fosfor birikimi kristalizasyona ve skleroza neden olur. Enfeksiyon, travma,
parasentez, ventilasyon tupUu uygulamalari, tuba Ostaki patolojileri, kaltsal
patolojiler ve kolesteatom sebepler arasinda sayilmaktadir. Parasentez
sonras! olusan hiperoksik durumun ve olusan serbest oksijen radikallerinin
(SOR) skleroz gelisimi Uzerinde etkili oldugu bilinmektedir. Timpanik
membranda zedelenmeye neden olan travma yada parasentez sonrasi
skleroz olusumunu 6nlemeye yonelik gesitli antioksidan maddeler denenmis
ve olusan serbest oksijen radikallerinin kantitatif dlgimua yapilarak skleroz
gelisiminin azaldi§i gosterilmistir. Askorbik asit guc¢li bir rediktan ajan ve
antioksidandir. Yaptigimiz ¢alismada ise miringotomi uygulanan siganlarin
cikarilan kulak zarlarinin histopatolojik incelemesi yapilarak, topikal ve
sistemik askorbik asit kullaniminin skleroz gelisimi Uzerine etkisinin
kiyaslanmasi amaglanmigtir.

Calismaya agirliklari 350-400 gr arasinda degisen 24 adet Winstar
Albino cinsi erkek ratlar alindi. Bilateral timpanik membranlarinin arka alt
kadranina pik ile miringotomi yapilan ratlar G¢ gruba ayrildi. ilk gruba
tanimlanan standartlarda yapilan miringotomi sonrasi herhangi bir tedavi
uygulanmadi ve kontrol grubu olarak belirlendi. ikinci gruptaki ratlara
miringotomiden hemen sonra 10 mg askorbik asit emdiriimig gelfoam

perforasyon Uzerine gelecek sekilde yerlestirildi. GUnluk tek doz seklinde 14
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kez topikal 10 mg askorbik asid dig kulak yollarina damlatildi ve topikal grup
olarak belirlendi. Uglincli gruba ise miringotomiden hemen sonra ve takip
edilen 14 gun boyunca gunlik tek doz 50 mg/kg askorbik asit intraperitoneal
yolla uygulandi ve sistemik grup olarak belirlendi. Calismanin 15. guninde
hayvanlar dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi ratlarin bullalari g¢ikarildi.
Cikarilmis olan bullalar agildiktan sonra timpanik membranlar direkt goris
altina alindi. Mikroskopik gorus altinda diseke edilen timpanik membranlar
kendilerini ¢evreleyen kemik anulus ve 1-2 mm dis kulak yolu ile birlikte
cikarildi. Her iki kulaktan hazirlanan spesmenler histopatolojik inceleme igin
ayrildi. Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak isik mikroskobunda
incelendi. Cikarilan  patolojik spesmenler timpanik  membrandaki
enflamasyon, total zar kalinhdi, miringosklerotik plak yayginhgi, lamina
propria tabakasindaki 6dem ve neovaskularizasyon agisindan degerlendirildi.
Timpanik membran ortalama kalinlik degerleri gruplar arasinda Kruskal-
Wallis Test, diger parametrelerde gruplar arasindaki farklihgi test etmek icin
Ki-Kare Exact Test kullanildi. p<0.05 istatistiksel anlamli dizey olarak kabul
edildi.

Calismamizda sonug¢ olarak topikal ve sistemik askorbik asid
kullaniminin enflamasyon yayginhgi, plaklarin dagiim genigligi, lamina
propria tabakasindaki 6dem ve neovaskularizasyon acisindan etkili olmadigi
sonucuna varilmistir. Ancak topikal askorbik asid kullaniminin total zar
kalinhgr Gzerine anlamh derecede etkili oldugu gosterilmistir. Sistemik
askorbik asid kullaniminin kontrol ve topikal grup ile karsilastirildiginda

etkisinin olmadid1 sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler : Askorbik Asit, Miringoskleroz, Timpanoskleroz,
Timpanik membran
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SUMMARY

Tympanic membrane (TM) perforation is a common clinical condition.
Although the estimated incidence is less than 1% , it is known that the actual
incidence is higher. Paracentesis and ventilation tube applications are the
one of the most common surgical procedures in the pediatric age group.
They are used in patients with otitis media with effusion when medical
treatment is insufficient. This surgical procedure may have a variety of early
and late complications. The most common long-term complication is sclerotic
plague formation. Sclerotic plaque formation is a degenerative pathology that
affects the connective tissue of the tympanic membrane and middle ear. It is
characterized by the increase of collagen fibers and hyalinization of lamina
propria layer of tympanic membrane . In addition, deposition of calcium and
phosphorus to this formation leads to crystallization and sclerosis. Infection,
trauma, paracentesis, ventilation tube applications, eustachian tubal
pathology, genetic diseases and cholesteatoma are considered some the
reasons of myringosclerosis and tympanosclerosis. Hyperoxic situation and
reactive oxygen species (ROS) formed after paracentesis is known to affect
the development of sclerosis. Various antioxidant substances are tested to
prevent the formation of sclerosis after tympanic membrane injury by trauma
or paracentesis. It is shown by making quantitative measurement of reactive
oxygen species that antioxidant substances can reduce the development of
sclerosis. Ascorbic acid is a strong reductant and antioxidant agent. In our
study, histopathological examination of the tympanic membranes were
extracted from rats treated with myringotomy and we aimed to compare the

effect of using ascorbic acid topicaly and systemicaly.

24 Winstar Albino male rats whose weights ranging from 350 to 400 g
were in the study. They are divided into three groups. We applied
myringotomy to their bilateral tympanic membranes in the back of lower
quadrant. First group that did not take any treatment after myringotomy is
defined as control group. In secound group, gelfoam impregnated with 10 mg

ascorbic acid were placed to perforation immediately after miringotomi. 10
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mg ascorbic acid was dropped to the external auditory pathways as a single
dose daily and continued 14 days to second group. The third group was
determined as systemic group. They were applied daily single dose of 50 mg
/ kg of ascorbic acid by intraperitoneal pathway immediately after miringotomi
and continued 14 days. The animals were decapitated on 15th day of the
study. Bullae of rats were removed after decapitation. After opening of
removed bullae, tympanic membranes were taken to under direct vision. The
tympanic membranes were dissected under microscopic vision were
removed with the surrounding bone annulus and with 1-2 mm of the outer ear
canal. Specimens of both ears were prepared for histopathological
examination. They were examined under a light microscope after staining
with hematoxylin and eosin (H & E). Inflammation, the total thickness of the
membrane, amount of miringosklerotic plague, edema of the layer lamina
propria and neovascularization were evaluated in pathological specimens
obtained from the tympanic membrane. We used The Kruskal-Wallis test for
difference in average thickness of the tympanic membrane between groups
and Chi-square test for other parameters. p <0.05 was considered

statistically significant level.

In our study, we concluded that the use of ascorbic acid topical or
systemic pathway is ineffective in terms of inflammation, plaque
diffusiveness, neovascularization and edema in lamina propria layer. But it is
shown that topical ascorbic acid have a significant effect on the total

membrane thickness. Systemic ascorbic acid had no effect.

Keywords: Ascorbic Acid, myringosclerosis, tympanosclerosis,

tympanic membrane
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