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1. OZET

RAT TIMPANIK MEMBRANINDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN
MiRINGOSKLEROZ GELiSiM SURECINE N-NITRO L-ARJININ METIL
ESTER’IN ETKISI

Dr. Ersoy DOGAN
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakultesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali
inciralti, iZMIR

Miringoskleroz, timpanik membranin lamina propriasindaki kollajen yapinin
hiyalin dejenerasyonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir patoloji olup, eflzyonlu
otitis medianin tedavisinde miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tlpl uygulamasi
sonrasinda ortaya cikabilir. Miringotomi yapilarak timpanik membran hasari
olusturulan deneysel calismalarda perforasyon iyilesmesi ve miringoskleroz gelisimi
tim yonleriyle ortaya konmustur. Miringotomi sonrasi orta kulaktaki oksijen
konsantrasyonunun dis ortamdaki seviyesine ulagsmasiyla gelisen hiperoksik
durumun serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumuna neden oldugu; olusan
SOR’un ise doku hasarina yol actigi gosterilmistir. Doku hasari sonrasi fibrozis ve
kalsifikasyonla seyreden iyilesme slreci miringosklerozla sonuglanmaktadir.

Miringoskleroz gelisim sdrecinin iyi bilinmesi miringoskleroz gelisimine karsi
etkili tedavi stratejileri gelistiriimesi acisindan 6nemlidir. Bu alanda yapilan
calismalarda miringoskleroz gelisimini 6nlemeye ybdnelik birgcok antioksidan ve
antiinflamatuar madde denenmistir.

N-Nitro L-Arjinin  Metil Ester (L-NAME), vyapilan cesitli caligmalarda
antiinflamatuar, antioksidan ve antifibrotik etkileri kanitlanmis, genis kullanim alanina
sahip bir maddedir. Bircok farkli dokudaki yara iyilesmesinde olumlu etkileri
gbsterilmis olan L-NAME'nin kulak zar perforasyonu iyilesmesi Gzerine olan etkilerini
inceleyen bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismada topikal ve intraperitoneal
olarak uygulanan L-NAME’nin, timpanik membran iyilesmesi ve miringoskleroz

gelisimi tGzerine olan etkileri arastiriimistir.



Calismamizda 20 adet Wistar rat kullaniimistir. Yapilan otomikroskopik bakida
saglikh timpanik membrana sahip oldugu gérilen 20 rata bilateral miringotomi
yapildiktan sonra, hayvanlar her grupta bes rat olacak sekilde rastgele doért gruba
ayriimislardir.

Birinci gruptaki bes rat tedavisiz birakilmistir. Ikinci grupta ise 10 mikrolitre
serum fizyolojik emdirilmis gelfoam, miringotomiden hemen sonra, miringotomi
sonras! 12. saatte ve 24. saatte olmak Uzere U¢ kez her iki timpanik membrandaki
perforasyon Uzerine yerlestirilmigtir.

Uglincii  grupta, 10 mikrolitre (100 mg/ml) L-NAME emdirilmis gelfoam
miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve 24. saatte her iki
timpanik membrandaki perforasyon Gzerine yerlegtirilerek uygulanmistir. Dérdunci
grupta bulunan bes rata ise 10 mg/kg (5 mg/ml) dozundaki L-NAME miringotomiden
hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve 24. saatte intraperitoneal olarak
uygulanmisgtir.

Ondért gunlik iyilesme periyodu sonrasinda yapilan otomikroskopik
miringoskleroz  de@erlendirmesinin  ardindan, hayvanlar sakrifiye edilerek
histopatolojik inceleme amaciyla timpanik membranlari ¢ikariimistir. Yapilan
histopatolojik degerlendirmede, Hematoksilen-Eozin ve Von Gieson ile boyanan
kesitler 1sik mikroskopu altinda incelenerek inflamasyon skorlamasi, timpanik
membran kalinligi élgimi ve miringoskleroz skorlamasi yapilmigtir.

CGalisma sonunda hem topikal hem de intraperitoneal olarak uygulanan L-
NAME'nin, tedavisiz birakilan ve topikal serum fizyolojik uygulanan gruplarla
karsilastirildiginda, inflamasyonu baskiladidi, fibroblastik proliferasyonu azalttigi ve

miringoskleroz gelisimini dnledigi géralmdastar.

Anahtar kelimeler: N-Nitro L-Arjinin Metil Ester, Miringoskleroz, Nitrik oksit,

Timpanik membran, Miringotomi



2. SUMMARY

THE EFFECT OF N-NITRO L-ARGININE METHYL ESTER ON THE
DEVELOPMENT PROCESS OF EXPERIMENTALLY INDUCED
MYRINGOSCLEROSIS IN RAT TYMPANIC MEMBRANE

Ersoy Dogan, M.D.
Department of Otorhinolaryngology, Dokuz Eylul University Medical School

lzmir, Turkey

Myringosclerosis is a pathology characterized with hyalin degeneration of
collagenous structure and calcification in the lamina propria of tympanic membrane
that may occur after myringotomy or ventilation tube insertion for the treatment of
otitis media with effusion. Healing of the perforation and development of
myringosclerosis were completely explained in the experimental studies in which
tympanic membrane damage was created with myringotomy. Recently it has been
shown that the hyperoxic condition developing after a myringotomy because of the
increased Oz concentration in the middle ear to the environmental level caused
production of oxygen derived free radicals inducing tissue damage. Myringosclerosis
is the result of healing process with fibrosis and calcification seen after tissue
damage.

Clarification of the development of myringosclerosis is important to improve
effective treatment regimens against myringosclerosis formation. A lot of antioxidants
and antiinflammatory drugs have been tested in an effort to prevent myringosclerosis
in the previous studies.

N-Nitro L-Arginine Methyl Ester (L-NAME) is a widely-used substance which
has proven antiinflammatory, antioxidant and antifibrotic effects, shown in different
studies. Although the positive effects of L-NAME were shown in wound healing
process of different tissues, there has been no study examining the effects of L-
NAME in the healing of tympanic membrane perforation. In this study, the effects of
L-NAME which had been used topically and intraperitoneally were investigated for

tympanic membrane healing and development of myringosclerosis.



Twenty Wistar rats were used in our study. Rats with healthy tympanic
membranes proven with otomicroscopic examination underwent bilateral
myringotomies and were divided randomly into four groups, each including five rats.

The first group received no treatment. In the second group, 10 microliter saline
soaked gelfoams were applied on the perforation of both tympanic membranes three
times: immediately after myringotomy, in the12th hour and the 24th hour. In the third
group, 10 microliter (100 mg/ml) L-NAME soaked gelfoams were applied on the
perforation of both tympanic membranes three times: immediately after myringotomy,
in the 12th hour and 24th hour. In the fourth group, 10 mg/kg (5 mg/ml) L-NAME was
injected intraperitoneally three times: immediately after myringotomy, in the12th hour
and 24th hour.

After a fourteen-day healing period, rats were sacrificed following
otomicroscopic evaluation for myringosclerosis and tympanic membranes were
removed for histopathologic examination. Sections stained with Hematoxylin-Eosin
and Von Gieson were examined under light microscopy. While inflammation and
myringosclerosis were scored, the thickness of tympanic membranes was also
measured.

The present study showed that both topical and intraperitoneal applications of
L-NAME supressed inflammation, reduced fibroblastic proliferation and prevented

formation of myringosclerosis in contrast to untreated and only saline applied group.

Key words: N-Nitro L-Arginine Methyl Ester, Myringosclerosis, Nitric oxide,
Tympanic membrane, Myringotomy



3. GiRiS VE AMAC

Miringoskleroz, timpanik membran lamina propriasindaki kollajen yapinin hiyalin
dejenerasyonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir hastaliktir (1-6). Eftizyonlu otitis
media tedavisinde miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tlpU uygulamasini
takiben ortaya cikan bu durum cogunlukla asemptomatik olsa da, 6zellikle blyutk
sklerotik plaklarin olusmasi durumunda isitme kayiplarina neden olabilir (3,6).

Miringoskleroz etiyopatogenezini aciklamak amaciyla cesitli hipotezler 6ne
strulmis olmakla birlikte son yillarda Uzerinde en ¢ok durulan faktér timpanik
membranin kollajen tabakasinda meydana gelen asiri inflamatuar reaksiyon ve doku
hasaridir (4,7,8). Saglkh insanlarda ve hayvanlarda orta kulaktaki O
konsantrasyonu % 5-10 arasindadir. Eflzyonlu otitis media tedavisi sirasinda
miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tlpU uygulamasi sonucunda orta kulakta O
konsantrasyonu artmakta ve dis ortamdaki O, dlzeyine ulagsmaktadir. Yapilan
calismalarda orta kulaktaki hiperoksik ortamin SOR’un olusumuna neden oldugu, bu
durumun inflamatuar sireci hizlandirarak doku hasarina yol agtigi  gosterilmistir
(2,4,8-12). Bu nedenle, SOR’un saliniminin engellenmesi ve doku hasarini olusturan
inflamasyonun azaltilmasi  miringoskleroz gelisimini 6nlemede asil hedef haline
gelmigtir.

SOR, antioksidan 6zelligi olan bazi maddeler tarafindan etkisiz hale
getirilebilmektedir. Yapilan cesitli deneysel calismalarda E vitamini, askorbik asit,
selenyum, N-asetil sistein ve L-karnitin gibi antioksidan maddelerin kullaniimasi ile
miringoskleroz olusumunun 6nlenebilecedi gdsterilmistir (3,4,7,9).

Peroksinitrit, travma ve inflamasyon sirasinda dokuda dretimi artan toksik bir
serbest radikaldir. Peroksinitrit, sUperoksit ve nitrik oksit (NO) molekdllerinin
reaksiyona girmesi sonucunda olugsmaktadir. NO’nun sitotoksik etkilerinden asil
sorumlu olan serbest radikal peroksinitrittir (13-15). NO akut inflamasyon sirasinda
indtklenebilir nitrik oksit sentetaz (iINOS) enzimi tarafindan yUksek miktarlarda
sentezlenmektedir. Deneysel timpanoskleroz olusturulan ratlarin  timpanik
membranlarinda ve orta kulak mukozalarinda vyapilan immunohistokimyasal

incelemelerde INOS enzim ekspresyonunun dnemli él¢tide arttigr gésterilmistir (2).



INOS, NO sentezi sirasinda yari esansiyel bir aminoasit olan L-arjinini substrat
olarak kullanmaktadir. INOS enzimi igin uygun substrati azaltan L-arjinin analoglari
kullanilarak NO’nun asir tretimi azaltilabilir. Calismamizda bir L-arjinin anologu olan
N-Nitro L-Arjinin Metil Ester (N-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, N-5751
Sigma® Germany) kullaniimistir.

L-NAME otoloji alaninda yapilan deneysel calismalarda eflizyonlu otitis
mediayl 6nleme ve c¢esitli ajanlarin ototoksik etkilerinden korunma amaciyla
kullaniimistir (15-19). Bunun disinda akut inflamasyon ve yara iyilesme modellerinde
L-NAME kullanilarak NO sentezinin inhibe edilmesinin inflamasyonu, doku hasarini
ve kollajen depolanmasini azalttigi gésterilmistir (20-24). Fakat bircok dokudaki yara
iyilesmesinde olumlu etkileri gdsterilmis olan L-NAME’nin timpanik membran
perforasyonu iyilesmesi ve miringoskleroz gelisimi Gzerine olan etkilerini inceleyen bir
calisma bulunmamaktadir.

Yara iyilesme modellerinde yapilan analizlerde yara olusumu sonrasi iINOS
araciligiyla gerceklesen NO sentezinin ilk 24 saatte maksimum seviyeye ulastigi ve
maksimum iNOS inhibisyonunun ilk 24 saatte saglanabildigi gdsterilmistir (21,22).
Calismamizda L-NAME, akut inflamasyon fazindaki yiiksek NO Uretimini 6nlemeye
ybnelik olarak miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve 24.
saatte olmak Uzere G¢ kez uygulanmistir. Bu sekilde, miringotomi sonrasi iNOS
enzimi aracihdiyla gergeklesen asin inflamasyon ve doku hasarinin azaltilarak

miringoskleroz geligsiminin 6nlenmesi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Timpanik Membranin Yapisi

4.1.1 Anatomik Yapi

Orta kulagin lateral duvarinin biyutk bir kismini olusturan timpanik membran dis
kulak yolu ile orta kulagi birbirinden ayirir. Erigkin bir insanda timpanik membranin
ortalama kahnhgdi 0.1 mm, vertikal ¢capi 10-11 mm, horizontal ¢api ise 8-9 mm
civarindadir (25). Hafifce konkav olan dig yluzinin merkezi umbo olarak adlandirilir.
Umbo, malleus uzun kolunun timpanik membrana tutunma yerini isaret eder.

Timpanik membran, timpanomeatal halka da denilen sulkus timpanikus
icerisine oturur. Timpanomeatal halkanin agik olan Ust kismina Rivinus ¢entigi denilir.
Bu alani skuamdz kemigin skutum adi verilen pargasi doldurur. Timpanik membran
sulkus timpanikusa fibrokartilajin6z bir halka olan anulus fibrosus ile tespit edilmistir.
Bu fibrokartilajin6z halka Rivinus ¢entiginin oldugu yerde bulunmamaktadir.

Malleusun lateral prosesinden anulusa dogru uzanan anterior ve posterior
malleal plikalar timpanik membrani pars tensa (PT) ve pars flaksida (PF) olmak Gzere
iki ayri pargaya ayirir. Alt parcay! olugsturan PT zarin gergin ve asil titresen kismidir.
PT'nin orta kisminda manubrium mallei bulunur. Manubrium eksenine tam umbo
noktasindan c¢izilen dik ¢izgi PT’yi dort sanal parcaya ayirir. Bunlar 6n-ust, 6n-alt,
arka-Ust ve arka-alt pargalardir. Rivinus ¢entigini dolduran Ust parcaya ise PF ya da
Shrapnell membrani denilir. PF, PT’ye gbre daha gevsek bir yapiya sahiptir.

Rat ve insan timpanik membranlari benzer anatomik 6zelliklere sahip olmakla
birlikte birtakim farkliliklar géstermektedirler (26):

1. Ratlardaki PF insanlara oranla daha genis bir alana sahiptir. Ratlarda PF, PT'nin
yaklasik Ugte biri kadarken insanda ise yirmide biri kadardir.

2. Rat timpanik membraninda malleusun kisa prosesi posterioru gdstermekte iken
insanda anterioru isaret eder.

3. Ratlarda manubrium mallei yukaridan asagiya kavislenerek uzanir. insanlarda ise

manubrium mallei yukaridan asagiya uzanirken énden arkaya dogru yénelmektedir.



4. Rat timpanik membraninin antero-posterior ¢api 2.2-2.4 mm iken, insaninki 9-10

mm civarindadir.

RAT INSAN
, PF
C 53
ANT
ANT
POST POST

Sekil 1. Rat ve insan timpanik membranlarinin sematik kargilastirlmasi (PF: Pars
flaksida, PT: Pars tensa, ANT: Anterior, POST: Posterior)

Resim 1. Sag rat timpanik membraninin medial yiizden gérinimu (PF: Pars flaksida,
PT: Pars tensa, ANT: anterior, POST: posterior)



4.1.2 Histolojik Yapi

Timpanik membran histolojik olarak dista epitel, ortada fibréz ve igte mukoza
tabakasindan olusan G¢ katli bir yapidir. En digta bulunan epitel tabakasini, dig kulak
yolu cildi ile devamlilik gbésteren cok katli yassi epitel hicreleri olugturmaktadir. En
icte bulunan epitel tabakasini ise orta kulak mukozasi ile devamlilik gdsteren tek katli
epitel hicreleri olugturmaktadir. iki epitel tabakasi arasinda yerlesmis olan fibroz
tabakaya lamina propria da denilmektedir. Lamina propria timpanik membranin PT ve
PF kisimlarinda histolojik farkhliklar géstermektedir. PT’de bulunan orta fibrdz tabaka
dista radial ve igte sirkller seyirli kollajen liflerden olugsmaktadir. Radial ve sirkiler
lifler orta fibréz tabakayl subepitelyal ve submukozal katlara ayirir. Bu katlarda
fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve sinirler bulunmaktadir.

PF’nin orta fibr6z tabakasini ise herhangi bir dizenlemeden yoksun, gevsek bir
sekilde yerlesmis olan kollajen ve elastin lifler olusturmaktadir. PF’nin lamina
propriasi PT’den daha kalin ve daha az organize olmasiyla ayrilir. PT lamina
propriasi PF’ye oranla daha ince olmasina ragmen daha sert, elastik ve dayanikl bir
yaplya sahiptir (25,27).

Yapilan calismalarda rat ve insan timpanik membranlarinin benzer histolojik
yaplya sahip olduklari goésterilmigtir (27,28). Lamina propriay! olusturan radial ve
sirkuler liflerin dizilim paternindeki benzerlik dikkat cekmektedir. Bu nedenle timpanik

membran Gzerine yapilan deneysel ¢alismalarda siklikla rat tercih edilmektedir.



4.2, Timpanik Membranda Yara lyilesmesi ve Miringoskleroz Olusumu

Cesitli nedenlerle meydana gelen akut timpanik membran perforasyonlarinin
blydk bir kismi kendiliginden iyilesir. Timpanik membranda gorilen bu gugli kendi
kendine iyilesme yetenegi, sahip oldugu epitelyal yapinin proliferasyon ve migrasyon
aktivitesine baglanmaktadir (29).

Yapilan cesitli calismalarda akut travmatik timpanik membran perforasyonu
sonrasl olusan spontan tamir asamalari ayrintilariyla ortaya konmustur (30-33).
Perforasyon kapanmasindaki en énemli rol, distaki epitel tabakanin sahip oldugu
proliferasyon ve migrasyon yetenegine aittir. Perforasyondan sonraki ilk iki gin
icerisinde, rezidUel timpanik membranin digtaki epitel katinda yogun bir proliferasyon
baslamaktadir.

Wang ve ark. (34) rat timpanik membranindaki perforasyon iyilesme surecinin,
anulus ve manubrium mallei yakinindaki epitelde goérilen mitotik aktivite ve
proliferasyonla  basladigini  gostermislerdir.  Erken  dbénemdeki  epitelyal
proliferasyonun perforasyon kenarlarinda degil de perforasyon alanindan uzak olan
anulus ve manubrium mallei civarinda baslamasi, Wang ve ark.’nin (34)
¢alismalarinda ortaya koyduklar énemli bir noktadir. Periferde prolifere olan epitel
hicreleri, perforasyon alaninda biriken keratinin kilavuzlugunda perforasyon
merkezine dogru ilerleyerek perforasyonu kapatirlar. Mukozal epitel tabakasi ise
perforasyon kapanma sirecinde minimal éneme sahiptir (29,31).

Yara iyilesme sureci inflamasyon, proliferasyon ve remodelasyon olarak
adlandirllan i¢ ice gegmis U¢ fazdan olusmaktadir (35). Hasar olusur olugsmaz
trombositler yara bdlgesine g6é¢ eder ve trombls olusur. Daha sonra olusan
vazokonstriiksiyonla hemostaz saglanir. Takiben inflamasyon fazi baglar. Hasar
bdlgesine migrasyon gdsteren makrofajlar ve polimorfonikleer I6kositlerden salinan
sitokinler, vaskuler gegirgenligin artmasina ve édem olusumuna neden olurlar.

Timpanik membrandaki yara iyilesme slrecinde gorilen hemostaz ve
inflamasyon fazlari diger dokularla ayni olmasina ragmen, proliferasyon ve
migrasyon fazlari tamamen farklidir. Diger dokulardaki yara iyilesme slrecinde
epitelizasyondan daha énce granidlasyon dokusu olusur. Grantlasyon dokusu, hasar

sonucu olusan defekti kapatarak Uzerindeki epitelin ilerlemesi icin yatak olusturur.



Granilasyon dokusunun canl bir epitel ile értilmesinin ardindan remodelasyon fazi
baglar ve bu faz grantlasyon dokusunun matir skar dokusuna déntsumiyle
sonuglanir.

Timpanik membranda ise 6ncelikle prolifere olan epitel tarafindan perforasyon
kapatilir. Fibréz tabakanin olusumu ise epitelizasyonu takiben ortaya ¢ikar. Olusan
fibr6z tabakanin remodelasyonu sonucunda perforasyon alaninda daha ince bir zar
yapisi olusur. Bunun yaninda perforasyon alanindan uzak olan saglam alanlarda ise
timpanik membran kalinhginin artmis oldugu gérilmektedir (32,36). inflamasyondan
sonra olusan fibroblastik aktivasyon ve kollajen sentezi, bu alanlarda timpanik
membran kalinhdinin artmasina neden olmaktadir.

Miringoskleroz, timpanik membrandaki yara iyilesme slrecinin farkl
dénemlerinde ortaya ¢ikabilen geri déntsimsiz bir durumdur. Yapilan ¢calismalarda
perforasyon sonrasi dokuzuncu saatten itibaren miringosklerozun goériimeye
basladigi bildirilmistir (37). Perforasyon sonrasi baslayan inflamatuar slrecin
dokuzuncu saat gibi erken doneminde gd6zlenen major histolojik bulgusu, kollajen
tabakadaki yogun makrofaj infiltrasyonudur. Bu nedenle artmis makrofaj infiltrasyonu
ile  miringoskleroz gelisimi arasinda vyakin iligki oldugu dustntimektedir.
inflamasyonun erken déneminde aktive olan makrofajlardan salinan NO ve diger
mediatorlerin neden oldugu doku hasarinin iyilesmesi fibrozis ile sonuglanmaktadir.
Artmis fibroblastik aktivite ve kollajen sentezi hiyalinizasyona neden olmakta,
hiyalinize alanlarin kalsifikasyonu sonucunda da miringoskleroz olugmaktadir.

Santos ve ark. (38) miringoskleroz olugsumu ile sonuglanan inflamatuar sireci
eksudasyon, granulasyon, fibrozis, hiyalinizasyon ve kalsifikasyon olmak Uzere beg
faza ayirarak incelemigler, hiyalinizasyon ve/veya kalsifikasyonun goéralmesini
miringoskleroz olarak nitelemislerdir. Hicreden fakir bir zeminde birikmis kollajen
plaklarin olusturdugu hiyalinizasyon ve hiyalinize kollajen matriks Uzerinde olusan

kalsifikasyon bu slrecin geri déntsimsiz fazlandir.



4.3. Nitrik Oksit ve Peroksinitrit

NO, vicuttaki hem fizyolojik hem de patofizyolojik slreclerde rol oynayan
6nemli bir serbest radikaldir. Vaskiler tonusun dizenlenmesi, kan basinci ve bdbrek
fonksiyonlarinin kontrol edilmesi, néral iletinin saglanmasi gibi fizyolojik olaylarda
dlzenleyici roll vardir. Fizyolojik olaylarda mediatdr gérevi yapan NO, surekli kontrol
altinda ve belirli konsantrasyonlarda (Uretilmektedir. inflamasyon gibi patolojik
streclerde ise kontrolstiiz sekilde ve ylksek miktarlarda sentezlenebilir. DUsuk
konsantrasyonlarda ve oksijen yoklugunda stabil olan NO’nun yarilanma émrl ¢ok
kisadir (6-20 saniye) ve hizla inaktif metabolitleri olan nitrat (NO3’) ve nitrite (NOy)
déndstardaldr (39). Yuksek konsantrasyondaki NO ise ortamda bulunan O, ve SOR ile
reaksiyona girerek hiicre hasari olusturucu etkiler gésterir.

NO sentezinden sorumlu olan NOS enzimi sinir hlcresi, vaskiler endotel,
trombosit, noétrofil ve makrofaj gibi birgcok farkll hicrede bulunmaktadir. NOS
enziminin; néral NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indlklenebilir NOS (iNOS)
olmak Uzere farkli lokalizasyon ve dizenlemeye sahip ¢ izoenzimi vardir (40,41).
Noral iletide fonksiyon géren nNOS ile vaskuler tonusun diizenlenmesinden sorumlu
olan eNOS’a yapisal NOS (cNOS) da denilmektedir. INOS ise normal fizyolojik
sartlarda bulunmazken, inflamasyon ve enfeksiyon sirasinda sitokinler ve
endotoksinler tarafindan indiklenerek yiiksek miktarlarda dretilir. inflamasyon
sirasinda ortaya ¢ikan iNOS, eNOS ve nNOS’tan yaklasik 1000 kat daha fazla NO
Uretmektedir (16,41). Yapilan calismalarda IL-6 (interlékin-6), TNF-a (Tmor Nekroz
Faktoér-Alfa) ve IF-y (interferon-gama) gibi proinflamatuar sitokinlerin iINOS’u
indtkleyerek NO dretimini artirdiklar gésterilmigtir (12, 42,43).

Bakteri inoklUlasyonu sonrasi akut otitis media olusturulan rat timpanik
membranlarindaki inflamatuar hicre ve mediatérlerin  incelendigi bir ¢alismada,
INOS ekspresyonunun inflamasyonun erken ddnemlerinde maksimum seviyeye
ulastigl, ge¢ ddnemlerinde ise giderek azaldigi gdsterilmistir (44). Makrofaj
infiltrasyonu ile iINOS ekspresyonunun ayni zaman arahdinda maksimum dlzeye
¢ikmasi, akut inflamasyon sirasindaki iINOS sentezinin baslica makrofajlar tarafindan
yapildigini  disindlUrmektedir. Bakteri endotoksinlerinin  ve c¢esitli  sitokinlerin

uyarisina sekonder olarak makrofaj aktivasyonu olmakta ve aktive olan makrofajlar



tarafindan eksprese edilen iINOS vasitasiyla ylksek miktarda NO (retimi
yapiimaktadir. iINOS ekspresyonu icin birka¢c saate ihtiyag vardir. Endotoksinle
uyarilan makrofajlarda iki saat sonra iINOS mRNA, doért saat sonra iINOS proteini
meydana gelmektedir.

iINOS yari esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’i substrat olarak kullanmakta ve
sonucta NO ve L-sitrlin olugsmaktadir. NO’nun asir Uretimini azaltmanin en uygun

yolu, NOS enzimi i¢in uygun substrati azaltan L-arjinin analoglari kullanmaktir.

NOS
L-Arjinin + NADPH + H - NO + L-Sitrulin + NADP

Yiksek miktarlarda dretilen NO, inflamasyon ve normalden yiksek parsiyel O

basinci varliginda ortaya cikan stperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitriti

olusturur.
Oy + NO —- ONOO
(sUperoksit) (nitrik oksit) (peroksinitrit)

NO’nun zararli etkilerinden peroksinitrit sorumludur. (14,43-46) Peroksinitritin
toksik etki potansiyeli NO ve sUperoksite oranla daha fazladir (47). Peroksinitrit
patojenlere karsi gosterdigi sitotoksik etkiyle viicut savunmasinda énemli bir fizyolojik
rol Ustlenir (42,47). Bunun yaninda, yidksek miktarlarda ve kontrolstz Gretilmesi
durumunda organizmanin kendi hicrelerinde de hasar olusturabilir (14,43).
Peroksinitritin - htcre hasari olusturucu etkisi hidcre membranlarindaki lipid
peroksidasyonunu baslatmasiyla ortaya cikar. Hicrelerin lipid, protein, enzim, DNA
ve mitokondri gibi 6nemli yapilarina etki ederek hicre dlumlerine yol acar (43,47).
Birgok kronik hastaligin ortaya c¢ikmasinda NO ve peroksinitrit araciligiyla

gerceklesen uzamis inflamatuar cevabin rol oynadigi distnilmektedir (48,49).



4.4 N-Nitro L-Arjinin Metil Ester (L-NAME)

L-arjinin analogu olan L-NAME, nonspesifik bir NOS inhibitéridir. NOS
enziminin U¢ formunu da inhibe etmekle birlikte, endotelyal ve néral NOS’a olan
afinitesi iINOS’a olan afinitesinden daha yuiksektir (40). L-NAME, NO sentezi igin
gerekli olan L-arjinin ile yarigsmaya girerek NOS enzimi igin uygun substrati azaltir ve
NO sentezini engeller. Bu nedenle, artmis NO dretiminin sorumlu tutuldugu patolojik
sureclerin 6nlenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu amagcla kullanilan L-
NAME’nin sinir hlcresi, deri, akciger ve kas tendonu gibi dokulardaki antioksidan,
antiinflamatuar ve antifibrotik etkileri birgok ¢alismada gosterilmistir. Otoloji alaninda
yapilan calismalarda, artmis NO sentezinin suglandigi eflizyonlu otitis media ve
ototoksisite gibi patolojilerin  énlenmesinde L-NAME’nin  antiinflamatuar ve
antioksidan etkilerinden faydalaniimistir (15-19). Calismamiz miringotomi ile akut
hasar olusturulan rat timpanik membraninda, L-NAME’nin antiinflamatuar ve
antifibrotik  etkileriyle miringoskleroz olusumunu azaltabilecedi dustnulerek
planlanmigtir.

Timpanik membranda yara iyilesmesi ve miringoskleroz gelisim sUrecini
inceledigimizde, NO’nun direkt rol aldigi ¢ 6nemli nokta dikkati gekmektedir. L-
NAME’'nin bu (¢ noktaya etki ederek miringoskleroz gelisimini azaltabilecegini
distunmekteyiz:

1. Makrofajlar tarafindan dretilen NO’nun indikledigi inflamatuar cevabin azaltilarak
doku hasarinin hafifletiimesi.

2. Doku hasarinin iyilesmesi sirasinda olusan fibroblastik aktivitenin azaltilarak
fibrozisin ve hiyalinizasyonun engellenmesi.

3. Hiyalinize kollajen matrikste olusan kalsifikasyonun énlenmesi.



5. GEREC VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Deney Hayvani Arastirmalar
Etik Kurulu onayr (05.10.07 tarih ve 94 sayil yazi) alindiktan sonra DEUTF
Multidisipliner Laboratuvari’nda dretilmis olan ve agirhklan 250-300 gr arasinda
degisen Wistar ratlar calismaya alindi.

5.1 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 otomikroskopik
bakida bilateral normal timpanik membrana sahip oldugu goérilen 20 adet rat
calismaya dahil edildi. Otomikroskopik géris altinda, kulak spekulumu ve steril pik
(EM-2056, Omiir Cerrahi Aletler, Antalya, Tirkiye) kullanilarak her iki timpanik
membranin arka dst kadranina 1 mm ¢apinda standart miringotomi yapilan ratlar her

grupta bes hayvan olacak sekilde rastgele dort gruba ayrildi (Resim 2).

Resim 2. Otomikroskopik baki altinda yapilan miringotomi



5.2. Calisma Gruplar

Bilateral timpanik membranlarinin arka st kadranina pik ile miringotomi yapilan

20 adet rat dort gruba ayrildi.

Grup Miringotomi (M) (n=10) : Bu gruptaki bes ratin toplam 10 kulak zarina,
tanimlanan standartlarda yapilan miringotomi sonrasi herhangi bir tedavi

uygulanmadi.

Grup Miringotomi + topikal serum fizyolojik (M+SF) (n=87) : Bu gruptaki bes ratin
toplam 10 kulagina miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve
24. saatte olmak Uzere U¢ kez 10 mikrolitre serum fizyolojik emdirilmis gelfoam
(Stypro® Haemostypticum, Kleinostheim, Germany), perforasyon Uzerine gelecek
sekilde yerlestirildi.

2 Ondordiinct giinde yapilan otomikroskopik bakida, bu gruba ait bir ratin her iki
timpanik membraninda enfeksiyon ile uyumlu gOrinim izlendi. Mikroskopik
diseksiyonla bullalarin agilmasi sirasinda her iki bulla igerisinde yogun eflizyon
oldugu goéruldi. Hazirlanan bu iki spesmenin histopatolojik incelemesinde yogun
polimorfonukleer I6kosit infiltrasyonu ve fibrin birikimi gérllmesi Gzerine, enfekte

olduklari kabul edilerek her iki timpanik membran da ¢alisma digi birakildi.

Grup Miringotomi + topikal L-NAME (M+tpk L-NAME) (n=10) : Bu gruptaki bes
ratin toplam 10 kulagina, miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12.
saatte ve 24. saatte olmak Uzere U¢ kez 10 mikrolitre (100 mg/ml) L-NAME
emdirilmis gelfoam, perforasyon lzerine gelecek sekilde yerlestirildi.

Grup Miringotomi + intraperitoneal L-NAME (M+iP L-NAME) (n=10) : Bu gruptaki
bilateral miringotomi yapilan bes rata miringotomiden hemen sonra, miringotomi
sonrasl 12. saatte ve 24. saatte olmak Uzere U¢ kez 10 mg/kg (5 mg/ml) L-NAME
intraperitoneal olarak verildi.



Miringotomi sonrasinda hayvanlar 14 gunlik iyilesme periyoduna birakildilar.
Standart laboratuvar kosullarinda pelet yemler ile beslenen hayvanlarda su ve
beslenme serbest birakildi. L-NAME diginda herhangi bir kemoproflaksi uygulanmadi.

Galismanin 14. giininde otomikroskopik olarak miringoskleroz degerlendirmesi
yapildi. Buna gb6re; otomikroskopik bakida go6rinir sklerotik lezyon yoksa (0),
yalnizca malleus koluna komsu yerlesimli sklerotik lezyon varsa (+), malleus koluna
komsu sklerotik lezyonlarla birlikte 6n Gst kadranda da sklerotik lezyon varsa (++),
malleus kolundan anulusa ulasan ve anulus boyunca uzanan genis sklerotik lezyonlar

varsa (+++) olacak sekilde skorlandi (7).

Posterior

Anterior Posterior Anterior Posterior Anterior

(+) miringoskleroz (++) miringoskleroz (+++) miringoskleroz

Sekil 2. Otomikroskopik miringoskleroz degerlendirme semasi

Otomikroskopik degerlendirme yapildiktan sonra hayvanlar ylksek doz
intraperitoneal pentotal (Pental® Sodyum, i. E. Ulagay Ilag Sanayi, istanbul, Tirkiye)
(80 mg/kg) enjeksiyonunu takiben dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi ratlarin bullalari
cikarildi. Gikarilmis olan bullalar agildiktan sonra timpanik membranlar direkt goérus
altina alindi. Mikroskopik gorts altinda diseke edilen timpanik membranlar kendilerini

cevreleyen kemik anulus ve 1-2 mm dis kulak yolu ile birlikte ¢ikarildi (Resim 3).
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Resim 3. Histopatolojik inceleme igin hazirlanan timpanik membran

5.3 Histopatolojik inceleme

Calismanin histopatolojik hazirlik ve degerlendirme islemleri DEUTF Patoloji
Anabilim Dal’'nda yapildi. Tdm histopatolojik degerlendirmeler, hangi calisma
grubuna hangi tedavinin uygulandigini bilmeyen, ayni patolog tarafindan yapildi.

Her iki kulaktan hazirlanan spesmenler %10’luk formaldehit soliisyonuna
koyularak histopatolojik inceleme icin ayrildi. Formol fiksasyonu sonrasi,
dekalsifikasyon amaciyla dokuz saat formik asitte tutulan spesmenler mikroskopik
gbrus altinda manubrium mallei'ye dik dogrultuda, miringotomi alanindan gegecek
sekilde ikiye ayrildi. Her iki par¢a kesit ylzli Uzerine yatirilarak parafin bloklari
hazirlandi. Alinan bes mikrometre kalinhdindaki kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E)
ve Von Gieson (VG) ile boyanarak isik mikroskobunda incelendi (Resim 4-7).
Timpanik membranin kollajen tabakasindaki sklerotik degisimlerin degerlendiriimesi
VG boyal kesitlerden alinan gérintiler ile yapildi.



Timpanik membran lamina propriasinda go6zlenen inflamasyon 0-3 puan
arasinda bir deger verilerek semikantitatif olarak skorlandi. (inflamasyon yok: 0, hafif
inflamasyon: 1, orta derecede inflamasyon: 2, siddetli inflamasyon: 3)

Timpanik membran total kalinliginin élcima igin H&E boyali kesitlerden elde
edilen mikroskopik géruntiler bir kamera (Olympus BX50, Olympus Optical Co,
Tokyo, Japan) ile bilgisayara aktarildi. Kullanilan blayUtmeye goére kalibre edilerek,
timpanik membran kalinlklari mikrometre cinsinden 10 alanda olcildi ve bu
Olgiimlerin ortalamalari timpanik membran kalinhidi olarak kabul edildi.

VG boyall kesitlerden elde edilen gdruntiler kullanilarak timpanik membran
lamina propriasindaki sklerotik lezyonlarin degerlendirmesi yapildi. Bulgular 0-2
puan arasinda bir deg@er verilerek semikantitatif olarak skorlandi. (Miringoskleroz yok:
0, lamina propriada ayri ayri yerlesmis seyrek sklerotik lezyon: 1, bir arada bulunan

genis sklerotik lezyon: 2)



Resim 4. M grubundan érnek kesit. Ok ile isaretli timpanik membranda belirgin
kalinlagsma izleniyor. Lamina propriada yodun inflamasyon ve skleroz geligimi
mevcut (DKY: dis kulak yolu).

DKY

Resim 5. M+SF grubundan 6rnek kesit. Artmis timpanik membran kalinhgi
dikkat cekiyor. isaretli alanda, lamina propriadaki yogun inflamasyon ve
hiyalinizasyon gosterilmektedir (DKY: dis kulak yolu).



Resim 6. M+tpk L-NAME grubundan érnek kesit. Ok ile isaretlenen timpanik
membranda fibroblastik proliferasyonun ve sklerotik degisimlerin olmadigi,
timpanik membranin M ve M+SF gruplarina gére daha ince oldugu
go6rulmektedir (DKY: dis kulak yolu).

Resim 7. M+IP L-NAME grubundan érnek kesit. M ve M+SF grubuna gére
timpanik membran kalinliginin belirgin olarak daha az oldugu gérilmektedir
(DKY: dig kulak yolu).



5.4 istatistiksel Analiz

Otomikroskopik miringoskleroz ve lamina propriada 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-agir (skoru 2 ve 3 olanlar) olmak Gzere iki gruba ayrildi. Histopatolojik
miringoskleroz sonuglari ise yok-seyrek (skoru 0 ve 1 olanlar) ve genis (skoru 2
olanlar) olmak Uzere iki gruba aynldi. Gruplar arasindaki farkliligi test etmek igin
Fischer’s Exact Test kullanild.

Timpanik membran ortalama kalinlik degerleri ise ikili gruplar arasinda Mann-
Whitney U testi kullanilarak test edildi. Kullanilan tim analizlerde pr10.05 degeri
istatistiksel anlamli kabul edildi.



6. BULGULAR
6.1 Otomikroskopik Degerlendirme
Elde edilen bulgular Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Otomikroskopik dederlendirmeye gére miringoskleroz bulgular
Miringoskleroz

Grup MS yok  Hafif MS Orta MS Siddetli MS
Sayi (0) (+) (++) (+++)

M 10 0 2 4 4

M+SF 8 1 1 3 3

M+tpk L-NAME 10 6 2 2 0

M+iP L-NAME 10 5 2 2 1

(M: miringotomi, MS: miringoskleroz, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal
IP: intraperitoneal, L-NAME: N-Nitro L-Arjinin Metil Ester)

Otomikroskopik miringoskleroz skorlar degerlendirilirken gruplar arasinda
Fischer’'s Exact Test ile istatistiksel analiz yapilabilmesi i¢in sonuglar yok-hafif (skoru

0 ve 1 olanlar) ve orta-agir (skoru 2 ve 3 olanlar) olmak Uzere iki gruba ayrildi.

Tablo 2. Gruplandiriimis otomikroskopik miringoskleroz bulgulari

Otomikroskopik Miringoskleroz
Yok / Hafif Orta / Siddetli Toplam
0/(+) (+4) / (+++)
GRUP Sayi % Sayi % Say! %
M 2 20.0 8 80.0 10 100.0
M+SF 2 25.0 6 75.0 8 100.0
M+tpk L-NAME 8 80.0 2 20.0 10 100.0
M+iP L-NAME 7 70.0 3 30.0 10 100.0

(M: miringotomi, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal, IP: intraperitoneal, L-NAME: N-
Nitro L-Arjinin Metil Ester)



Miringotomi sonrasi tedavi verilmeyen M grubundaki orta-siddetli miringoskleroz
orani % 80 iken, miringotomi sonrasi topikal serum fizyolojik uygulanan M+SF
grubundaki orta-siddetli miringoskleroz orani % 75 olarak bulundu.

L-NAME ile tedavi edilen gruplara baktigimizda, topikal L-NAME uygulanan
M+tpk L-NAME grubundaki orta-siddetli miringoskleroz orani % 20, intraperitoneal L-
NAME uygulanan M+iP L-NAME grubundaki orta-siddetli miringoskleroz orani ise %
30 olarak bulundu.

Otomikroskopik  miringoskleroz ~ agisindan  istatistiksel ~ degerlendirme
yapildidinda, tedavi verilmeyen M grubu ile serum fizyolojik uygulanan M+SF grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik bulunmadi (p=1.00).

Otomikroskopik miringosklerozun, topikal L-NAME uygulanan M+tpk L-NAME
grubunda tedavisiz birakilan M grubuna gére istatistiksel olarak anlamli dizeyde
azaldigi tespit edildi (p=0.02). M+tpk L-NAME grubu ile M+SF grubu
karsilastirildiginda ise istatistiksel anlamliliga yakin olmakla birlikte p degerinin
0.05’'in hemen (zerinde kaldigi gorildi (p=0.054) ve bu sonuc¢ denek sayisinin
azligina baglandi.

M+tpk L-NAME ve M+iP L-NAME gruplari arasinda ise otomikroskopik

miringoskleroz agisindan anlamli farkhlik bulunmadi (p=1.00).



Resim 8. M grubuna ait bir timpanik membran.
Ok ile isaretli perforasyon alaninin kalin bir zar
yapis! ile kapandigi géraltyor. Diger alanlarda yaygin

skleroz izleniyor.

Resim 9. M+SF grubuna ait bir timpanik membran.
Artmis timpanik membran kalnhig ile birlikte tim

kadranlarda yaygin skleroz mevcut.

Resim 10. M+iP L-NAME grubuna ait bir timpanik
membran.

Umbo cevresinde az miktarda sklerotik lezyon
izleniyor. Diger alanlarda sklerozun olmadigi, zarin

seffaf ve ince yapisini korudugu gézleniyor.

Resim 11. M+tpk L-NAME grubuna ait bir timpanik
membran.

isaretli olan arka-(ist kadrandaki miringotomi alaninin
daha ince bir zar yapisi ile kapandidi gorultyor. Diger
alanlarda ise sklerotik lezyon icermeyen seffaf ve ince

g6runum dikkat ¢ekiyor.




6.2 Histopatolojik Degerlendirme

Tablo 3. Calismadaki tim histopatolojik verilerin d6kimu

Grup Grup Grup Grup
Miringotomi Miringotomi Miringotomi Miringotomi
Topilzal SF Topikal +L-NAME IP L-+NAME
iS | TMK | MS iS | TMK | MS iS | TMK | MS iS | TMK | MS
1 2 63 2 3 94 2 0 14 0 1 25 1
2 1 40 1 2 80 2 1 10 0 1 32 1
3 2 | 85 2 2 66 2 0 59 1 0 11 0
4 2 | 91 2 2 60 2 1 15 0 0 12 1
5 3 | 154 2 1 43 0 0 12 0 1 48 1
6 2 | 60 1 2 72 2 0 12 0 1 25 0
7 2 | 107 2 1 63 1 2 70 2 0 18 0
8 2 | 73 2 0 25 0 0 12 0 1 63 2
9 1 56 2 0 14 0 0 13 0
10 | 1 50 1 0 62 1 0 8 0

(iS: inflamasyon skoru, TMK: timpanik membran kalinigi, MS: miringoskleroz skoru)




6.2.1 Lamina Propriada inflamasyon

Elde edilen bulgular Tablo 4’te sunulmustur. Lamina propria inflamasyon
skorlari degerlendirilirken gruplar arasinda Fischer's Exact Test ile istatistiksel analiz
yapilabilmesi i¢in sonuglar yok-hafif (skoru 0 ve 1 olanlar) ve orta-agir (skoru 2 ve 3
olanlar) olmak Gzere iki gruba ayriimistir.

Miringotomi yapildiktan sonra tedavisiz birakilan M grubundaki U¢ olguda hafif,
alti olguda orta ve bir olguda siddetli inflamasyon tespit edilmistir. Miringotomi sonrasi
topikal serum fizyolojik uygulanan M+SF grubundaki sekiz olgunun birinde
inflamasyon izlenmezken ikisinde hafif, dérdiinde orta ve bir tanesinde siddetli
inflamasyon tespit edilmistir.

L-NAME ile tedavi edilen gruplara baktigimizda, topikal L-NAME uygulanan
M+tpk L-NAME grubundaki yedi olguda inflamasyon gértlmezken iki olguda hafif, bir
olguda ise orta inflamasyon saptanmistir. intraperitoneal L-NAME uygulanan M+iP L-
NAME grubundaki olgularin besinde inflamasyon gdérilmezken geriye kalan bes

tanesinde ise hafif inflamasyon tespit edilmigtir.

Tablo 4. Lamina propriadaki inflamasyon siddetinin gruplardaki dagilimi

Lamina propriada inflamasyon
Yok / Hafif Orta / Siddetli Toplam
GRUP Sayi % Sayi % Sayi %
M 3 30.0 7 70 10 100.0
M+SF 3 37.5 5 62.5 8 100.0
M+tpk L-NAME 9 90.0 1 10 10 100.0
M+IP L-NAME 10 100.0 0 0.0 10 100.0

(M: miringotomi, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal, IP: intraperitoneal, L-NAME: N-
Nitro L-Arjinin Metil Ester)



Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; topikal L-NAME uygulanan M+tpk L-
NAME grubundaki inflamasyon siddetinin hem M hem de M+SF grubuna gbre
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi géraldi (p=0.02 ve p=0.04).

intraperitoneal L-NAME uygulanan M+IP L-NAME grubunda da benzer sonuglar
alindi. IP L-NAME’nin inflamasyonu, tedavisiz birakilan ve topikal SF uygulanan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi gortldi (p=0.003 ve
p=0.007).

Topikal L-NAME uygulanan M+tpk L-NAME grubu ile intraperitoneal L-NAME
uygulanan M+iP L-NAME gruplari arasinda ise inflamasyon siddeti agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=1.00).



6.2.2 Timpanik Membranin Kalinligi (mikrometre)

Gruplardaki timpanik membran kalinigr élgiimlerinin ortalamalari ve standart
sapmalari Tablo 5’te verilmigtir. Timpanik membran total kalinhiginin 6lgimu igin H&E
boyall kesitlerden elde edilen mikroskopik gdruntiler bir kamera (Olympus BX50,
Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) ile bilgisayara aktarldi. Kullanilan buyitmeye
gbre kalibre edilerek mikrometre cinsinden 10 alanda 6l¢uldi ve bu 6élgimlerin
ortalamalari timpanik membran kalinligi olarak kabul edildi.

kili gruplar arasindaki timpanik membran kalinh§i ortalamalarinin farkliigini
incelemek icin Mann-Whitney U testi kullanild.

M grubu ile M+SF grubu arasinda, hesaplanan timpanik membran kalinhgi
ortalamalari kargilastirildiginda anlamli farklihk bulunmadi (p=0.534). M+tpk L-NAME
grubunda élgilen timpanik membran kalinhginin M grubu ve M+SF grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede daha az oldugu belirlendi (p=0.004 ve p=0.008).

M+iP L-NAME grubunda hesaplanan ortalama timpanik membran kalinligi, hem
M hem de M+SF grubuna goére istatistiksel olarak anlamli derecede daha az bulundu
(p=0.001 ve p=0.004).

M+tpk L-NAME ve M+iP L-NAME gruplari arasinda yapilan kargilastirmada ise

ortalama timpanik membran kalinligi agisindan anlaml farkhlik bulunmadi (p=0.909).

Tablo 5. Gruplardaki total timpanik membran kalinligi ortalamalari

GRUP Ortalama (mikrometre) Standart sapma
M 77.9 33.5
M+SF 62.8 213
M+tpk L-NAME 28.0 24.7
M+iP L-NAME 25.5 17.8

(M: miringotomi, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal, iP: intraperitoneal, L-NAME: N-
Nitro L-Arjinin Metil Ester



6.2.3 Miringoskleroz

Elde edilen bulgular Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. Histopatolojik incelemeye g6re miringoskleroz bulgular

Miringoskleroz

Grup MS yok Seyrek MS Genis MS
Sayi (0) (+) (++)
M 10 0 3 7
M+SF 8 2 1 5
M+tpk L-NAME 10 7 2 1
M+iP L-NAME 10 5 4 1

(M:  miringotomi, MS: miringoskleroz, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal
IP: intraperitoneal, L-NAME: N-Nitro L-Arjinin Metil Ester)

Histopatolojik miringoskleroz skorlari degerlendirilirken gruplar arasinda
Fischer's Exact Test ile istatistiksel analiz yapilabilmesi icin sonuglar yok-seyrek

(skoru 0 ve 1 olanlar) ve genis (skoru 2 olanlar) olmak tzere iki gruba ayrilmistir.

Tablo 7. Gruplandiriimis histopatolojik miringoskleroz bulgulari

Histopatolojik Miringoskleroz
Yok / Seyrek Genis Toplam
0/(+) (++)
GRUP Sayi % Sayi % Sayi %
M 3 30.0 7 70.0 10 100.0
M+SF 3 37.5 5 62.5 8 100.0
M+tpk L-NAME 9 90.0 1 10.0 10 100.0
M+iP L-NAME 9 90.0 1 10.0 10 100.0

(M: miringotomi, SF: serum fizyolojik, tpk: topikal, IP: intraperitoneal, L-NAME: N-
Nitro L-Arjinin Metil Ester)



Miringotomi sonrasi tedavi verilmeyen M grubundaki 10 timpanik membranin
timinde miringoskleroz gelisirken, bunlardan yedisinde bir arada bulunan genis
sklerotik lezyonlar tespit edilmistir. Topikal serum fizyolojik uygulanan M+SF
grubunda ise sekiz timpanik membranin besinde bir arada bulunan genis sklerotik
lezyonlar géralmustar.

L-NAME ile tedavi edilen gruplara baktigimizda, topikal L-NAME uygulanan
M+tpk L-NAME grubundaki 10 timpanik membranin yedisinde histopatolojik
miringoskleroza rastlanmazken sadece birinde genis sklerotik lezyon tespit edilmigtir.
intraperitoneal L-NAME uygulanan M+IP L-NAME grubunda ise bes timpanik
membranda miringoskleroz saptanmazken dérdinde seyrek, birinde ise genis
sklerotik lezyon varhidi saptanmistir.

M ve M+SF gruplari arasinda histopatolojik miringoskleroz karsilastiriimasi
yapildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhligin bulunmadigi
gorulmuastir (p=1.00).

M+tpk L-NAME grubu ile M grubu arasinda yapilan histopatolojik miringoskleroz
kargilastirmasinda, M+tpk L-NAME grubunda miringosklerozun istatistiksel olarak
anlaml derecede azaldigi géralmustar (p=0.02).

M+tpk L-NAME grubu ile M+SF grubu arasinda vyapilan histopatolojik
miringoskleroz karsilastirmasinda, M+tpk L-NAME grubunda miringosklerozun M+SF
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml derecede azaldigi géralmustir (p=0.04).

M+iP L-NAME grubu ile M grubu arasinda yapilan histopatolojik miringoskleroz
karsilastirmasinda, M+iP L-NAME grubunda miringosklerozun istatistiksel olarak
anlaml derecede azaldigi géralmustar (p=0.02).

M+IP L-NAME grubu ile M+SF grubu arasinda vyapilan histopatolojik
miringoskleroz kargilagtirmasinda, M+iP L-NAME grubunda miringosklerozun M+SF
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goérulmustir (p=0.04).

Topikal L-NAME uygulanan M+tpk L-NAME grubu ile intraperitoneal L-NAME
uygulanan M+IP L-NAME gruplar arasinda ise histopatolojik miringoskleroz
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunmamistir (p=1.00).



7. TARTISMA

Miringoskleoz timpanik membran lamina propriasindaki kollajen yapinin
hiyalinizasyonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir durum olup sikhkla efizyonlu
otitis media tedavisinde miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tipl uygulamasini
takiben ortaya c¢ikar (1-6). Miringoskleroz otoskopik muayenede timpanik membran
Uzerinde yerlesmis degisken sekil ve boyutlardaki beyaz kalsifiye plaklar seklinde
goralar. Histolojik olarak incelendiginde ise sklerotik lezyonlarin lamina propriadaki
dlzensiz kollajen lifler arasinda yerlesmis olan kalsiyum fosfat icerikli mineralize
agregatlardan olustugu gorilmektedir (50,51). Ateroskleroz gibi lamina propriada
kalsifikasyonla seyreden hastaliklarin timpanoskleroz ile olan ultrastriktirel
benzerlikleri histopatolojik incelemelerle ortaya konmustur (52). Yapilan 1sik ve
elektron mikroskopu incelemelerinde her iki hastalikta gorilen ortak dzellikler, lamina
propriadaki kollajen fibrillerde artis, dizensiz yerlesimli kollajen lifler arasinda yogun
kalsifikasyon ve fibroblast hakimiyetidir. Artmis kollajen sentezi, hiyalinizasyon ve
kalsifikasyon sonucunda damar c¢eperi ve timpanik membranda olusan kalinlik artisi
dikkati cekmektedir.

insan kulaginda sklerotik plaklarin en sik yerlesim yeri timpanik membran
olmakla birlikte orta kulak mukozasi, kemikcik zincir, mastoid hdcreler ve i¢ kulak
yapilart da etkilenebilir. Timpanik membrandaki sinirli skleroz varligr ¢ogunlukla
asemptomatik seyretse de, timpanik membrani genis olarak tutan, kemikgik zinciri,
promontoriumu ve i¢ kulak yapilarini etkileyen sklerotik lezyonlar ileri isitme
kayiplarina yol agabilir (3,6,44,53). Bu sekilde ileri igitme kayiplarina yol acan
timpanosklerozlarda kesin tedavi saglamak oldukga gugtir (53,54). Yapilan cerrahi
tedavi sonrasi rekirrenslerin oldukga sik goértlmesi ve yUz gulduriclh sonuglarin
alinamamasi, arastirmacilarn tedaviden c¢ok timpanoskleroz olusumunu 6nlemeye
ybnelik caligmalar yapmaya yéneltmistir (12,54). Bu amagla yapilan birgok ¢calismada
timpanik membrandaki iyilesme ve miringoskleroz gelisim slregleri incelenmis,
miringoskleroz gelisimine neden olan faktorler arastirilarak cesitli tedavi segenekleri
denenmisgtir.

Miringoskleroz gelisim mekanizmasini agiklamaya yonelik ¢esitli hipotezler 6ne

strblmustar. Tos ve ark. (55) normal titresen timpanik membranda miringosklerozun



olusmadigini, ventilasyon tlpld uygulamasi sonrasi azalan timpanik membran
hareketinin, kollajen tabakada hiyalinizasyon ve kalsifikasyona zemin hazirladigini
savunmuslardir. Sklerotik lezyonlarin ¢ogunlukla zar hareketinin kisith oldugu
anulusa yakin periferal bélgelerde yerlestigini, zar hareketinin maksimum oldugu
santralde ise daha az bulundugunu bildirmiglerdir. Baska bir hipotez ise miringotomi
ve ventilasyon tlpU uygulamasi sirasinda olusan fazla miktardaki kanamanin ve orta
kulak sivisinin aspirasyonunun miringoskleroz gelisimine katkida bulundugunu ileri
strmektedir (56). Kanama sonrasinda timpanik membran lamina propriasinda biriken
serbest hemoglobinin irritan etkisinin miringoskleroz gelisim sirecini baglattig
distnudlmektedir. Slack ve ark. (57) lokal travma ve kanama faktérleri disinda,
ventilasyon tOpinin neden oldugu kitle artisinin ve miringotomi insizyonunun
yarattigi kan akimi degisikliklerinin miringoskleroz gelisimine katki yapan diger
faktorler oldugu goérastndedirler.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ise, SOR’un yaratmis oldugu geri dénisiimsiz
doku hasarinin miringoskleroz gelisiminde baslica neden oldugunu gdstermektedir
(3,4,7-9). Normalde % 5-10 arasinda degisen orta kulak O2 basinci, miringotomi
sonras! dis kulak yolundaki O, konsantrasyonuna g¢ikmakta ve orta kulakta géreceli
bir hiperoksik ortam olugsmaktadir. Olusan hiperoksik ortamin neden oldugu SOR
salinimi sonucunda yogun inflamasyon ve doku hasari meydana gelmektedir. Doku
hasarinin iyilesme sirecinde ortaya ¢ikan irreguler kollajen sentezi ve bunun Gzerine
eklenen kalsifikasyon miringoskleroza neden olmaktadir (6,8,13).

SOR antioksidan 6zelligi olan maddeler tarafindan etkisiz hale
getirilebilmektedir. Deneysel calismalarda E vitamini, askorbik asit, selenyum, N-
asetil sistein ve L-karnitin gibi antioksidan 6zelligi olan maddelerin uygulanmasi ile
miringoskleroz olusumunun &nlenebilecegi gbsterilmistir (3,4,7,9). Bu alanda yapilan
deneysel calismalara bakildiginda, miringoskleroz gelisimine neden olan strecin
timpanik membran arka-Ust kadranina yapilan miringotomi ile baglatildigi
g6rilmektedir. Bu calismalarda enfeksiyon olusturulmus ve/veya saglikli timpanik
membranlar kullanilabilmekle birlikte, saglikh timpanik membranlara yapilan
miringotomi daha ¢ok tercih edilmektedir. Biz ¢alismamizda, otomikroskopik bakida
saghkli gérunen timpanik membranlara arka-Ust kadrandan yaptigimiz miringotomi ile

miringoskleroz olusturmayi amagladik. Ondérdinci giinde yaptigimiz otomikroskopik



ve histopatolojik baki sonucunda, miringotomi sonrasi tedavisiz biraktigimiz timpanik
membranlarin hepsinde miringoskleroz gelistigini gérduk.

Mattsson ve ark. (58) vyaptiklari deneysel calismada akut oftitis media
olusturulan ve enfeksiyonun olmadidi kulaklarda ayri ayri yapilan miringotomin
miringoskleroz gelisimine olan katkisini incelemigler; her iki grupta esit dizeyde
miringoskleroz geligtigini gérmaslerdir. Bunun yaninda miringotomi yapilmadan
spontan iyilesmeye birakilan enfeksiyonlu timpanik membranlarda ise miringoskleroz
gelismedigini goérmuslerdir. Bu nedenle sadece enfeksiyona sekonder gelisen
inflamatuar slrecin miringoskleroz gelisimi igin yeterli bir neden olmadigi
disUnilmUstir. Yapilan miringotomi sonrasi orta kulakta olusan SOR’un yarattigi
doku hasarinin ve inflamasyonun miringoskleroz olusumunda asil neden oldugu
savunulmustur.

Hiperoksik ortamin miringoskleroz olusumuna katkisini arastirmak amaciyla
yapilan bagka bir c¢alismada miringotomi yapilan ratlar, farkh Oy
konsantrasyonlarinda  tutulmuslardir  (11). YUzde 40 gibi yiksek O
konsantrasyonunda tutulan ratlarda, normal atmosfer basincinda tutulanlara gére
daha yodun miringoskleroz gelistigi tespit edilmistir. Bu calisma, hiperoksik ortamda
salinan SOR’un yarattigi doku hasarinin miringoskleroz olusumuna neden olan en
6nemli fakt6r oldugunu savunmaktadir. Bu hipotezi destekleyen diger ¢calismada ise,
miringotomi yapildiktan sonra hiperoksik ortamda tutulan ratlara uygulanan
sUperoksit dismutaz ve deferoksamin gibi SOR tutucu maddelerin miringoskleroz
olusumunu 6nledigi gdsterilmistir (13). SUperoksit dismutaz ve deferoksamin,
serbest bir radikal olan sOperoksiti etkisiz hale getirmekte ve hulcreyi geri
dénisimsuz hasardan korumaktadir. Hiperoksik ortamda ortaya cikan stperoksit
radikalinin, akut inflamasyon sirasinda ylUksek miktarda sentezlenen NO ile
reaksiyona girmesi sonucunda ¢ok toksik bir serbest radikal olan peroksinitrit
olusmaktadir. NO’nun toksik etkilerinin ortaya ¢cikmasindan asil sorumlu olan ajan
peroksinitrittir. SUperoksit dismutaz ise sUperoksit radikalinin detoksifikasyonundan
sorumlu olan antioksidan bir enzimdir. Stperoksit dismutazin, siperoksit radikalini
ortamdan uzaklastirmasi sonucunda, NO’nun siperoksitle reaksiyona girmesi ve
peroksinitrit olusturmasi 6nlenir. Bu sekilde peroksinitritin doku hasari olusturucu

etkisinin 6nlne gecilmis olunur.



inflamasyon sirasinda ortaya cikan peroksinitritin yarattigi doku hasarinin
iyilesmesi fibrozis ile sonuclanmaktadir. Bu slregte timpanik membranin lamina
propriasinda fibroblastik aktivite artisi, irregller kollajen sentezi ve hiyalinizasyon
meydana gelmektedir. Hiyalinizasyon sonrasi olusan kalsifikasyonla birlikte sklerotik
plaklarin olusumu tamamlanmaktadir.

Biz, calismamizda peroksinitrit olusumunu L-NAME kullanarak 6nlemeyi tercih
ettik. Daha dnce pek ¢ok dokuda antiinflamatuar, antioksidan ve antifibrotik etkileri
gOsterilmis olmasina karsin timpanik membrandaki yara iyilesmesi konusunda hig
calisiimamis olmasi, L-NAME tercihimizin nedenleri arasindaydi. L-NAME ile NO
sentezini baskilamayi, sdperoksit radikalinin NO ile reaksiyona girmesini ve
peroksinitrit olusumunu énlemeyi hedefledik. Bu sekilde, peroksinitritin yarattigi doku
hasarinin 6niine gegerek miringoskleroz olusumunu engellemeyi amagcladik.

Sklerotik plaklarin olusumundaki en son asama olan kalsifikasyon slrecinin
vUcutta yeni kemik olusumu sirasinda goérllen remineralizasyon ve kalsifikasyon
slreci ile benzerlik gosterdigi disiintlmektedir. Gingivit ve artrit gibi bazi infeksiy6z
ve inflamatuar hastaliklarda goérulen yeni kemik dokusu olusum streci immatir kemik
matriksinin kalsifikasyonu ile baglamaktadir (59). Bu sire¢, miringoskleroz geligimi
sirasinda hiyalinize lamina propriada meydana gelen kalsifikasyonla benzerlik
gOstermektedir. Miringotomi sonrasi olugsan inflamasyon sirasinda sayica artan
makrofaj ve fibroblastlar tarafindan eksprese edilen osteopontin ve osteonektin gibi
proteinlerin aktivasyonu sonucunda lamina propriada kalsiyum birikiminin oldugu
gbsterilmistir (60).

Forseni Flodin, (61) deneysel akut otitis mediada timpanoskleroza neden olan
slreci incelemis; inflamasyon sirasinda bullar kemikte gérilen yogun osteoklastik ve
osteoblastik aktivite sonucunda meydana gelen kemik yikim ve yeniden yapim
surecinin  timpanosklerozla sonuglandigini  belirtmistir.  inflamasyonun  erken
déneminde aktive olan makrofajlar tarafindan interldkin-6 ve NO gibi bazi mediatérler
uretilmektedir. Bu mediatorlerin indUkledigi inflamasyon sirasinda makrofajlarin
osteoklastik hiicre diferansiasyonuna ugradigi ve kemik rezorpsiyonunun olustugu
distnilmektedir. NO’nun osteoklastik kemik rezorpsiyonuna neden olan mediatér

oldugunu savunan diger calisma Chole ve ark. tarafindan yapilmistir (62). Bu



calismada, sistemik olarak uygulanan L-NAME’nin NO sentezini azaltarak kemik
yikimini engelledigi gOsterilmigtir.

Miringoskleroz gelisimini dnlemede, L-NAME’yi tercih etmemizin nedenlerinden
biri de literatlirde NO’nun kalsifikasyon olugum stirecinde rol alan énemli bir mediatér
oldugunun gésterilmis olmasidir (61,62). NO Uretiminin azaltiimasiyla sklerotik
plaklarin olusumundaki son agsama olan Kkalsifikasyonun &ndne gegilebilir.
Calismamizda histopatolojik miringoskleroz dikkate alindiginda, L-NAME’nin
miringosklerozu M+tpk L-NAME ve M+IP L-NAME gruplarinda, M ve M+SF
gruplarina goére istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi gdsterilmistir.
Miringotomi sonrasi topikal ve intraperitoneal olarak uyguladidimiz L-NAME'nin
peroksinitrit olusumunu Onleyerek doku hasarini azaltmasinin yaninda kollajen
matriksteki kalsifikasyonu da azaltarak  miringoskleroz gelisimini engelledigini
distnmekteyiz.

Literatirde L-NAME kullanilan ¢alismalar incelendiginde, L-NAME’nin dozu ve
uygulama sdaresi ile ilgili net bir fikir birliginin olmadigini gérmekteyiz. Bu durum L-
NAME’nin nonspesifik bir NOS inhibitéri olmasindan kaynaklanmaktadir. iNOS
sadece patolojik sireclerde ortaya ¢ikmakta iken, eNOS ve nNOS fizyolojik olaylarin
sirdirilebilmesi icin bazal miktarlarda ve devamh (Uretilmektedir. inflamasyon
sirasinda aktive olan iINOS, eNOS ve nNOS'’tan yaklasik 1000 kat daha fazla NO
Uretebilmektedir (16,41). Bu nedenle tedavi amagh kullanilan NOS inhibitérlerinin asil
hedefi, inflamasyonda ortaya ¢ikan ve yiuksek miktarda NO sentezinden sorumlu olan
iNOS’tur. Maksimum iNOS inhibisyonu saglarken, eNOS ve nNOS aktivitesini
etkilemeyen doz ve suredeki kullanim, tedavi planlamasindaki en 6nemli noktadir.

Literatirde timpanik membran vyara iyilesme sirecinde INOS ve NO’nun
zamana bagdimh sentezini ortaya koyan calisma bulunmamaktadir. Timpanik
membran yara iyilesme sidrecinde iINOS ve NO’nun zamana bagimli sentezinin
incelenmesi, inflamasyon fazinda maksimum iNOS inhibisyonunun yapilabilecegi
zaman araliginin saptanmasini saglayacaktir. Bu zaman araliginda uygulanan L-
NAME ile optimal tedavi etkinligi saglanabilir.

Yapilan calismalarda iNOS’un farkli dokularda olusturulan inflamasyon
sUreclerindeki zamana bagimli sentezi incelenmis, maksimum iNOS inhibisyonu

saglamak icin farkli doz ve slirelerde NOS inhibitérleri kullaniimistir (16,21,22).



Liu ve ark. (63) ratlarda lipopolisakkarid ile indiklenen inflamasyonda iNOS
sentezini incelemisler, lipopolisakkarid enjeksiyonunu takiben iki saat igerisinde iNOS
dretiminin basladigini, 12. saatte maksimum seviyeye ulastigini ve daha sonra
giderek azaldigini gostermislerdir. Kim ve ark. (16) intratimpanikik lipopolisakkarid
enjeksiyonu ile eflizyonlu otitis media olusturulan ratlara verilen intraperitoneal L-
NAME'nin inflamasyonu ve vaskuler permeabiliteyi azaltarak eflzyon gelisimini
engelledigini géstermislerdir. Bu calismada L-NAME, iNOS aktivitesini 6nlemeye
yonelik olarak lipopolisakkarid enjeksiyonundan hemen sonra ve enjeksiyon sonrasi
12. saatte uygulanmstir.

Efron ve ark. (21) ise ratlarda kolon anastomozu sonrasi olusan iyilesme
strecindeki zamana bagimli iINOS sentezini incelemiglerdir. Yaptiklari ¢alismada,
maksimum iNOS sentezinin postoperatif birinci giinde yapildidini, birinci glinden
sonra ise giderek azaldigini gérmuslerdir. INOS yara iyilesmesinin inflamasyon
fazinda ortaya gikan yliksek miktardaki NO sentezinden sorumludur. inflamasyon
fazindan sonra ise aktivitesi azalarak kaybolmaktadir. Bu sonu¢ bize L-NAME ile
saglanan maksimum iNOS inhibisyonunun, inflamasyonun erken dénemine denk
gelen ilk 24 saatte saglanabilecegini digtndirmektedir.

Bu duisincemizi destekleyen bir calismada, insizyonel cilt hasarn olusturulan
ratlarin yara dokusunda iNOS aktivitesi Ol¢ilmis ve NOS inhibitdri ile maksimum
iNOS inhibisyonunun saglandigi zaman araligi tespit edilmistir. Yapilan analizlerde
yara olusumu sonrasi iINOS aktivitesinin 24. saatte maksimum seviyeye ulastigi ve
maksimum iNOS inhibisyonunun ilk 24 saatte saglandigi gésterilmistir (22).

Biz, calismamizda miringotomi sonrasi iINOS araciligiyla ylksek miktarlarda
sentezlenen NO’nun indUkledigi asir inflamasyon ve doku hasarinin ilk 24 saatte
olustugunu distnerek, L-NAME'’yi miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi
12. saatte ve 24. saatte olmak Uzere U¢ kez uyguladik. L-NAME ile eNOS ve nNOS
aktivitesini etkilemeden maksimum iNOS inhibisyonunu saglamayi, bu sekilde asin
NO sentezini dnleyerek timpanik membran lamina propriasindaki inflamatuar cevabi
azaltmayi planladik.

Galismamizda lamina propriadaki inflamasyon dikkate alindiginda, miringotomi
sonrasl tedavisiz birakilan grupta % 70 olan orta-siddetli inflamasyon orani, topikal

serum fizyolojik uygulanan grupta % 62.5 olarak tespit edilmistir. Bu oran topikal L-



NAME grubunda % 10, intraperitoneal L-NAME grubunda ise % 0’dir. Bu sonugclar L-
NAME’nin hem topikal hem de sistemik etki ile inflamatuar cevabi baskiladigini
gbstermis olup, literatlrde s6z edilen antiinflamatuar etkisini desteklemektedir.

NO, yara olusumu sonrasi erken dénemde inflamatuar cevabi arttirarak doku
hasari olusturucu etkiler gbésterse de, inflamasyon fazi sonrasi ortaya koydugu
faydal etkilerle yara iyilesmesinin saglikli bir sekilde tamamlanmasini saglamaktadir.
NO’nun inflamasyon fazinda gdstermis oldugu doku hasarini artirici etkiden
peroksinitrit sorumludur (64). Deri basta olmak Uzere birgcok farkli dokudaki yara
iyilesme modellerinde yapilan analizlerde, NO Uretiminin sadece inflamasyon fazinda
yapiimadigi, inflamasyon fazindan sonra azalarak devam ettigi gosterilmigtir.
inflamasyon fazi sonrasinda daha diisiik konsantrasyonlarda Gretilen NO,
anjiogenez, proliferasyon, matriks depolanmasi ve remodelasyon fazlarinda etki
gosterir. inflamasyon fazi sonrasi yara bélgesine gdc eden fibroblastlarda iNOS ve
eNOS ekspresyonunun yapildigi, iNOS ve eNOS araciligiyla sentezlenen NO’nun
kollajen sentezini artirarak fibr6z tabakanin yeniden sekillenmesini sagladigi
bilinmektedir (64,65).

Artmis NO sentezi ise keloid ve hipertrofik skar dokusu olusumuna neden
olmaktadir (66,67). Yapilan calismalarda yara olusumu sonrasi uygulanan L-
NAME'nin kollajen sentezini baskilayarak skar olusumunu azalttigr gésterilmistir (22).

NO’nun farkh dokulardaki yara iyilesmesinde Kkollajen sentezini saglayan
mediatér oldugunun goésterilmesi, timpanik membran yara iyilesme sirecinde de
benzer etkiler gbsterebilecedini disindirmektedir. SOR’un yarattidi inflamasyon ve
doku hasari sonrasi baslayan iyilesme sirecinde goérllen en dikkat cekici 6zellik
artmis fibroblastik aktivitedir. Fibroblastik aktivite sonucunda ortaya ¢ikan yogun
kollajen sentezi ve fibrotik iyilesme timpanik membran kaliniginin artmasina ve zarin
elastik yapisinin kaybolmasina neden olmaktadir. NO sentezinin inhibe edilmesi,
asiri kollajen sentezinin ve fibrozisin azalmasina neden olacaktir.

Galismamizda, topikal ve intraperitoneal L-NAME uygulanan gruplardaki
ortalama timpanik membran kalinhdinin, tedavisiz birakilan ve topikal serum fizyolojik
uygulanan gruplara gére istatistiksel anlamli olarak daha az oldugu gdsterilmistir.
Topikal ve intraperitoneal L-NAME uygulanan gruplar arasinda ise anlamh farklilhk

bulunmamistir. Topikal ve/veya sistemik uygulanan L-NAME'nin lamina propriadaki



fibroblastik aktiviteyi baskilayarak kollajen sentezini azaltmasi timpanik membran
kalinhginin daha az olmasina neden olmaktadir. Kollajen depolanmasinin azaltiimasi
sonucunda hiyalinizasyon Onlenmekte ve miringoskleroz gelisimi engellenmektedir.
L-NAME’nin miringoskleroz gelisimini 6nlemede, daha 6nce s6z edilen doku hasarini
ve Kalsifikasyonu azaltmasi disinda, gbéstermis oldugu Ugunct énemli etkisi lamina
propriadaki kollajen depolanmasini ve fibrozisi azaltmasidir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda, L-NAME’nin diger dokularda g&sterilen
antiinflamatuar ve antifibrotik davranigini, timpanik membran dokusundaki yara
iyilesme silrecinde de sergiledigi ortaya konmustur. Bu etkileriyle rat timpanik
membraninda miringoskleroz gelisimini dnledigini gdstermis oldugumuz L-NAME,
miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tlpU uygulamasi sonrasi goérilebilen
miringosklerozun énlenmesinde iyi bir tedavi alternatifi olabilir. Ancak klinik uygulama

bulmasi igin daha ileri ve genis kapsamli galismalarin yapilmasina gereksinim vardir.



8. SONUC

Galismamizda, yapilan miringotomi sonrasi iNOS araciligiyla sentezlenen
NO’nun indikledigi asiri inflamasyon ve doku hasarinin ilk 24 saatte olustugu kabul
edilerek L-NAME; miringotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve
24. saatte topikal ve intraperitoneal olarak uygulanmistir. Elde edilen bulgulara gére
ilk 24 saatte uygulanan L-NAME’nin, hem M+tpk L-NAME hem de M+iP L-NAME
grubunda, yapilan miringotomiye cevap olarak ortaya cikan inflamasyonu belirgin
olarak baskiladigi géralmastar.

L-NAME ile inflamatuar cevabin baskilanmasi, inflamasyon fazinda olusan doku
hasarinin siddetinin azalmasina neden olmaktadir. Blylece doku hasarina cevap
olarak ortaya c¢ikan fibroblastik reaksiyonun ve asiri kollajen sentezinin énine
gecilebilmektedir.

Histopatolojik miringoskleroz dikkate alindiginda, L-NAME’nin miringosklerozu
M+tpk L-NAME ve M+iP L-NAME gruplarinda, M ve M+SF gruplarina gére
istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi g6sterilmistir. Bu sonuglar, miringotomi
sonrasi uygulanan L-NAME’nin antiinflamatuar, antifibrotik ve kalsifikasyonu 6nleyici
etkileriyle miringosklerozu azalttigini gostermektedir.

Arastirmamizda topikal ve intraperitoneal L-NAME uygulanan gruplardaki
ortalama timpanik membran kalinh@inin, tedavisiz birakilan ve topikal serum fizyolojik
uygulanan gruplara gbére istatistiksel anlamh olarak disik dizeyde kaldigi
go6ralmastdr. L-NAME'nin inflamasyonu ve kollajen sentezini azaltmasi, timpanik
membran kalinhdinin daha az olmasina neden olmaktadir. Ancak ¢alismamizda L-
NAME uygulanan timpanik membranlarin, miringotomi yapiimamis saglikh timpanik
membranlar ile karsilastirimasi yapilmamistir. Bu nedenle normal dokuyla
kiyaslandiginda en az farkla iyilesmeyi saglayacak optimum doz ve tedavi sdresinin
saptanmasi icin, L-NAME’nin farkli doz ve sirelerde kullanildigdi genis kapsamli

calismalara gereksinim vardir.
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