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Özet
Kulak zarının temel fonksiyonu ses titreşimlerini dış ortamdan alarak kulak kemikçiklerine iletmektir. Yara iyileşmesinde mast hücrelerinin 
sayılarının arttığı bildirilmektedir. Bu çalışmada, deneysel pars tensa perforasyonunda mast hücrelerinin sayı ve heterojenitesi incelenmiştir. 
Pars tensa %10 formol’de tespit edilip yıkandıktan sonra rutin histolojik doku takibi prosedürlerinden geçirilerek parafinde bloklandı. Alınan 
kesitler toluidin blue ve alcian blue/safranin O kombine boya metodu ile boyandı. Tüm gruplarda, pars tensada mast hücreleri metakromatik, 
alcian blue (+) ve safranin O (+) boyandı. İyileşme sürecinde en fazla sayıda mast hücresine nar ekstratı verilmiş grupta rastlandı. 
Anahtar Kelime: Pars tensa, perforasyon, nar ekstratı, mast hücresi.

Effect Of Pomegranate Extract On Number Of Mast Cells İn Pars Tympani Perforation 
İn Rats

Abstract
Main function of tympanic membrane is to take sounds vibrations from the outer air and convey them to auditory ossicles. Mast cells numbers 
have been reported to increase and play an important role in wound healing. The aim of this study was to assess the density and heterogenity 
of mast cell in rat pars tensa tympanic membrane in experimental perforation. Pars tensa were fixed in 10% formaldehyde, then, after routine 
tissue follow-up, samples blocked. Cross-sections were stained with the toluidine blue and alcian blue/safranin O. In all groups pars tensa, mast 
cell metachromatic  stained and stained as alcian blue (+) and safranin O (+).  Highest amount of mast cells in pars tensa were found in given 
pomegranate extract in process of healing.
Keywords: Pars tensa, Perforation, Pomegranate extract, Mast cell.

GİRİŞ
Temel fonksiyonu ses titreşimlerini dış ortamdan 

alarak kulak kemikçiklerine iletmek olan kulak zarı dış 
kulak yolunu orta kulak boşluğundan ayırır [1, 2]. Kulak 
zarının, dış kulak yolundan orta kulağa geçebilecek tahriş 
edici ve enfeksiyon ajanlara karşı koruyucu rol oynadığı 
bilinmektedir [2, 3]. Timpanik membran, pars flaccida ve 
pars tensa olmak üzere iki parça içerir [4, 5]. Pars tensa, 
dıştan içeri doğru beş katmandan oluşmaktadır. Dıştan içeri 
doğru bu katmanlar, keratinize epidermal katmanı, ince bağ 
doku katmanı, sıkı bağ doku katmanı, ince bağ doku katmanı 
ve tek katlı yassı epitel hücrelerinin oluşturduğu katmandır 
[5, 6].

Mast hücreleri, antijenlerin vücuda girebileceği dış 
ortamla ilişkide bulunan sistemlerde yerleşmişlerdir [7]. 
Bu yerleşim mast hücrelerinin savunma mekanizmasında 
bulunan ilk hücre grupları arasında yer almalarını sağlar 
[8]. Histokimyasal farklılıkları, içerdikleri mediyatörler, 
salgılatıcı ajanlara verdikleri yanıtlar gibi unsurlar göz 
önüne alındığında mast hücreleri [9], mukozal mast hücresi 
(MMC) ve bağdoku mast hücresi (CTMC) olmak üzere iki 
alt gruba ayrılmaktadır [9, 10].

Pars tensada mast hücreleri ya çok az sayıda bulunur ya 
da hiç bulunmaz [11]. Yapılan çalışmalarda yara bölgesinde 
iyileşme esnasında mast hücrelerinin sayısında artış olduğu 
bildirilmektedir [12].

Bu çalışmanın amacı, pars tensa perforasyonunun 
iyileşme sürecinde mast hücrelerinin sayı ve heterojenitesini 
incelemek, ayrıca nar ekstratının mast hücre sayısı üzerinde 
etkisi olup olmadığını araştırmaktır.

MATERYAL VE YÖNTEM
Çalışmada; erkek, yetişkin, dış kulak yolu ve timpanik 

membranları sağlam 15 rat kullanıldı. Ratlar 2 çalışma ve 1 
negatif kontrol olmak üzere rastgele 3 gruba ayrıldı.

1. Negatif kontrol grubu: Hiçbir müdehale yapılma-
yan grup.

2. Pozitif kontrol grubu: Miringotomi yapılan fakat 
nar ekstraktı verilmeyen grup.

3. GNE verilen grup: Miringotomi yapılan ve gavaj 
ile geleneksel yöntemle elde edilen nar ekstraktı verilen 
grup.

GNE grubundaki ratlara miringotomiden 1 gün önce 
100µl/gün nar ekstraktı gavaj yoluyla verildi. Pozitif kont-
rol ve GNE gruplarındaki ratlara intraperitoneal 50 mg/kg 
ketamin hidroklorür ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid enjek-
siyonuyla anestezi yapılarak çapı 1 mm olan koterle sağ ku-
lak zarında 1 mm uzunluğunda miringotomi yapıldı. Negatif 
kontrol grubuna herhangi cerrahi işlem uygulanmadı. GNE 
gruplarındaki ratlara miringotomiden sonra, 24 saat ve 48 
saat sonra da 100µl/gün nar ekstraktı verildi. 14 günlük iyi-
leşme periyodu sonrası tüm gruptaki ratlar sakrifiye edildi.

Timpanik membranlar %10 formol’de tespit edilip yı-
kandıktan sonra rutin histolojik doku takibi prosedürlerin-
den geçirilerek parafinde bloklandı. Normal histolojik ya-
pısını incelemek amacıyla parafin bloklardan alınan 5 μ’luk 
kesitlere Crossmon’ın üçlü boyama tekniği uygulandı [13].

Hazırlanan bloklardan 30μ arayla 5μ kalınlığında 10’ar 
adet seri kesitler alınarak toluidin blue ile boyandı.  Mast 
hücrelerinin alt tiplerini belirlemek amacıyla alcian blue/saf-
ranin O (AB/SO) kombine boya metodu yapıldı [14].

Mast hücrelerinin sayısal dağılımını belirlemek amacıy-
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la hazırlanan seri kesitlerde hücre sayımları 100 kare oküler 
mikrometre ile yapıldı. Objektifin 40’lık büyütmesi ile okü-
ler mikrometrenin 100 kare birim alanındaki mast hücreleri 
sayıldı. Pars tensadan alınan kesitlerde rastgele seçilen 5’er 
değişik bölgede hücre sayımı yapıldı. Seri kesitlerin sayıl-
ması sonucu bu rakamların aritmetik ortalaması alındı. Elde 
edilen tüm veriler, 1 mm2’lik birim alandaki mast hücre 
sayısına dönüştürüldü [15]. Gruplar arasındaki mast hücre 
sayılarının karşılaştırılmasında SPSS paket programı kulla-
nılarak [16], sonuçlar minimum %5 hata payı ile değerlen-
dirildi.

BULGULAR VE TARTIŞMA
Mast hücreleri, farklı büyüklüklerde yuvarlak, oval ya da 

mekik şeklinde gözlendi. Merkezi veya ekzantrik konumda 
yerleşmiş olan çekirdeğin, çoğu hücrelerde granüller 
tarafından örtülmüş olduğu görüldü. Toluidin blue ile mast 
hücre granülleri ve sitoplazmasının homojen metakromazik 
olarak boyandığı saptandı (Şekil 1). Mast hücrelerinin pars 
tensada keratinize epidermal katmanı altındaki ince bağ 
doku ve sıkı bağ doku katmanında yerleşmiş olduğu gözlendi 
(Şekil 2). Pars tensada, pozitif kontrol grubu ve nar ekstratı 
verilmiş grupta mast hücrelerinin sayısının belirgin şekilde 
arttığı görüldü. Yapılan ışık mikroskobik incelemede en 
fazla mast hücre sayısına nar ekstratı verilmiş grupta en az 
sayıda mast hücresine ise negatif kontrol grubunda rastlandı.

Negatif kontrol, pozitif kontrol ve nar ekstratı verilmiş 
grupların rastgele seçilen her bir bölgesinden 100 kare birim 
alanda mast hücreleri sayılıp 1 mm2’lik birim alandaki 
hücre sayısına dönüştürülerek tablo 1’de verildi. Mast hücre 
sayıları karşılaştırıldığında, mast hücrelerinin mm2 ‘deki 
ortalama sayıları arasında istatistiksel olarak bir fark olduğu 
saptandı (P˂0.001). (Tablo 1).
Tablo 1: Pars tensada mast hücrelerinin sayısal dağılımı 
(mm2).

Gruplar n
xSX ±

Minimum Maksimum

Negatif kontrol 
grubu

5 0.23±0.01a 0.20 0.28

Pozitif kontrol 
grubu

5 2.09±0.04b 2.00 2.24

Nar ekstratı veril-
miş grup

5 2.27±0.10b 2.00 2.56

P            ***

***:P<0.001
a,b: Aynı sütunda farklı harfler taşıyan grup ortalamaları arasındaki 
fark istatistiksel açıdan önemlidir

   Şekil 1. Pozitif kontrol grubu, (yıldız) parsa tensa, (ok) 
metakromatik mast hücresi, toluidin blue, 40x.

Şekil 2. Negatif kontrol grubu, (yıldız) parsa tensa, (ok) me-
takromatik mast hücresi, toluidin blue, 40x.

Alcian blue/safranin O kombine boyamasında, mavi 
renkte AB(+) (Şekil 3) kırmız renkte SO(+) ve kırmızı-mavi 
renkte AB/SO(+) (mikst) (Şekil 4) mast hücreleri gözlendi. 
Üç gruptaki pars tensa dokuları incelendiğinde sayıca en 
fazla SO(+) ve en az sayıda AB/SO(+) (mikst) mast hücreleri 
saptandı.

Şekil 3. Pozitif kontrol grubu, (yıldız) parsa tensa, (ok) 
AB(+) mast hücresi, alcian blue/safranin O (AB/SO) kom-
bine boya metodu, 20x.

Şekil 4. Nar ekstratı verilmiş grup, (yıldız) parsa tensa, (ok) 
SO(+) ve AB/SO(+) mast hücreleri, alcian blue/safranin O 
(AB/SO) kombine boya metodu, 20x.
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Çekirdeklerin merkezi veya ekzantrik konumda yerleştiği 
mast hücrelerinin [17], farklı büyüklüklerde yuvarlak, 
oval ya da mekik şekilli, toluidin blue ile belirgin şekilde 
metakromazik boyandığı bildirilmiştir [18]. Çalışmaya ait 
bulgular literatür bilgileriyle uyum göstermektedir.

Ratlarda deneysel olarak yapılmış miringotomi 
[19], otitis mediya gelişimi [20] ve timpanik membran 
perforasyonunun [21] incelendiği çalışmalarda, mast 
hücrelerinin pars tensanın dış tarafa bakan keratinize 
katmanın hemen altındaki bağ dokuda yerleşmiş olduğu 
gözlenmiştir. Yaptığımız çalışmada mast hücrelerinin pars 
tensadaki yerleşim yeri yapılan çalışmalarla paralellik 
göstermektedir.

Kulak zarında topikal askorbik asit etkisinin incelendiği 
[21], akut otitis mediyanın kulak zarı perforasyonu 
iyileşmesi üzerinde [22] ve deneysel timpanik membran 
perforasyonunun [23] araştırıldığı çalışmalarda ratlarda 
pars tensada mast hücreleri görülmüştür. Çalışmamızda pars 
tensada mast hücre görülmesi daha önce yapılan çalışmalarla 
uyumludur.

Schmidt ve ark. lokal anestezinin rat timpanik 
membranı üzerine etkisini araştırdıkları [24], Hellström 
ve ark. hidrokortizonun timpanik membran iyileşmesi 
üzerine etkisini inceledikleri [25], Thomasen ve ark. otitis 
mediyanın perforasyonun iyileşme sürecinde pars tensaya 
etkisini araştırdıkları [26] çalışmalarında pars tensada 
mast hücrelerinde sayıca artış saptamışlardır. Deneysel 
olarak miringotomi ile oluşturduğumuz timpanik membran 
perforasyonunda, pars tensada mast hücre sayısında artış 
gözlemlememiz araştırıcıların bulguları ile paralellik 
göstermektedir.

Sunulan bu çalışmada, alcian blue/safranin O kombine 
boyamasında, kırmız renkte SO(+), mavi renkte AB(+) 
ve kırmızı-mavi renkte AB/SO(+) (mikst) mast hücreleri 
tespit edilmiştir. Kobay kulak zarında yapılan çalışmada 
SO(+) mast hücreleri [27], deride mast hücrelerinin yara 
iyileşmesine etkisinin araştırıldığı çalışmada kırmız 
renkte SO(+), mavi renkte AB(+) mast hücreleri [28] ve 
rat akciğerlerinde sigara dumanı etkisinin araştırıldığı 
çalışmada SO(+), AB(+) ve kırmızı-mavi renkte AB/SO(+) 
(mikst) mast hücreleri gözlendiği [29] bildirilmektedir. 
SONUÇ VE ÖNERİLER

Sonuç olarak pars tensanın iyileşme sürecinde mast 
hücre sayısında belirgin bir artış olduğu gözlenmiştir. Bu 
çalışmada elde edilen bulguların, pars tensada bulunan mast 
hücrelerinin, boyanma özellikleri ve dağılımı üzerine kay-
nak oluşturabileceği ayrıca bu konuda yapılacak diğer çalış-
malara katkıda bulunacağı düşünülmektedir.
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