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Ratlarda Pars Timpani Perforasyonunda Nar Ekstratinin Mast Hiicre Sayisina Etkisi
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Ozet

Kulak zarmm temel fonksiyonu ses titresimlerini dis ortamdan alarak kulak kemikgiklerine iletmektir. Yara iyilesmesinde mast hiicrelerinin
sayilarinin arttig bildirilmektedir. Bu ¢aligmada, deneysel pars tensa perforasyonunda mast hiicrelerinin say1 ve heterojenitesi incelenmistir.
Pars tensa %10 formol’de tespit edilip yikandiktan sonra rutin histolojik doku takibi prosediirlerinden gegirilerek parafinde bloklandi. Alman
kesitler toluidin blue ve alcian blue/safranin O kombine boya metodu ile boyandi. Tiim gruplarda, pars tensada mast hiicreleri metakromatik,
alcian blue (+) ve safranin O (+) boyand. Iyilesme siirecinde en fazla sayida mast hiicresine nar ekstrati verilmis grupta rastlandi.
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%Zﬂle(ct Of Pomegranate Extract On Number Of Mast Cells in Pars Tympani Perforation
n 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.
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GIRiS

Temel fonksiyonu ses titresimlerini dis ortamdan
alarak kulak kemikgiklerine iletmek olan kulak zari dig
kulak yolunu orta kulak boslugundan ayirir [1, 2]. Kulak
zarinin, dig kulak yolundan orta kulaga gecebilecek tahrig
edici ve enfeksiyon ajanlara karsi koruyucu rol oynadigi
bilinmektedir [2, 3]. Timpanik membran, pars flaccida ve
pars tensa olmak iizere iki parca igerir [4, 5]. Pars tensa,
distan igeri dogru bes katmandan olugmaktadir. Digtan igeri
dogru bu katmanlar, keratinize epidermal katmani, ince bag
doku katmani, sik1 bag doku katmant, ince bag doku katmani
ve tek katli yass1 epitel hiicrelerinin olusturdugu katmandir
[5, 6].

Mast hiicreleri, antijenlerin viicuda girebilecegi dis
ortamla iliskide bulunan sistemlerde yerlesmislerdir [7].
Bu yerlesim mast hiicrelerinin savunma mekanizmasida
bulunan ilk hiicre gruplari arasinda yer almalarint saglar
[8]. Histokimyasal farkliliklari, igerdikleri mediyatorler,
salgilatict ajanlara verdikleri yanitlar gibi unsurlar goz
6niine alindiginda mast hiicreleri [9], mukozal mast hiicresi
(MMC) ve bagdoku mast hiicresi (CTMC) olmak iizere iki
alt gruba ayrilmaktadir [9, 10].

Pars tensada mast hiicreleri ya ¢ok az sayida bulunur ya
da hi¢ bulunmaz [11]. Yapilan ¢aligmalarda yara bolgesinde
iyilesme esnasinda mast hiicrelerinin sayisinda artig oldugu
bildirilmektedir [12].

Bu calijmanin amaci, pars tensa perforasyonunun
iyilesme stirecinde mast hiicrelerinin say1 ve heterojenitesini
incelemek, ayrica nar ekstratinin mast hiicre sayisi iizerinde
etkisi olup olmadigini arastirmaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada; erkek, yetigkin, dis kulak yolu ve timpanik
membranlart saglam 15 rat kullanildi. Ratlar 2 ¢alisma ve 1
negatif kontrol olmak iizere rastgele 3 gruba ayrildi.

1. Negatif kontrol grubu: Hi¢bir miidehale yapilma-
yan grup.

2. Pozitif kontrol grubu: Miringotomi yapilan fakat
nar ekstrakt1 verilmeyen grup.

3. GNE verilen grup: Miringotomi yapilan ve gavaj
ile geleneksel yontemle elde edilen nar ekstrakti verilen
grup.

GNE grubundaki ratlara miringotomiden 1 giin 6nce
100ul/glin nar ekstrakt: gavaj yoluyla verildi. Pozitif kont-
rol ve GNE gruplarindaki ratlara intraperitoneal 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid enjek-
siyonuyla anestezi yapilarak ¢ap1 1 mm olan koterle sag ku-
lak zarinda 1 mm uzunlugunda miringotomi yapildi. Negatif
kontrol grubuna herhangi cerrahi islem uygulanmadi. GNE
gruplarindaki ratlara miringotomiden sonra, 24 saat ve 48
saat sonra da 100pul/giin nar ekstrakti verildi. 14 giinliik iyi-
lesme periyodu sonrasi tiim gruptaki ratlar sakrifiye edildi.

Timpanik membranlar %10 formol’de tespit edilip y1-
kandiktan sonra rutin histolojik doku takibi prosediirlerin-
den gegirilerek parafinde bloklandi. Normal histolojik ya-
pisint incelemek amaciyla parafin bloklardan alman 5 p’luk
kesitlere Crossmon’1n ii¢lii boyama teknigi uygulandi [13].

Hazirlanan bloklardan 30p arayla 5p kalinliginda 10°ar
adet seri kesitler aliarak toluidin blue ile boyandi. Mast
hiicrelerinin alt tiplerini belirlemek amaciyla alcian blue/saf-
ranin O (AB/SO) kombine boya metodu yapildi [14].

Mast hiicrelerinin sayisal dagilimini belirlemek amaciy-
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la hazirlanan seri kesitlerde hiicre sayimlart 100 kare okiiler
mikrometre ile yapildi. Objektifin 40°lik biiyiitmesi ile okii-
ler mikrometrenin 100 kare birim alanindaki mast hiicreleri
sayildi. Pars tensadan alinan kesitlerde rastgele secilen 5’er
degisik bolgede hiicre sayimi yapildi. Seri kesitlerin sayil-
mas1 sonucu bu rakamlarin aritmetik ortalamasi alindi. Elde
edilen tiim veriler, 1 mm2’lik birim alandaki mast hiicre
sayisina doniistiiriildii [15]. Gruplar arasindaki mast hiicre
saytlarinm karsilastirilmasinda SPSS paket programi kulla-
nilarak [16], sonuglar minimum %5 hata pay: ile degerlen-
dirildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Mast hiicreleri, farkli bitytikliiklerde yuvarlak, oval ya da
mekik seklinde gozlendi. Merkezi veya ekzantrik konumda
yerlesmis olan c¢ekirdegin, ¢ogu hiicrelerde graniiller
tarafindan ortiilmiis oldugu goriildii. Toluidin blue ile mast
hiicre grantilleri ve sitoplazmasinin homojen metakromazik
olarak boyandig1 saptandi (Sekil 1). Mast hiicrelerinin pars
tensada keratinize epidermal katmani altindaki ince bag
doku ve sik1 bag doku katmaninda yerlesmis oldugu gozlendi
(Sekil 2). Pars tensada, pozitif kontrol grubu ve nar ekstrati
verilmis grupta mast hiicrelerinin sayisinin belirgin sekilde
arttigr goriildii. Yapilan 1stk mikroskobik incelemede en
fazla mast hiicre sayisina nar ekstrat1 verilmis grupta en az
sayida mast hiicresine ise negatif kontrol grubunda rastlandi.

Negatif kontrol, pozitif kontrol ve nar ekstrati verilmis
gruplarin rastgele secilen her bir bolgesinden 100 kare birim
alanda mast hiicreleri sayilip 1 mm2’lik birim alandaki
hiicre sayisina doniistiiriilerek tablo 1’de verildi. Mast hiicre
sayilart karsilastirildiginda, mast hiicrelerinin mm?2 ‘deki
ortalama sayilar arasinda istatistiksel olarak bir fark oldugu
saptand1 (P<0.001). (Tablo 1).
Tablo 1: Pars tensada mast hiicrelerinin sayisal dagilimi
(mm2).

Gruplar n _ Minimum | Maksimum
X +Sx
Negatif kontrol 5 0.23+0.01* 0.20 0.28
grubu
Pozitif kontrol 5 2.09+0.04° 2.00 2.24
grubu
Nar ekstrat veril- 5 2.27+0.10° 2.00 2.56
mis grup
P *k ok
*HEP<0.001

a,b: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan grup ortalamalar: arasindaki
Jfark istatistiksel a¢idan énemlidir
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Sekil 1. Pozitif kontrol grubu, (yildiz) parsa tensa, (ok)
metakromatik mast hiicresi, toluidin blue, 40x.

Sekil 2. Negatif kontrol grubu, (yildiz) parsa tensa, (ok) me-
takromatik mast hiicresi, toluidin blue, 40x.

Alcian blue/safranin O kombine boyamasinda, mavi
renkte AB(+) (Sekil 3) kirmiz renkte SO(+) ve kirmizi-mavi
renkte AB/SO(+) (mikst) (Sekil 4) mast hiicreleri gézlendi.
Uc gruptaki pars tensa dokulari incelendiginde sayica en
fazla SO(+) ve en az sayida AB/SO(+) (mikst) mast hiicreleri
saptandi.

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

Sekil 4. Nar ekstrati verilmis grup, (vildiz) parsa tensa, (ok)
SO(+) ve AB/SO(+) mast hiicreleri, alcian blue/safranin O
(AB/SO) kombine boya metodu, 20x.
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Cekirdeklerin merkezi veya ekzantrik konumda yerlestigi
mast hiicrelerinin [17], farkli biytikliiklerde yuvarlak,
oval ya da mekik sekilli, toluidin blue ile belirgin sekilde
metakromazik boyandigi bildirilmistir [18]. Calismaya ait
bulgular literatiir bilgileriyle uyum gostermektedir.

Ratlarda deneysel olarak yapilmis miringotomi
[19], otitis mediya gelisimi [20] ve timpanik membran
perforasyonunun [21] incelendigi ¢aligmalarda, mast
hiicrelerinin pars tensanin dis tarafa bakan keratinize
katmanin hemen altindaki bag dokuda yerlesmis oldugu
gbzlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada mast hiicrelerinin pars
tensadaki yerlesim yeri yapilan calismalarla paralellik
gostermektedir.

Kulak zarinda topikal askorbik asit etkisinin incelendigi
[21], akut otitis mediyanin kulak zar1 perforasyonu
iyilesmesi lizerinde [22] ve deneysel timpanik membran
perforasyonunun [23] arastirildign ¢alismalarda ratlarda
pars tensada mast hiicreleri goriilmistiir. Calismamizda pars
tensada mast hiicre goriilmesi daha 6nce yapilan ¢alismalarla
uyumludur.

Schmidt ve ark. lokal anestezinin rat timpanik
membrani {izerine etkisini arastirdiklart [24], Hellstrom
ve ark. hidrokortizonun timpanik membran iyilesmesi
tizerine etkisini inceledikleri [25], Thomasen ve ark. otitis
mediyanin perforasyonun iyilesme siirecinde pars tensaya
etkisini arastirdiklar1 [26] c¢alismalarinda pars tensada
mast hiicrelerinde sayica artis saptamislardir. Deneysel
olarak miringotomi ile olusturdugumuz timpanik membran
perforasyonunda, pars tensada mast hiicre sayisinda artis
gozlemlememiz arastiricilarin - bulgulart ile paralellik
gostermektedir.

Sunulan bu ¢alismada, alcian blue/safranin O kombine
boyamasinda, kirmiz renkte SO(+), mavi renkte AB(+)
ve kirmizi-mavi renkte AB/SO(+) (mikst) mast hiicreleri
tespit edilmistir. Kobay kulak zarinda yapilan galigmada
SO(+) mast hiicreleri [27], deride mast hiicrelerinin yara
iyilesmesine etkisinin arastirildigi  calismada kirmiz
renkte SO(+), mavi renkte AB(+) mast hiicreleri [28] ve
rat akcigerlerinde sigara dumani etkisinin arastirildigt
calismada SO(+), AB(+) ve kirmizi-mavi renkte AB/SO(+)
(mikst) mast hiicreleri gozlendigi [29] bildirilmektedir.

SONUC VE ONERILER

Sonug olarak pars tensanin iyilesme siirecinde mast
hiicre sayisinda belirgin bir artis oldugu gozlenmistir. Bu
calismada elde edilen bulgularin, pars tensada bulunan mast
hiicrelerinin, boyanma ozellikleri ve dagilimi iizerine kay-
nak olusturabilecegi ayrica bu konuda yapilacak diger calig-
malara katkida bulunacagi diisiniilmektedir.
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