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Travmatik timpanik membran perforasyonlar›nda 
E vitamininin histopatolojik iyileflme ve lipid peroksidasyon

düzeyleri üzerine etkileri: Deneysel çal›flma

The effect of vitamin E on histopathologic healing and lipid peroxidation levels
in experimentally induced traumatic tympanic membrane perforations

Dr. Nihat SUSAMAN,1 Dr. fiinasi YALÇIN,2 Dr. Nevin ‹LHAN,3 Dr. ‹. Hanifi ÖZERCAN,4

Dr. ‹rfan KAYGUSUZ,2 Dr. Turgut KARLIDA⁄,2 Dr. Üzeyir GÖK2

Amaç: E vitamininin, mekanik etkiyle oluflturulan timpanik
membran perforasyonlar›nda iyileflme üzerine olas› olum-
lu etkilerini ortaya koymak. 

Çal › flma Plan›: K›rk adet guinea pig’in her iki timpanik memb-
ran›nda, standart 1.8 mm’lik perforasyon oluflturuldu. Denek-
ler 20’flerli iki gruba ayr›ld›. Bir gruba tedavi uygulanmazken,
di¤er gruba 100 mg/kg/gün E vitamini intramusküler enjeksi-
yonla verildi. Perforasyon oluflturulduktan sonra, 1, 3, 5 ve 7.
günlerde gruplardan rastgele seçilen befl kobay›n yaflam›
sonland›r›ld›. Timpanik membrandaki histopatolojik de¤ifliklik-
ler de¤erlendirildi ve doku malondialdehid düzeyleri ölçüldü. 

Bulgular: Epitel kal›nl›¤›, fibroblast proliferasyonu ve ne-
ovaskülarizasyon çal›flma grubunda anlaml› derecede
farkl› bulundu (p<0.05). Epitel kal›nl›¤›n›n iki grupta da bi-
rinci günden itibaren artt›¤›; ancak bu art›fl›n çal›flma gru-
bunda daha h›zl› oldu¤u belirlendi. Çal›flma grubunda ma-
londialdehid düzeyinin 3 ve 5. günlerde 1. güne göre art›fl
göstermesine ra¤men (p<0.05), 7. günde 1. gün düzeyine
indi¤i görüldü. Kontrol grubunda ise böyle bir düflüfl sap-
tanmad›. 

Sonuç: E vitamini, travmatik timpanik membran perforas-
yonlar›n›n iyileflme sürecini h›zland›rmaktad›r.

Anahtar Sözcükler: Antioksidan; guinea pig; lipid peroksitleri/meta-
bolizma; malondialdehid/metabolizma; timpanik membran/yaralan-
ma/ilaç etkisi; vitamin E/uygulama ve doz; yara iyileflmesi/ilaç etkisi.

Objectives: To examine the favorable effects of vitamin E
on tympanic membrane perforations induced mechanically
in guinea pigs. 

Study Design: Bilateral tympanic membrane perforations of
1.8 mm were induced in 40 guinea pigs. The animals were ran-
domly divided into two groups equal in number. One group
remained untreated, while the other was administered vitamin E
(100 mg/kg/day) through intramuscular injections. On days 1, 3,
5, and 7, five animals in each group were randomly sacrificed.
Histopathologic changes in the tympanic membranes were
evaluated and malondialdehyde levels were determined. 

Results: Significant increases were observed in epithelial
thickness, fibroblastic proliferation, and neovascularization in
the study group (p<0.05). Epithelial thickness was found to be
increased in both groups beginning from the first day; howev-
e r, this increase was more rapid in the study group. Although
malondialdehyde levels showed significant increases on days
3 and 5 in both groups (p<0.05), they returned to the first day
values in vitamin E-treated animals on day 7, whereas con-
trols still maintained high malondialdehyde levels.

Conclusion: Vitamin E hastens the healing process of
traumatic tympanic membrane perforations.

Ke y W o r d s : Antioxidants; guinea pigs; lipid peroxides/metabolism;
malondialdehyde/metabolism; tympanic membrane/injuries/drug
e ffects; vitamin E/administration & dosage; wound healing/drug eff e c t s .
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Timpanik membran perforasyonlar›n›n (TMP)
büyük bir ço¤unlu¤u penetran veya künt travmalar,
ani bas›nç de¤ifliklikleri (barotravma), afl›r› akustik
enerji de¤iflimi ya da otitis media gibi de¤iflik ne-
denlerle oluflur.[1]

Serbest oksijen radikallerinin TMP’lerdeki histo-
patolojik de¤iflikliklerde önemli rol oynad›¤› görüflü
yayg›nl›k kazanmaktad›r. Timpanik membran per-
forasyonlar› sonras› serbest oksijen radikallerinin
oluflumu lipid peroksidasyon ürünleriyle ba¤lant›l›-
d›r.[2] Singlet oksijen, superoksit, peroksil ya da hid-
roksi radikali gibi reaktif oksijen substantlar› doku
harabiyeti ve enflamasyonuna birlikte kat›l›yor ola-
bilir.[3,4] Serbest oksijen radikalleri lipid, protein ve
nükleik asitler gibi biyomoleküllerle reaksiyona gi-
rerek ya da timpanik membranda endojen enzima-
tik veya non-enzimatik antioksidanlar› azaltarak da
harabiyete neden olabilir.[5] Vitamin E (alfa-tocophe-
rol), hayvanlarda ve insanlarda en önemli lipofilik
non-enzimatik serbest radikal yakalay›c›s›d›r.[3] Bi-
yomembranlardaki lipid peroksidasyonunun erken
evresinde serbest radikalleri yakalayarak lipid pe-
roksidasyonunun ve hücre membran›ndaki polian-
satüre ya¤ asitlerinin serbest radikal tehditinde ilk
basamak savunma mekanizmas› olarak düflünül-
mektedir.[5] Vitamin E tocopheroksil radikale çevrilir.
Bu da askorbit asit ve glutatyonla tekrar alfa-tocop-
herole indirgenir. Böylece askorbit asit ve glutatyon
hücre membranlar›nda alfa-tocopherol düzeylerinin
sürdürülmesi sa¤lan›r.[4]

Nedeni ne olursa olsun, meydana gelen TMP’lerin
akut ya da kronik dönemde tedavi edilmeleri, bunla-
ra ba¤l› geliflebilecek komplikasyonlar› önleyecektir.
‹yileflmeyen TMP’ler cerrahi olarak onar›lmal›d›r.[ 2 ]

Ancak, cerrahi giriflim zaman, iflgücü kayb› ve maliye-
tinin yüksekli¤i nedeniyle ekonomik de¤ildir. Bu ne-
denle, perforasyonu hasta aç›s›ndan daha kolay ve
ucuz yöntemlerle kapatacak madde ve teknikler arafl-
t › r › l m a k t a d › r. Bunlar aras›nda hastan›n kendi kan›n-
dan elde edilmifl fibrin yap›flt›r›c›lar, hyalüronik asit
ve gelfilmler say›labilir. Ancak, timpanik membran›n,
özellikle akut perforasyonlar›n›n tedavisinde etkinli¤i
tam olarak ortaya konmufl herhangi bir madde yok-
t u r.[ 3 ] Günümüzde, travmalar sonucu meydana gelen
TMP’nin iyileflmesini geciktiren ve kal›c› olmas›na ne-
den olan serbest oksijen radikallerinin giderilmesini
hedefleyen tedaviler aranmaktad›r.[ 4 , 5 ]

Bu çal›flmada, travmatik TMP oluflturularak, E
vitamininin doku serbest oksijen radikallerinden

malondialdehid (MDA) düzeyi ve timpanik memb-
randa meydana gelen iyileflmeye ait histopatolojik
de¤ifliklikler üzerine etkisini incelemeyi amaçlad›k. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flma protokolü F›rat Üniversitesi T›p Fakülte-
si Bölgesel Komitesi taraf›ndan onayland› (Protokol
No 1850). Çal›flma, 400-800 gr a¤›rl›¤›nda, sa¤l›kl› 40
guinea pig üzerinde gerçeklefltirildi. Denekler 20°C
oda s›cakl›¤›nda, paslanmaz çelik kafeslere teker te-
ker yerlefltirildi ve yem fabrikas›ndan al›nan ayn›
tür ticari yem ve su ile beslendi. Daha sonra, %2’lik
xylazine hidroklörür 5 mg/kg ve ketamin hidroklö-
rür 50 mg/kg kombinasyonu intramusküler yoldan
verilerek anestezi sa¤land›. Mikroskop alt›nda, tim-
panik membranlar› sa¤lam olan deneklerin her iki
timpanik membran›nda posterior superior kadrana
steril flartlarda trokar (09.52.15 nolu Medicon, Al-
manya) yard›m› ile standart 1.8 mm’lik perforasyon
o l u fl t u ruldu. Deney hayvanlar› rastgele seçimle
20’flerli iki gruba ayr›ld›.

Kontrol grubu olan birinci gruba deney süresince
0.3 ml/gün serum fizyolojik; çal›flma grubu olan
ikinci gruba ise 100 mg/kg/gün E vitamini (alfa-to-
copherol asetat, Ephynal®, Roche, ‹stanbul, Türkiye),
intramusküler olarak uyguland›.

Uygulaman›n 1, 3, 5 ve 7. günlerinde, iki gruptan
rastgele seçilen befler hayvan›n yaflam› yüksek doz
ketamin hidroklorür verilerek, histopatolojik ve bi-
yokimyasal inceleme amac›yla sonland›r›ld›. Her iki
timpanik membran kemik anulusla birlikte ç›kar›ld›
ve biri biyokimyasal, di¤eri histopatolojik inceleme
için kullan›ld›.

Biyokimyasal inceleme için lipid peroksidasyo-
nunun son ürünü olan MDA tayini, Ohkawa ve
ark.[6] taraf›ndan belirlenen yöntemle yap›ld›. Tim-
panik membran doku örneklerine her gram bafl›na
19 ml %1.15’lik KCl solüsyonu ile cam-cam homoje-
nizatör kullan›larak, homojenizasyon ifllemi gerçek-
lefltirildi. Doku homojenat›n›n 0.2 ml’sine 0.2 ml
%8.1’lik tiyobarbitürik asit ve son hacim 4 ml’ye ta-
mamlanacak flekilde distile su eklenerek, 95°C’de bir
saat inkübe edildi. Standart olarak 1.1.3.3 tetrame-
toksipropan (Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD)
kullan›ld›. ‹nkübasyon sonras› so¤uk su alt›nda so-
¤utulan t ü p l e re, 1 ml distile su ile 5 ml n-bütanol/pi-
ridin (15:1, v/v) eklenerek kar›flt›r›ld›. Üç bin rpm’de
10 dk santrifüj edilen tüplerin üsteki organik faz› al›-
narak 532 nm’de köre karfl› standart ve örnek absor-
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banslar› ölçüldü. Lipid peroksit düzeyleri her milig-
ram ›slak doku bafl›na nmol MDA olarak verildi.

Örnekler histopatolojik inceleme için %10’luk for-
maldehitte 24 saat süreyle fikse edildikten sonra, %5
formaldehit içeren %20’lik formik asit solüsyonunda
befl gün süreyle dekalsifiye edildi. Daha sonra parafi-
ne gömülerek 3 mm’lik kesitler al›nd› ve hematoksi-
len-eozinle (H-E) boyand›. Haz›rlanan pre p a r a t l a r
›fl›k mikroskobunda (Olympus Bx-50, Olympus Opti-
cal, Japonya) fibroblast proliferasyonu, neovaskülari-
zasyon, epitel kal›nl›¤›, fibrin, polimorfonükleer löko-
sit (PMNL) ve mononükleer hücre yönünden incelen-
di. Bu parametrelerin her biri yok (–), hafif (+), orta
(++) ve fliddetli (+++) olarak derecelendirildi. 

‹statistiksel analizler, SPSS bilgisayar program›y-
la Kruskal Wallis tek yönlü ANOVA, Tukey-HSD ve
Mann-Whitney U-testi kullan›larak yap›ld›; anlaml›-
l›k düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik inceleme

F i b roblast proliferasyonu ve neovaskülarizas-
yon, kontrol grubunda üçüncü günde oluflmaya
bafllad› ve yedinci günde en yüksek düzeye ulaflt›
(fiekil 1a, b) (Tablo I). Çal›flma grubunda ise fibrob-
last proliferasyonu ve neovaskülarizasyon üçüncü
günden itibaren kontrol grubuna göre daha fazla ar-
t›fl gösterdi ve yedinci günde en yüksek düzeye gel-
di (fiekil 2a, b) (Tablo II). Fibrin miktar› ve PMNL in-
filtrasyonu iki grupta da birinci günde en yüksek
de¤erine ulafl›p yedinci güne do¤ru, ilerleyen bir
düflüflle en alt düzeye indi (fiekil 1, 2) (Tablo I, II).
Fibrin miktar›, kontrol grubunda çal›flma grubuna
göre daha fazla bulunurken, gruplar aras›ndaki far-
k›n istatistiksel olarak anlaml› oldu¤u görüldü
(p<0.05). Epitel kal›nl›¤›, iki grupta da birinci gün-
den yedinci güne do¤ru ilerleyen bir art›fl gösterdi;

fiekil 1 - K o n t rol grubunda (a) birinci ve (b) y e -
dinci günlerde histopatolojik bulgular
(H-E x 200). 

( a )

( b )
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ancak çal›flma grubunda istatistiksel olarak anlaml›
düzeyde daha fazla idi (Tablo III). Çal›flma grubun-
da yedinci günde ba¤ dokuda PMNL’lerin azald›¤›,
f i b roblast proliferasyonunun artt›¤›, submukozal
damarlar olufltu¤u ve subepitelyal hiperplazik reak-
siyonun belirginleflti¤i görüldü. Perforasyon kenar-
lar›nda meydana gelen çok katl› yass› epitelin, yara-
n›n bir kenar›ndan di¤erine köprü oluflturarak per-
forasyonu kapatt›¤› izlendi (fiekil 2b). 

Biyokimyasal inceleme

Kontrol grubunda MDA düzeyinin üçüncü gün-
de en yükse¤e ulaflt›ktan sonra azalmaya bafllad›¤›
ve yedinci günde ilk günkü düzeyine inmedi¤i gö-
rüldü. Çal›flma grubunda ise MDA düzeylerinin
üçüncü ve beflinci günlerde birinci güne göre artt›¤›,
ancak yedinci günde ilk günkü düzeyine indi¤i gö-
rüldü. Yap›lan istatistiksel incelemede kontrol grubu

ile çal›flma grubu aras›nda anlaml› bir farkl›l›¤›n ol-
du¤u gözlendi (Tablo IV). 

TARTIfiMA

Timpanik membran perforasyonlarda erken mü-
dahalenin amac›, kendili¤inden kapanmayla oldu-
¤undan daha yüksek oranda intakt ve fizyolojik bir
zar elde etmektir.[7,8] Literatürde TMP’nin %88 ora-
n›nda kendili¤inden iyileflebilece¤i; ancak do¤al
seyrine b›rak›ld›¤›nda, perforasyon devam etti¤i sü-
rece enfeksiyon riski nedeniyle iyileflmenin gecike-
bilece¤i bildirilmifltir.[9-11]

Serbest oksijen radikalleri artan say›da hastal›k
ve enflamatuvar durumun patogenezinden sorumlu
tutulmaktad›r. Bunlar protein, karbonhidrat, nükle-
ik asit ve lipidlerin kimyasal de¤iflimiyle doku hara-
biyetine neden olabilir. Lipid peroksidasyonu, ser-

fiekil 2 - Çal›flma grubunda (a) birinci ve ( b ) y e -
dinci günlerde histopatolojik bulgular
(H-E x 200).

( b )

( a )
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best radikallerin hücre membran›ndaki poli-ansatü-
re ya¤ asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelir.[3,12]

Guinea pig modellerinde deneysel otitis media
o l u fl t u rularak yap›lan bir çal›flmada timpanik
membran dokusunda MDA ölçülmüfltür.[13] Enfekte
ve kontrol gruplar› karfl›laflt›r›lm›fl ve MDA düzeyi
3, 5 ve 7. günlerde kontrol grubuna göre önemli
oranda yüksek bulunmufltur.[13] Bu sonuçlarla orta
kulak enfeksiyonlar› ile serbest oksijen radikalleri-
nin hasar› aras›ndaki iliflki anlafl›lm›fl; otitis media
tedavi protokolü ve kullan›lan ajanlar›n dikkatle in-
celenmesi gerekti¤i belirtilmifltir.[14]

Normalde sa¤l›kl› dokulardaki lipid peroksidas-
yon düzeyleri çok düflüktür. Lipid peroksidasyonu,
serbest radikale ba¤l› doku hasar›n›n bir belirleyici-
si olarak kullan›labilir. Bu sonuç, E vitamininin lipid
peroksidasyonunu önleyen ve olufltu¤unda nötrali-
ze eden bir antioksidan ajan oldu¤u görüflüyle
uyumludur.[12]

Çal›flmam›zda da MDA düzeyinin, literatürle
uyumlu olarak, çal›flma grubunda bafllang›çta art-
mas›na ra¤men, yedinci günde birinci gün de¤erle-
rine indi¤i saptanm›flt›r. Kontrol grubunun MDA
düzeyinde ise azalma görülmemifltir. Kontrol gru-

TABLO I

KONTROL GRUBUNUN H‹STOPATOLOJ‹K BULGULARI

Parametreler 1. gün 3. gün 5. gün 7. gün

Fibroblast proli. – – – – – + + – – + + + + + + ++ ++ +++ ++ +++
N e o v a s k ü l a r i z a s y o n – – – – – + – – + – + + + – – ++ + ++ + ++
Fibrin +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ + ++ + ++ ++ + + + – +
E. kal›nl›¤› (µm) 5 3 3 3 3 10 8 8 10 8 10 12 12 12 10 18 15 15 20 15
PMNL +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ + + + + +
MNH – – – – – + + ++ + + ++ ++ + ++ + ++ + ++ + +

Fibroblast proli: Fibroblast poliferasyonu; E. kal›nl›¤›: Epitel kal›nl›¤›; PMNL: Polimorphonükleer lökosit; MNH: Mononükleer hücre.

TABLO II

ÇALIfiMA GRUBUNUN H‹STOPATOLOJ‹K BULGULARI

Parametreler 1. gün 3. gün 5. gün 7. gün

Fibroblast proli. – – – – – ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ + +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
N e o v a s k ü l a r i z a s y o n – – – – – + ++ ++ + + ++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++
Fibrin ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ + + ++ + + + + + – + + – +
E. kal›nl›¤› (µm) 5 5 5 5 5 20 16 18 20 18 24 20 25 24 25 28 30 36 30 32
PMNL +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ + + ++ ++ + – + – +
MNH – – – – – + + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ + + + + +

TABLO III

KONTROL VE ÇALIfiMA GRUPLARININ 
GÜNLERE GÖRE T‹MPAN‹K MEMBRAN EP‹TEL

KALINLI⁄ININ KARfiILAfiTIRILMASI

Günler Ortalama (µm) Mann-Whitney
Kontrol Çal›flma U-testi

1 3.40±0.89 5±0.00 p<0.01
3 8.80±1.09 18.4±1.67 p<0.05
5 11.2±1.09 23.6±2.07 p<0.05
7 16.6±2.30 31.2±3.03 p<0.05

TABLO IV

KONTROL VE ÇALIfiMA GRUPLARININ 
GÜNLERE GÖRE MALOND‹ALDEH‹D
DE⁄ERLER‹N‹N KARfiILAfiTIRILMASI

Günler Ortalama (nmol/mgr yafl doku) Mann-Whitney
Kontrol Çal›flma U-testi

1 1.62±0.33 1.01±0.54 p>0.05
3 8.36±2.39 1.87±0.43 p<0.05
5 4.11±1.50 1.12±0.27 p<0.05
7 3.99±1.68 1.00±0.25 p<0.05
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bunun 3, 5 ve 7. günlerde ölçülen MDA düzeyleri,
çal›flma grubuna göre daha yüksektir. E vitamininin
hücre ve organel membranlar›ndaki lipid peroksi-
dasyonunu önleyen güçlü antioksidan bir etkiye sa-
hip oldu¤u gösterilmifl; bu sonuç, E vitamininin li-
pid peroksidasyonunun sonland›r›lmas›nda zincir
k›r›c› etkisine ba¤lanm›flt›r.[ 1 5 ] Çal›flmam›z da bu
yönden literatürle uyumludur.

Literatürde E vitamininin, sistemik veya topikal
uygulanmas›yla yara iyileflmesini h›zland›rd › ¤ › ,
hücresel ve humoral immüniteyi stimüle etti¤i, is-
tenmeyen skar oluflumunu önledi¤i ve epitel rejene-
rasyonunu art›rd›¤› bildirilmifltir.[16-18] Elde etti¤imiz
histopatolojik bulgular da, çal›flma grubunda epitel
kal›nl›¤›n›n artt›¤›n›, fibroblast proliferasyonu ve
neovaskülarizasyonun h›zland›¤›n› istatistiksel ola-
rak anlaml› biçimde ortaya konmufltur.

Sonuç olarak, deneysel travmatik TMP’de E vita-
mininin histopatolojik ve biyokimyasal parametre-
ler üzerinde anlaml› derecede olumlu etkisinin ol-
du¤u görülmüfltür. Bu veri gelecekte insan TMP’nin
tedavisine ›fl›k tutabilir.
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