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DENEYSEL CALISMA

Travmatik timpanik membran perforasyonlarinda
E vitamininin histopatolojik iyilesme ve lipid peroksidasyon
diizeyleri iizerine etkileri: Deneysel calisma

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

Dr. Nihat SUSAMAN,' Dr. Sinasi YALCIN,” Dr. Nevin ILHAN,® Dr. I. Hanifi OZERCAN,*
Dr. irfan KAYGUSUZ,’ Dr. Turgut KARLIDAG,” Dr. Uzeyir GOK®

Amag: E vitamininin, mekanik etkiyle olusturulan timpanik
membran perforasyonlarinda iyilesme Gzerine olasi olum-
lu etkilerini ortaya koymak.

Calisma Plani: Kirk adet guinea pig'in her iki timpanik memb-
raninda, standart 1.8 mm’lik perforasyon olusturuldu. Denek-
ler 20’serli iki gruba ayrildi. Bir gruba tedavi uygulanmazken,
diger gruba 100 mg/kg/giin E vitamini intramuskuler enjeksi-
yonla verildi. Perforasyon olusturulduktan sonra, 1, 3, 5 ve 7.
glnlerde gruplardan rastgele secilen bes kobayin yasami
sonlandinldi. Timpanik membrandaki histopatolojik degisiklik-
ler degerlendirildi ve doku malondialdehid diizeyleri 6l¢uldu.

Bulgular: Epitel kalinhdi, fibroblast proliferasyonu ve ne-
ovaskularizasyon g¢alisma grubunda anlaml derecede
farkli bulundu (p<0.05). Epitel kalinhginin iki grupta da bi-
rinci glinden itibaren arttigi; ancak bu artisin galisma gru-
bunda daha hizli oldugu belirlendi. Calisma grubunda ma-
londialdehid diizeyinin 3 ve 5. giinlerde 1. gline gére artis
gbstermesine ragmen (p<0.05), 7. glinde 1. giin dliizeyine
indigi goruldl. Kontrol grubunda ise bdyle bir dlisus sap-
tanmadi.

Sonug: E vitamini, travmatik timpanik membran perforas-
yonlarinin iyilesme surecini hizlandirmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Antioksidan; guinea pig; lipid peroksitleri/meta-

bolizma; malondialdehid/metabolizma; timpanik membran/yaralan-
mav/ilag etkisi; vitamin E/uygulama ve doz; yara iyilesmesi/ilag 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-
er, 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.

Key Words: Antioxidants; guinea pigs; lipid peroxides/metabolism;
malondialdehyde/metabolism; tympanic membrane/injuries/drug
effects; vitamin E/administration & dosage; wound healing/drug effects.
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Timpanik membran perforasyonlarinin (TMP)
biiyiik bir cogunlugu penetran veya kiint travmalar,
ani basing degisiklikleri (barotravma), asir1 akustik
enerji degisimi ya da otitis media gibi degisik ne-
denlerle olusur."

Serbest oksijen radikallerinin TMP’lerdeki histo-
patolojik degisikliklerde 6nemli rol oynadig: goriisii
yayginlik kazanmaktadir. Timpanik membran per-
forasyonlar1 sonras: serbest oksijen radikallerinin
olusumu lipid peroksidasyon tiriinleriyle baglantili-
dir.” Singlet oksijen, superoksit, peroksil ya da hid-
roksi radikali gibi reaktif oksijen substantlar1 doku
harabiyeti ve enflamasyonuna birlikte katiliyor ola-
bilir.*" Serbest oksijen radikalleri lipid, protein ve
niikleik asitler gibi biyomolekiillerle reaksiyona gi-
rerek ya da timpanik membranda endojen enzima-
tik veya non-enzimatik antioksidanlar: azaltarak da
harabiyete neden olabilir.” Vitamin E (alfa-tocophe-
rol), hayvanlarda ve insanlarda en 6nemli lipofilik
non-enzimatik serbest radikal yakalayicisidir.”’ Bi-
yomembranlardaki lipid peroksidasyonunun erken
evresinde serbest radikalleri yakalayarak lipid pe-
roksidasyonunun ve hiicre membranindaki polian-
satiire yag asitlerinin serbest radikal tehditinde ilk
basamak savunma mekanizmasi olarak diisiiniil-
mektedir.” Vitamin E tocopheroksil radikale gevrilir.
Bu da askorbit asit ve glutatyonla tekrar alfa-tocop-
herole indirgenir. Boylece askorbit asit ve glutatyon
hiicre membranlarinda alfa-tocopherol diizeylerinin
stirdiiriilmesi saglanir.”

Nedeni ne olursa olsun, meydana gelen TMP'lerin
akut ya da kronik dénemde tedavi edilmeleri, bunla-
ra bagh gelisebilecek komplikasyonlar1 onleyecektir.
Iyilesmeyen TMP'ler cerrahi olarak onarilmalidir.”
Ancak, cerrahi girisim zaman, isgiicii kayb1 ve maliye-
tinin yiiksekligi nedeniyle ekonomik degildir. Bu ne-
denle, perforasyonu hasta agisindan daha kolay ve
ucuz yontemlerle kapatacak madde ve teknikler aras-
tirlmaktadir. Bunlar arasinda hastanin kendi kanmn-
dan elde edilmis fibrin yapistiricilar, hyaliironik asit
ve gelfilmler sayilabilir. Ancak, timpanik membranin,
ozellikle akut perforasyonlarimn tedavisinde etkinligi
tam olarak ortaya konmus herhangi bir madde yok-
tur” Giintimiizde, travmalar sonucu meydana gelen
TMP'nin iyilesmesini geciktiren ve kalic1 olmasina ne-
den olan serbest oksijen radikallerinin giderilmesini
hedefleyen tedaviler aranmaktadir."”

Bu calismada, travmatik TMP olusturularak, E
vitamininin doku serbest oksijen radikallerinden
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malondialdehid (MDA) diizeyi ve timpanik memb-
randa meydana gelen iyilesmeye ait histopatolojik
degisiklikler tizerine etkisini incelemeyi amagcladik.

GEREC VE YONTEM

Calisma protokolii Firat Universitesi Tip Fakiilte-
si Bolgesel Komitesi tarafindan onaylandi (Protokol
No 1850). Calisma, 400-800 gr agirhiginda, saglikli 40
guinea pig tizerinde gergeklestirildi. Denekler 20°C
oda sicakliginda, paslanmaz celik kafeslere teker te-
ker yerlestirildi ve yem fabrikasindan alinan aym
tiir ticari yem ve su ile beslendi. Daha sonra, %2’lik
xylazine hidrokloriir 5 mg/kg ve ketamin hidrokl6-
riir 50 mg/kg kombinasyonu intramuskiiler yoldan
verilerek anestezi saglandi. Mikroskop altinda, tim-
panik membranlar1 saglam olan deneklerin her iki
timpanik membraninda posterior superior kadrana
steril sartlarda trokar (09.52.15 nolu Medicon, Al-
manya) yardimi ile standart 1.8 mm’lik perforasyon
olusturdldu. Deney hayvanlar1 rastgele segimle
20’serli iki gruba ayrild.

Kontrol grubu olan birinci gruba deney siiresince
0.3 ml/giin serum fizyolojik; calisma grubu olan
ikinci gruba ise 100 mg/kg/giin E vitamini (alfa-to-
copherol asetat, Ephynal®, Roche, Istanbul, Tiirkiye),
intramuskdiiler olarak uygulandi.

Uygulamanin 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde, iki gruptan
rastgele secilen beser hayvanin yasami ytiksek doz
ketamin hidrokloriir verilerek, histopatolojik ve bi-
yokimyasal inceleme amaciyla sonlandirildi. Her iki
timpanik membran kemik anulusla birlikte ¢ikarildi
ve biri biyokimyasal, digeri histopatolojik inceleme
i¢in kullanild1.

Biyokimyasal inceleme i¢in lipid peroksidasyo-
nunun son iriini olan MDA tayini, Ohkawa ve
ark.” tarafindan belirlenen yontemle yapildi. Tim-
panik membran doku 6rneklerine her gram basina
19 ml %1.15’lik KCl soliisyonu ile cam-cam homoje-
nizator kullanilarak, homojenizasyon islemi gergek-
lestirildi. Doku homojenatinin 0.2 ml’sine 0.2 ml
%8.1'lik tiyobarbitiirik asit ve son hacim 4 ml’ye ta-
mamlanacak sekilde distile su eklenerek, 95°C’de bir
saat inkiibe edildi. Standart olarak 1.1.3.3 tetrame-
toksipropan (Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD)
kullanild1. Inkiibasyon sonrasi soguk su altinda so-
gutulan tiiplere, 1 ml distile su ile 5 ml n-biitanol/ pi-
ridin (15:1, v/v) eklenerek karigtirildi. Ug bin rpm’de
10 dk santrifiij edilen tiiplerin iisteki organik faz ali-
narak 532 nm’de kore karsi standart ve 6rnek absor-
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banslari olgiildii. Lipid peroksit diizeyleri her milig-
ram 1slak doku basina nmol MDA olarak verildi.

Ornekler histopatolojik inceleme icin %10'luk for-
maldehitte 24 saat siireyle fikse edildikten sonra, %5
formaldehit iceren %20’'lik formik asit soliisyonunda
bes giin siireyle dekalsifiye edildi. Daha sonra parafi-
ne gomiilerek 3 mm’'lik kesitler alind1 ve hematoksi-
len-eozinle (H-E) boyandi. Hazirlanan preparatlar
151k mikroskobunda (Olympus Bx-50, Olympus Opti-
cal, Japonya) fibroblast proliferasyonu, neovaskiilari-
zasyon, epitel kalinligy, fibrin, polimorfontikleer 16ko-
sit (PMNL) ve mononiikleer hiicre yoniinden incelen-
di. Bu parametrelerin her biri yok (-), hafif (+), orta
(++) ve siddetli (+++) olarak derecelendirildi.

Istatistiksel analizler, SPSS bilgisayar programiy-
la Kruskal Wallis tek yonliit ANOVA, Tukey-HSD ve
Mann-Whitney U-testi kullanilarak yapildi; anlamli-
lik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik inceleme

Fibroblast proliferasyonu ve neovaskiilarizas-
yon, kontrol grubunda tglincii giinde olusmaya
baslad1 ve yedinci giinde en yiiksek diizeye ulast
(Sekil 1a, b) (Tablo I). Calisma grubunda ise fibrob-
last proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon tiglincii
glinden itibaren kontrol grubuna gore daha fazla ar-
tis gosterdi ve yedinci giinde en yiiksek diizeye gel-
di (Sekil 2a, b) (Tablo II). Fibrin miktar1 ve PMNL in-
filtrasyonu iki grupta da birinci giinde en yiiksek
degerine ulasip yedinci giine dogru, ilerleyen bir
diisiisle en alt diizeye indi (Sekil 1, 2) (Tablo I, II).
Fibrin miktari, kontrol grubunda ¢alisma grubuna
gore daha fazla bulunurken, gruplar arasindaki far-
kin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi
(p<0.05). Epitel kalinlig, iki grupta da birinci giin-
den yedinci giine dogru ilerleyen bir artis gosterdi;

Sekil 1 - Kontrol grubunda (a) birinci ve (b) ye -
dinci giinlerde histopatolojik bulgular
(H-E x 200).
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ancak ¢alisma grubunda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde daha fazla idi (Tablo III). Calisma grubun-
da yedinci giinde bag dokuda PMNL'lerin azaldig,
fibrdlast proliferasyonunun arttigi, submukozal
damarlar olustugu ve subepitelyal hiperplazik reak-
siyonun belirginlestigi goriildii. Perforasyon kenar-
larinda meydana gelen ¢ok katl1 yassi epitelin, yara-
nin bir kenarindan digerine koprii olusturarak per-
forasyonu kapattig1 izlendi (Sekil 2b).

Biyokimyasal inceleme

Kontrol grubunda MDA diizeyinin {i¢iincii giin-
de en yiiksege ulagtiktan sonra azalmaya bagladig:
ve yedinci giinde ilk giinkii diizeyine inmedigi go-
riildii. Calisma grubunda ise MDA diizeylerinin
tigtlincii ve beginci giinlerde birinci giine gore arttigy,
ancak yedinci giinde ilk giinkii diizeyine indigi go-
rildii. Yapilan istatistiksel incelemede kontrol grubu

ile calisma grubu arasinda anlaml bir farkliligin ol-
dugu gozlendi (Tablo IV).

TARTISMA

Timpanik membran perforasyonlarda erken mii-
dahalenin amaci, kendiliginden kapanmayla oldu-
gundan daha yiiksek oranda intakt ve fizyolojik bir
zar elde etmektir.”” Literatiirde TMP'nin %88 ora-
ninda kendiliginden iyilesebilecegi; ancak dogal
seyrine birakildiginda, perforasyon devam ettigi sii-
rece enfeksiyon riski nedeniyle iyilesmenin gecike-
bilecegi bildirilmistir.”""

Serbest oksijen radikalleri artan sayida hastalik
ve enflamatuvar durumun patogenezinden sorumlu
tutulmaktadir. Bunlar protein, karbonhidrat, niikle-
ik asit ve lipidlerin kimyasal degisimiyle doku hara-
biyetine neden olabilir. Lipid peroksidasyonu, ser-

Sekil 2 - Calisma grubunda (a) birinci ve (b) ye -
dinci giinlerde histopatolojik bulgular
(H-E x 200).
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TABLO 1

KONTROL GRUBUNUN HISTOPATOLOJIK BULGULARI
Parametreler 1. giin 3. glin 5. glin 7. glin
Fibroblast proli. - - - - - + o+ - - + + o+ o+ o+ o+ A
Neovaskiilarizasyon =~ — - - - - + - -+ - + e T = S
Fibrin +++  +t++ A+ ++  ++ A+ +  ++ o+ 4+ + o+ + - +
E. kalinlig1 (pm) 5 3 3 3 3 10 8 8 10 8 10 12 12 12 10 18 15 15 20 15
PMNL +++ +++ A+ A+ A A + o+ +
MNH - - - - - + + ++ o+ + ++ ++  + 4 ++ o+ ++  + +

Fibroblast proli: Fibroblast poliferasyonu; E. kalinhig1: Epitel kalinligi; PMNL: Polimorphoniikleer 16kosit; MNH: Mononiikleer hiicre.

TABLO II

GCALISMA GRUBUNUN HiSTOPATOLOHK BULGULARI
Parametreler 1. giin 3. glin 5. glin 7. glin
Fibroblast proli. - - - - - S S S S o S S o o S S S o S o o o s o o S o o S o o
Neovaskiilarizasyon - - - - - + o+ o+ o+ I i e e o o
Fibrin ++ A 4+ 4+ + + o+ + + - + + - +
E. kalinlig1 (pm) 5 5 5 5 5 20 16 18 20 18 24 20 25 24 25 28 30 36 30 32
PMNL T o e e o S o S o s S S oo S o S o R R SR S S N + - + -
MNH - - - - - + + A+ e+ + ++ A+ + + + +

best radikallerin hiicre membranindaki poli-ansatii-
re yag asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelir.*"”

Guinea pig modellerinde deneysel otitis media
olusturularak yapilan bir calismada timpanik
membran dokusunda MDA &lciilmiistiir.™” Enfekte
ve kontrol gruplar: karsilastirilmis ve MDA diizeyi
3, 5 ve 7. glinlerde kontrol grubuna gore onemli
oranda yiiksek bulunmustur.” Bu sonuglarla orta
kulak enfeksiyonlar: ile serbest oksijen radikalleri-
nin hasar1 arasindaki iligki anlasilmais; otitis media
tedavi protokolii ve kullanilan ajanlarin dikkatle in-
celenmesi gerektigi belirtilmistir.""

TABLO III

KONTROL VE CALISMA GRUPLARININ
GUNLERE GORE TIMPANIK MEMBRAN EPITEL
KALINLIGININ KARSILASTIRILMASI

Normalde saglikli dokulardaki lipid peroksidas-
yon diizeyleri ¢ok diisiiktiir. Lipid peroksidasyonu,
serbest radikale bagli doku hasarmin bir belirleyici-
si olarak kullanilabilir. Bu sonug, E vitamininin lipid
peroksidasyonunu onleyen ve olustugunda notrali-
ze eden bir antioksidan ajan oldugu goriisiiyle
uyumludur."”

Calismamizda da MDA diizeyinin, literatiirle
uyumlu olarak, ¢alisma grubunda baslangigta art-
masina ragmen, yedinci giinde birinci giin degerle-
rine indigi saptanmistir. Kontrol grubunun MDA
diizeyinde ise azalma goriilmemistir. Kontrol gru-

TABLO IV

KONTROL VE CALISMA GRUPLARININ
GUNLERE GORE MALONDIALDEHID
DEGERLERININ KARSILASTIRILMASI

Glinler Ortalama (pm) Mann-Whitney Giinler Ortalama (nmol/mgr yas doku) Mann-Whitney
Kontrol Calisma U-testi Kontrol Calisma U-testi
1 3.40+0.89 5+0.00 p<0.01 1 1.62+0.33  1.01+0.54 p>0.05
3 8.80+1.09  18.4+1.67 p<0.05 3 8.36£2.39  1.87+0.43 p<0.05
5 11.2£1.09  23.6+2.07 p<0.05 5 411+1.50  1.12+0.27 p<0.05
7 16.6+2.30  31.2+3.03 p<0.05 7 3.99+1.68  1.00+0.25 p<0.05
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bunun 3, 5 ve 7. giinlerde 6l¢iilen MDA diizeyleri,
¢alisma grubuna gore daha yiiksektir. E vitamininin
hiicre ve organel membranlarindaki lipid peroksi-
dasyonunu onleyen giiclii antioksidan bir etkiye sa-
hip oldugu gosterilmis; bu sonug, E vitamininin li-
pid peroksidasyonunun sonlandirilmasinda zincir
kiriar etkisine baglanmistir.”” Calisgmamiz da bu
yonden literatiirle uyumludur.

Literatiirde E vitamininin, sistemik veya topikal
uygulanmasiyla yara iyilesmesini hizlandirdigi,
hiicresel ve humoral immiiniteyi stimiile ettigi, is-
tenmeyen skar olusumunu 6nledigi ve epitel rejene-
rasyonunu artirdig1 bildirilmistir.""™ Elde ettigimiz
histopatolojik bulgular da, ¢calisma grubunda epitel
kalinliginin arttigini, fibroblast proliferasyonu ve
neovaskiilarizasyonun hizlandigin istatistiksel ola-
rak anlaml bicimde ortaya konmustur.

Sonug olarak, deneysel travmatik TMP’de E vita-
mininin histopatolojik ve biyokimyasal parametre-
ler tizerinde anlamli derecede olumlu etkisinin ol-
dugu gorilmiistiir. Bu veri gelecekte insan TMP'nin
tedavisine 1s1k tutabilir.
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