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Rat timpanik membraninda deneysel olarak olusturulan

miringoskleroz gelisim siirecine N-nitro L-arjinin

metil ester’in etkisi
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Ozet

Amag: Bu calismada, miringotomi yapilan ratlara intraperitone-
al ve topikal olarak uygulanan N-nitro L-arjinin metil ester’in
(L-NAME) kulak zarr perforasyonu iyilesmesi ve miringoskleroz
gelisimi Gzerine olan etkileri incelenmistir.

Yéntem: Calismamizda 20 adet Wistar rat kullaniimistir. Yapi-
lan otomikroskopik bakida saglikli timpanik membrana sahip
oldugu gorilen 20 rata bilateral miringotomi yapildiktan son-
ra, hayvanlar her grupta bes rat olacak sekilde rastgele dort
gruba ayrilmislardir. Birinci gruptaki bes rat tedavisiz birakil-
mistir. [kinci grupta ise 10 mikrolitre serum fizyolojik emdiril-
mis gelfoam, miringotomiden hemen sonra, miringotomi son-
rasi 12. saatte ve 24. saatte olmak Ulzere U¢ kez her iki timpa-
nik membrandaki perforasyon tizerine yerlestirilmistir. Uctinci
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 Gze-
rine yerlestirilerek uygulanmistir. Dérdlnct grupta bulunan
bes rata ise 10 mg/kg (5 mg/ml) dozundaki L-NAME miringo-
tomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12. saatte ve 24.
saatte intraperitoneal olarak uygulanmistir. Ondoért gunluk iyi-
lesme periyodu sonrasinda yapilan otomikroskopik miringo-
skleroz degerlendirmesinin ardindan, hayvanlar sakrifiye edile-
rek histopatolojik inceleme amaciyla timpanik membranlari ¢I-
karilmistir. Yapilan histopatolojik degerlendirmede, Hematok-
silen-Eozin ve Van Gieson ile boyanan kesitler isik mikroskopu
altinda incelenerek inflamasyon skorlamasi, timpanik mem-
bran kalinligr 6lcim ve miringoskleroz skorlamasi yapilmistir.
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Bulgular: Calismamizda elde edilen bulgulara gore, topikal ve
intraperitoneal olarak uygulanan L-NAME'nin, yapilan miringo-
tomiye cevap olarak ortaya cikan inflamasyonu istatistiksel ola-
rak anlamli derecede azalttigi gorilmastir (p<0.05). Histopato-
lojik miringoskleroz dikkate alindiginda, topikal ve intraperitone-
al olarak uygulanan L-NAME'nin miringosklerozu, tedavisiz bira-
kilan ve topikal serum fizyolojik uygulanan gruplara gore istatis-
tiksel olarak anlamli derecede azalttigi gosterilmistir (p<0.05).
Topikal ve intraperitoneal L-NAME uygulanan gruplardaki orta-
lama timpanik membran kalinliginin, tedavisiz birakilan ve topi-
kal serum fizyolojik uygulanan gruplara gore istatistiksel anlam-
I olarak dustk dizeyde kaldigi goralmastr (p<0.05).

Sonug: Calismamizda, L-NAME'nin diger dokularda gosterilen
antiinflamatuar ve antifibrotik davranisini, timpanik membran
dokusundaki yara iyilesme stirecinde de sergiledigi ortaya kon-
mustur. Bu etkileriyle rat timpanik membraninda miringoskle-
roz gelisimini 6nledigini géstermis oldugumuz L-NAME, mirin-
gotomi yapilmasi ya da ventilasyon tUpU uygulamasi sonrasi
gorilebilen miringosklerozun énlenmesinde iyi bir tedavi alter-
natifi olabilir.
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Giris
Miringoskleroz, timpanik membranin lamina
propriasindaki kollajen yapinin hiyalin dejeneras-

yonu ve kalsifikasyonu ile karakterize bir patoloji

olup, eftizyonlu otitis medianin tedavisinde mirin-

155



Dogan E ve ark.

gotomi yapilmasi ya da ventilasyon tipu uygulama-
st sonrasinda ortaya c¢tkabilir."” Miringotomi sonrast
orta kulaktaki oksijen konsantrasyonunun dis or-
tamdaki seviyesine ulasmasiyla gelisen hiperoksik
durumun serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusu-
muna neden oldugu, olusan SOR'un ise doku hasa-
rina yol actigr gosterilmistir.®® Doku hasart sonrasi
fibrozis ve kalsifikasyonla seyreden iyilesme siireci
miringosklerozla sonuclanmaktadir.>?

Peroksinitrit, travma ve inflamasyon sirasinda
dokuda turetimi artan toksik bir serbest radikaldir.
Peroksinitrit, stiperoksit ve nitrik oksit (NO) mole-
killerinin reaksiyona girmesi sonucunda olusmak-
tadir. NO’nun sitotoksik etkilerinden asil sorumlu
olan serbest radikal peroksinitrittir.** NO akut infla-
masyon sirasinda indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz
(iNOS) enzimi tarafindan ytiksek miktarlarda sen-
tezlenmektedir.'*!* iNOS, NO sentezi sirasinda yari
esansiyel bir aminoasit olan L-arjinini substrat olarak
kullanmaktadir. iNOS enzimi icin uygun substratt
azaltan L-arjinin analoglar: kullanilarak NO’nun asir1
uretimi azaltilabilir. Calismamizda bir L-arjinin ano-
logu olan N-nitro L-arjinin metil ester (Nw-Nitro-L-ar-
ginine methyl ester hydrochloride, N-5751 Sigma®,
Germany) kullanilmistir.

N-nitro L-arjinin metil ester (L-NAME), yapilan ¢e-
sitli calismalarda antiinflamatuar, antioksidan ve an-
tifibrotik etkileri kanitlanmis, genis kullanim alanina
sahip bir maddedir. Akut inflamasyon ve yara iyiles-
me modellerinde LI-NAME kullanilarak NO sentezi-
nin inhibe edilmesinin inflamasyonu, doku hasarini
ve kollajen depolanmasini azalttigt gosterilmistir.!>>
Fakat bircok dokudaki yara iyilesmesinde olumlu et-
kileri gosterilmis olan L-NAME’nin timpanik mem-
bran perforasyonu iyilesmesi ve miringoskleroz ge-
lisimi tzerine olan etkilerini inceleyen bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada topikal ve intrape-
ritoneal olarak uygulanan L-NAME’nin, timpanik
membran iyilesmesi ve miringoskleroz gelisimi tize-

rine olan etkileri arastirilmaistir.

Gerec¢ ve Yontem

Intraperitoneal 50 mg/kg ketamin hidroklortir ve
5 mg/kg ksilazin hidroklorid enjeksiyonuyla sagla-
nan anestezi sonrast yapilan otomikroskopik bakida
bilateral normal timpanik membrana sahip oldugu
goriilen 20 adet rat calismaya dahil edildi. Otomik-
roskopik goris altinda, kulak spekulumu ve steril
pik kullanilarak her iki kulak zarinin arka tst kadra-
nina 1 mm c¢apinda standart miringotomi yapilan
ratlar her grupta bes hayvan olacak sekilde rastgele
dort gruba ayrildi.

Grup miringotomi (M) (n=10)
Bu gruptaki bes ratin toplam 10 kulak zarina, ta-

nimlanan standartlarda yapilan miringotomi sonrast
herhangi bir tedavi uygulanmadi.

Grup miringotomi + topikal serum

fizyolojik (M+SF) (n=8?)

Bu gruptaki bes ratin toplam 10 kulagina mirin-
gotomiden hemen sonra, miringotomi sonrasi 12.
saatte ve 24. saatte olmak tzere ¢ kez 10 mikrolitre
serum fizyolojik emdirilmis gelfoam, perforasyon
uzerine gelecek sekilde yerlestirildi.

“Ondordinct glinde yapilan otomikroskopik bakida, bu gru-
ba ait bir raun her iki timpanik membraninda enfeksiyon ile
uyumlu goriiniim izlendi. Hazirlanan bu iki spesmenin histopato-
lojik incelemesinde yogun polimorfontikleer 10kosit infiltrasyo-
nu ve fibrin birikimi goériilmesi tizerine, enfekte olduklar: kabul

edilerek her iki timpanik membran da calisma dist birakildi.

Grup miringotomi + topikal L-NAME

(M+tpk L-NAME) (n=10)

Bu gruptaki bes ratin toplam 10 kulagina, mirin-
gotomiden hemen sonra, miringotomi sonrast 12.
saatte ve 24. saatte olmak tizere ic kez 10 mikrolitre
(100 mg/ml) L-NAME emdirilmis gelfoam, perforas-
yon Uzerine 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 sonrast
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12. saatte ve 24. saatte olmak tzere u¢ kez 10 mg/kg
(5 mg/ml) L-NAME intraperitoneal olarak verildi.

Miringotomi sonrasinda hayvanlar 14 gtnluk iyi-
lesme periyoduna birakildilar. Calismanin 14. gu-
ninde otomikroskopik olarak miringoskleroz de-
gerlendirmesi yapildi. Buna gore; otomikroskopik
bakida goriinir sklerotik lezyon yoksa (0), yalnizca
malleus koluna komsu yerlesimli sklerotik lezyon
varsa (+), malleus koluna komsu sklerotik lezyonlar-
la birlikte on tst kadranda da sklerotik lezyon varsa
(++), malleus kolundan anulusa ulasan ve anulus bo-
yunca uzanan genis sklerotik lezyonlar varsa (+++)
olacak sekilde skorland1 (Resim 1-4).

Otomikroskopik degerlendirme yapildiktan son-
ra hayvanlar yuiksek doz intraperitoneal pentotal
(80 mg/kg) enjeksiyonunu takiben dekapite edildi.
Dekapitasyon sonrast ratlarin bullalari ¢ikarildr. Mik-
roskopik gorus altinda diseke edilen timpanik mem-
branlar kendilerini ¢evreleyen kemik anulus ve 1- 2
mm dis kulak yolu ile birlikte ¢ikartldi.

Calismanin histopatolojik hazirlik ve degerlen-
dirme islemleri DEUTF Patoloji Anabilim Dal’nda
yapildi. Tim histopatolojik degerlendirmeler, hangi

calisma grubuna hangi tedavinin uygulandigini bil-
meyen, aynt patolog tarafindan yapildi.

Her iki kulaktan hazirlanan spesmenlerden ali-
nan bes mikrometre kalinligindaki kesitler Hema-
toksilen-Eozin (H&E) ve Van Gieson (VG) ile boya-
narak 1sik mikroskobunda incelendi (Resim 5-8).
Timpanik membran lamina propriasinda gozlenen
inflamasyon 0-3 puan arasinda bir deger verilerek
semikantitatif olarak skorland1 (inflamasyon yok: 0,
hafif inflamasyon: 1, orta derecede inflamasyon: 2,
siddetli inflamasyon: 3). Timpanik membran total
kalinliginin 6lcimu icin H&E boyali kesitlerden el-
de edilen mikroskopik goruntiiler kullanildi. VG bo-
yalt kesitlerden elde edilen gortunttler kullanilarak
timpanik membran lamina propriasindaki sklerotik
lezyonlarin degerlendirmesi yapildi. Bulgular 0-2
puan arasinda bir deger verilerek semikantitatif ola-
rak skorlandi (miringoskleroz yok: 0, lamina prop-
riada ayri ayri yerlesmis seyrek sklerotik lezyon: 1,
bir arada bulunan genis sklerotik lezyon: 2).

Otomikroskopik miringoskleroz, lamina propria-
da inflamasyon ve histopatolojik miringoskleroz
acisindan gruplar arasindaki farkliligi test etmek icin

Resim 1. M grubuna ait bir tim-
panik membran. Ok ile isaretli
perforasyon alaninin kalin bir zar
yapisi ile kapandigi gordltyor. Di-
ger alanlarda yaygin skleroz izle-
niyor. [Bu resim, derginin
www.turkarchotolaryngol.org
adresindeki online versiyonunda
renkli gordilebilir]

Resim 2. M+SF grubuna ait bir
timpanik membran. Artmis tim-
panik membran kalinligi ile birlik-
te tim kadranlarda yaygin skle-
roz mevcut. [Bu resim, derginin
www.turkarchotolaryngol.org
adresindeki online versiyonunda
renkli gorulebilir]

Resim 3. M+iP L-NAME grubu-
na ait bir timpanik membran.
Umbo cevresinde az miktarda
sklerotik lezyon izleniyor. Diger
alanlarda sklerozun olmadigi, za-
rin seffaf ve ince yapisini korudu-
gu gozleniyor. [Bu resim, dergi-
nin www.turkarchotolary-
ngol.org adresindeki online ver-
siyonunda renkli gorilebilir]
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Resim 4. M+tpk L-NAME grubu-
na ait bir timpanik membran. isa-
retli olan arka-Ust kadrandaki mi-
ringotomi alaninin daha ince bir
zar yapis! ile kapandigi gorultyor.
Diger alanlarda ise sklerotik lezyon
icermeyen seffaf ve ince gériniim
dikkat cekiyor. [Bu resim, derginin
www.turkarchotolaryngol.org ad-
resindeki online versiyonunda
renkli gorulebilir]

157



Dogan E ve ark.

Fischer’s Exact Test kullanildi. Timpanik membran
ortalama kalinlik degerleri ise ikili gruplar arasinda
Mann-Whitney U testi kullanilarak test edildi. Kulla-
nilan tim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel an-
lamli kabul edildi (Tablo 1).

Bulgular

Otomikroskopik miringosklerozun, topikal L-NA-
ME uygulanan M+tpk L-NAME grubunda tedavisiz bi-
rakilan M grubuna gore istatistiksel olarak anlamli du-
zeyde azaldigi tespit edildi (p=0.02). M+tpk L-NAME
grubu ile M+SF grubu karsilastirildiginda ise istatistik-
sel anlamliliga yakin olmakla birlikte p degerinin
0.05'in hemen tzerinde kaldigi gorilda (p=0.054) ve
bu sonuc¢ denek sayisinin azligina baglandi.

M+tpk L-NAME ve M+IP L-NAME gruplari arasin-
da ise otomikroskopik miringoskleroz acisindan an-
lamli farklilik bulunmadi (p=1.00) (Tablo 2).

Tablo 1. Otomikroskopik degerlendirmeye gére miringoskleroz bul-

gulari.
Miringoskleroz
Grup MS yok  Hafif MS  Orta MS  Siddetli MS
say! (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

Gruplar arast karsilastirma yapildiginda; topikal
L-NAME uygulanan M+tpk L-NAME grubundaki inf-
lamasyon siddetinin hem M hem de M+SF grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
gorildi (p=0.02 ve p=0.04). [P L-NAME’nin inflamas-
yonu, tedavisiz birakilan ve topikal SF uygulanan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaltugt gorilda (p=0.003 ve p=0.007).

Topikal I-NAME uygulanan M+tpk L-NAME gru-
bu ile intraperitoneal L-NAME uygulanan M+iP L-
NAME gruplari arasinda ise inflamasyon siddeti act-
sindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulun-
madi (p=1.00) (Tablo 3).

M+tpk L-NAME grubunda olcilen timpanik
membran kalinliginin M grubu ve M+SF grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha az ol-
dugu belirlendi (p=0.004 ve p=0.008). M+IP L-NAME
grubunda hesaplanan ortalama timpanik membran
kalinligr, hem M hem de M+SF grubuna gore istatis-
tiksel olarak anlamli derecede daha az bulundu
(p=0.001 ve p=0.004). M+tpk L-NAME ve M+IP L-NA-
ME gruplart arasinda yapilan karsilastirmada ise or-
talama timpanik membran kalinligr acisindan an-
lamli farklilik bulunmadi (p=0.909) (Tablo 4).

M+tpk L-NAME grubu ile M ve M+SF gruplari ara-
sinda yapilan histopatolojik miringoskleroz karsilas-
tirmasinda, M+tpk L-NAME grubunda miringoskle-
rozun istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig:
goruldu (p=0.02 ve p=0.04).

Tablo 2. Lamina propriadaki inflamasyon siddetinin gruplardaki dagilimi.
Lamina propriada inflamasyon
Yok / Hafif Orta / Siddetli Toplam

Grup Sayli % Sayi % Sayli %
M 3 30.0 7 70 10 100.0
M+SF 3 37.5 5 62.5 8 100.0
M+tpk L-NAME 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
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M+IP L-NAME grubu ile M ve M+SF gruplari ara-
sinda yapilan histopatolojik miringoskleroz karsilas-
tirmasinda, M+iP L-NAME grubunda miringosklero-
zun istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi go-
ralda (p=0.02 ve p=0.04).

Topikal L-NAME uygulanan M+tpk L-NAME gru-
bu ile intraperitoneal L-NAME uygulanan M+iP L-
NAME gruplart arasinda ise histopatolojik mirin-
goskleroz acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=1.00).

Tartisma

Calismamizda, yapilan miringotomi sonrast iNOS
araciligtyla sentezlenen NO’nun indukledigi asirt
inflamasyon ve doku hasarinin 6énlenmesi amacryla
L-NAME; miringotomiden hemen sonra, miringoto-
mi sonrast 12. saatte ve 24. saatte topikal ve intrape-
ritoneal olarak uygulanmuistir. Elde edilen bulgulara
gore ilk 24 saatte uygulanan L-NAME’nin, hem
M+tpk L-NAME hem de M+IP L-NAME grubunda, ya-
pilan miringotomiye cevap olarak ortaya c¢ikan infla-
masyonu belirgin olarak baskiladigi gorilmustur.

Tablo 3. Gruplardaki total timpanik membran kalinligi ortalamalari.

Grup Ortalama (mikrometre) Standart sapma
M 77.9 33.5
M+SF 62.8 21.3
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

Tablo 4. Histopatolojik incelemeye gdre miringoskleroz bulgulari.

Miringoskleroz

Grup Sayi MS yok Seyrek MS  Genis MS
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, SF: Serum fizyolojik, tpk: Topikal, iP: Intraperitoneal, L-NAME: N-Nitro L-
arjinin metil ester

L-NAME ile inflamatuar cevabin baskilanmasi, inf-
lamasyon fazinda olusan doku hasarinin siddetinin
azalmasina neden olmaktadir. Boylece doku hasarina
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Resim 5. M grubundan 6rnek Resim 6. M+SF grubundan

Resim 7. M+tpk L-NAME gru- Resim 8. M+IP L-NAME

kesit. Ok ile isaretli timpanik
membranda belirgin kalinlasma
izleniyor. Lamina propriada
yogun inflamasyon ve skleroz
gelisimi mevcut. [Bu resim, dergi-
nin www.turkarchotolaryngol.org
adresindeki online versiyonunda
renkli gorulebilir]

ornek kesit. Artmis timpanik
membran kalinhgr dikkat cekiyor.
isaretli alanda, lamina propri-
adaki yogun inflamasyon ve
hiyalinizasyon gosteriimektedir.
[Bu resim, derginin www.turkarc-
hotolaryngol.org adresindeki on-
line versiyonunda renkli goérulebi-
lir]

bundan 6rnek kesit. Ok ile isaret-
lenen timpanik membranda fib-
roblastik proliferasyonun ve skle-
rotik degisimlerin olmadigi,timpa-
nik membranin M ve M+SF grup-
larina gore daha ince oldugu go-
rtlmektedir. [Bu resim, derginin
www.turkarchotolaryngol.org ad-
resindeki online versiyonunda
renkli gordlebilir]
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grubundan 6rnek kesit. M ve
M+SF grubuna gore timpanik
membran kalinliginin belirgin
olarak daha az oldugu
gorulmektedir. [Bu resim, dergi-
nin www.turkarchotolaryngol.org
adresindeki online versiyonunda
renkli gorulebilir]
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cevap olarak ortaya cikan fibroblastik reaksiyonun ve
asirt kollajen sentezinin 6ntine gecilebilmektedir.

Histopatolojik miringoskleroz dikkate alindigin-
da, L-NAME'nin miringosklerozu M+tpk L-NAME ve
M+IP L-NAME gruplarinda, M ve M+SF gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi
gosterilmistir. Bu sonuclar, miringotomi sonrast uy-
gulanan L-NAME’nin antiinflamatuar, antifibrotik ve
kalsifikasyonu onleyici etkileriyle miringosklerozu
azalttigini gostermektedir.

Arastirmamizda topikal ve intraperitoneal L-NA-
ME uygulanan gruplardaki ortalama timpanik mem-
bran kalinliginin, tedavisiz birakilan ve topikal se-
rum fizyolojik uygulanan gruplara gore istatistiksel
anlamli olarak dusik diuzeyde kaldigt goralmistir.
L-NAMEFE’nin inflamasyonu ve kollajen sentezini
azaltmasi, timpanik membran kalinhiginin daha az
olmasina neden olmaktadir.

Sonug olarak calismamizda, L-NAME’nin diger do-
kularda gosterilen antiinflamatuar ve antifibrotik dav-
ranisini, impanik membran dokusundaki yara iyiles-
me stirecinde de sergiledigi ortaya konmustur. Bu et-
kileriyle rat timpanik membraninda miringoskleroz
gelisimini 6nledigini gostermis oldugumuz L-NAME,
miringotomi yapilmasi ya da ventilasyon tiipi uygu-
lamast sonrast gorilebilen miringosklerozun onlen-
mesinde iyi bir tedavi alternatifi olabilir. Ancak klinik
uygulama bulmast icin daha ileri ve genis kapsamli
calismalarin yapilmasina gereksinim vardir.
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