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Ratlarda Topikal Dekspantenoliin
Travmatik Kulak Zar1 Perforasyonunda
Miringoskleroz Uzerine Etkisi

Effect of Topical Dexpanthenol on Myringosclerosis
of Traumatic Tympanic Membrane Perforation

OZET Amag: Sicanlarda travmatik kulak zar1 perforasyonu olusturarak, topikal dekspantenoliin iyi-
lesme tizerine etkisinin mikroskobik ve histolojik olarak incelenmesidir. Gereg ve Yontemler: Yirmi
dort erigkin, erkek, Spraeque-Dawley 1rki rat, esit sekilde dort gruba ayrilmigtir. Grup 1; islem yapil-
mamis, sadece kulak zar1 incelenmistir. Diger {i¢ grubun kulak zarinda 0,8 mm perforasyon olustu-
rulmustur. Grup 2; sadece perforasyon islemi uygulanms, Grup 3; serum fizyolojik damlatilmis (sham
grubu), ve Grup 4’e; topikal 500 mg dekspantenol sivi formu, perforasyondan hemen sonra, 24, 48, 72
ve 120. saatlerde uygulanmugtir. On besinci giinde anestezi altinda, otomikroskobik inceleme yapila-
rak her iki zarda kapanma, kalsifikasyon olugumu ve histolojik degisiklikler degerlendirilmigtir. Bul-
gular: Grup 4’te diger gruplara gére kalsifikasyon ve perforasyon gozlenmemis ve diger gruplarla
kargilagtirldiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmigtir. Histolojik bulgularda, tiim
gruplarda zar bag dokularinda normal zara gére kalinlasma, dekspantenol grubunda diger gruplara
gore dejeneratif 6zellik gosteren fibroblastlar, kollajen lif dagihiminda diizensizlikler saptanmistir.
Sonug: Bu bulgular dogrultusunda, topikal dekspantenoliin travmatik zar perforasyon kapanmasi ve
miringosklerozun 6nlenmesinde etkili bir tedavi yontemi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kulak zar1 perforasyonu; dekspantenol; rat; miringoskleroz

ABSTRACT Objective: The objective of this study is to investigate the healing effects of topical dex-
panthenol on traumatic tympanic membrane perforation in rats through observations of microscopy
examination and histological changes. Material and Methods: 24 male Spraque-Dawley rats divided
into 4 groups. Group 1; without treatment, only the tympanic membrane examined. The other three
groups tympanic membrane were perforated with a 0.8 mm perforator, Group 2; no topical agent was
applied, only perforated, Group 3; treated with saline solution (sham group) and Group 4; treated
with topical 500 mg dexpanthenol in liquid form. Saline solution and dexpanthenol applied at after
perforation, 24, 48, 72, and 120 hours after the myringotomy. Otomicroscopic examination under
anesthesia was performed on the fifteenth day to check the status of the myringotomy patency on
each side. The healing, calcification and of tympanic membrane perforations was evaluated. Results:
In Group 4, all the membranes were closed without calcification. Histological examination is thick-
ening in the membrane connective tissues compared to normal was observed in all groups. Degen-
erative fibroblasts and irregularities in collagen fiber distribution were detected in the decspanthenol
group according to other groups. Conclusion: In the direction of these findings, traumatic membrane
perforation in the rat model is thought to be an effective treatment modality in the development of
topical dexpanthenol perforation closure and myringosclerosis.

Keywords: Tympanic membrane perfortion; dexpanthenol; rat; myringosclerosis

ulak zar1 (KZ), insanlarda oldugu gibi ratlarda da, lateralden mediyale

dogru t¢ tabakadan olugmaktadir. Bunlar; keratinize strafiye skua-

6z epitelden olusan kutanoz tabaka, lateralde radiyal, mediyalde sir-

kiiler seyreden liflerin yer aldig: fibroz tabaka ve orta kulak mukozasinin
devamu olan basit kolumnar epitel ile doseli mukozal tabakadir.'? KZ perfo-
rasyonu, insanlarda sik goriilen klinik bir problemdir. Travma, akut otitis
media ve miringotomi sonrasi meydana gelen akut KZ perforasyonlarinin
biyiik bir kismi kendiliginden kapanir iken, kronik perforasyonlar siklikla
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cerrahi tedavi gerektirmektedir. KZ perforasyonu
sonucunda iletim tipi isitme kaybi, sekonder enfek-
siyon, skuamoz epitel kisti veya kolesteatoma for-
masyonu gibi komplikasyonlar gelisebilmektedir.
Bu nedenle gesitli materyaller ve teknikler KZ iyi-
lesmesinde denenmisgtir.3°

Miringoskleroz, KZ'nin lamina propriasindaki
kollojen yapinin hiyalin dejenerasyonu ve kalsifi-
kasyonu ile karakterize bir patoloji olup, efiizyonlu
otitis medianin tedavisinde miringotomi yapilmasi
ya da ventilasyon tiipii uygulamasi sonrasinda ortaya
cikabilmektedir.” Miringotomi sonras: orta kulakta
oksijen konsantrasyonunun dis ortam seviyesine
ulagmasi ile hiperoksi meydana gelerek, serbest ok-
sijen radikalleri (SOR) olusumunu tetiklemektedir.
Olusan SOR’nin ise doku hasarina yol agtig, fibroz
ve kalsifikasyon ile seyreden iyilesme siireci sonunda
da miringoskleroz ile sonuglandig1 gosterilmistir.”?

Dekspantenol; pantotenik asitin alkol formu
olup, viicutta pantotenik asite doniismektedir. Pan-
totenik asit koenzim A’nin yapisinda yer alan bir mo-
lekiildiir. Koenzim A, graniilositlerde miyeloperok-
sidaz salinimini azaltarak SOR olusumunu engelle-
yerek ve antiinflamatuar etki gostererek mitotik ak-
tiviteyi artirmaktadir. Ayrica, pantotenik asit ve
tiirevleri, hiicre i¢inde glutatiyon ve adenozin-5-
trifosfat sentezinde artiy meydana getirmektedir. Bu
stirecler oksidatif strese karsi tamir sistemlerinde ve
inflamatuar yanitta 6nemli bir rol oynamaktaduir.'
Dekspantenoliin yara iyilesmesi ve epitelizasyonu
tizerindeki pozitif etkisi bilinmektedir."

Bu ¢alismada, rat KZ’lerinde, miringotomi ya-
parak olusturulan perforasyonda, bir epitelizan
madde olan dekspantenoliin sivi formu ile iyilesme
stirecinin klinik ve histolojik olarak degerlendiril-
mesi amaglanmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER

DENEKLER

Calismaya toplam 24 adet, ortalama 300 g agirli-
ginda, saglikh erkek cinsiyette Sprauge-Dawley rat
dahil edilmistir. Bu calisma, Baskent Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onay-
lanmis (DA17/07) ve Baskent Universitesi Aras-
tirma fonunca desteklenmistir.

76

Ratlar; 12 saat aydinlik, 12 saat karanlkta, 25
°C sicaklikta, serbest yemek ve su alabildikleri ve
arka plan giiriiltli seviyesinin 50 dB’in altinda ol-
dugu bir ortamda barindirilmigtir.

CERRAHi PROSEDUR

Islem &ncesi sodyum tiopenthenal (30 mg/kg,
intraperitonal) ve ketamin hidroklorid (20 mg/kg,
intramuskiiler) ile anestezi saglanmistir. Otomik-
roskop ile KZ incelenmistir. D1 kulak yolundaki
debris ve busonlar temizlenmistir. Zar perfore olan
ve dis kulak yolunda enfeksiyon gézlenen ratlar ¢a-
lisma dis1 birakilmigtir. Normal KZ’leri olan 24 adet
rat caligmaya déahil edilmistir. Her bir grupta alt1
hayvan olmak iizere, rastgele toplam dort grup
olusturulmustur. Grup 2, 3 ve 4’e steril pik kulla-
narak arka kadrana perforasyon yapilmistir (0,8
mm ¢apinda). Gruplar;

1. Grup (kontrol grubu); hicbir islem yapilma-
dan sadece normal KZ incelenen grup,

2. Grup: sadece miringotomi uygulanan,

3. Grup (sham grup); dis kulak yoluna sigacak
boyutlarda, zarin tizerine degecek sekilde sponjel ko-
nularak 50 pl (bir damla) serum fizyolojik damlatilan,

4. Grup (dekspantenol); dis kulak yoluna spon-
jel konularak ayni miktarda 500 mg dekspantenol
(Bephanthene ampule®; Bayer AG, Leverkusen, Al-
manya) likid formu damlatilan gruptur.

Perforasyon sonrasi hemen 24, 48, 72, 120. sa-
atte olmak tizere toplam bes kez, grup 3 ve 4'e dam-
lalar uygulanmigtir. Tim hayvanlara deneyin 15.
gliniinde yiiksek doz tiyopental sodyum ile 6tanazi
yapilmistir. Otomikroskobik degerlendirme tamam-
landiktan sonra bullalar ¢ikarilmigtir. Pik yardimu ile
anulustan ¢ikarilan zar 0,1M fosfat tamponlu %2,5’lik
gluteraldehitte (pH 7,4) iki saat saptanmigtir. Tespit
siiresi bitiminde tampon ile ii¢ kez yikanan dokular
bir saat %1’lik osmiyum tetraoksit ile etkin birakila-
rak post fiksasyonlar1 yapilmistir. Siire bitiminde de-
receli alkol serilerinden gegirilen dokularin dehidrate
olmalar:1 saglanmistir. Son olarak, propilen oksite
etkin birakilan dokular Araldit CY212 kit ile hazir-
lanan gdmme materyaline gomiilerek bloklar hazir-
lanmistir. Bes yiiz altmig Clik etiivde 48 saat siireyle
polimerize edilen bloklardan yari-ince kesitler (1500
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nm) alinarak toluidin mavisi (TM) ile boyanmustir.
Leica DM 3000 goriintiilii analiz sisteminde (Leica
DFC 500) 151k mikroskopta incelenmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sci-
ences, version 17.0; SSPS Inc, Chicago, IL, ABD)
bilgisayar programina girildi ve analiz edildi. Kate-
gorik verilerin karsilagtirilmasinda ki-kare testi
kullanildi. p degerinin 0,05’ten kiiciik olmas: ista-
tistiksel olarak anlaml kabul edildi.

I BULGULAR

0TOMIKROSKOBIK BULGULAR

On besinci giinde otomikroskobik bakida, Grup
2’de toplam 12 (%100) KZ’nin kapandigi, fakat 7
(9%58,3) zarda kalsifikasyon gozlendigi, grup 3’te 2
(%16,6) zarda perforasyonun kapanmadig ve 6
(9%50) zarda kalsifikasyon gozlendigi, grup 4’te ise
tiim zarlarin (%100) kalsifikasyon olusmaksizin ka-
pandig: saptandi (Sekil 1). Grup 4’te Grup 2 ve 3’e
gore miringoskleroz olusumunda anlamh farklilik
gozlendi (sirasi ile p=0,000, p=0,003).

HISTOLOJIK BULGULAR

TMX100: Saghkli KZ kalinliginin (Grup 1)
diger gruplara gore daha ince oldugu goriildi
(Resim 1).

Perforasyon Miringoskleroz P degeri
Grup 2 0 7
} 0.724
Grup 3 2 6
(Sham Grubu) ~ 0.000
0.003
Grup 4 0 0
(Dekspanthenol _J
grubu)

SEKIL 1: Tedavi gruplari arasinda perforasyon ve miringoskleroz sayilari.

TMx400 (Resim 2 I-IV): Grup 2’de ¢ok kath
yass1 epitel ortiiniin oldukca ince oldugu, KZ yara
ylizeyinin kapandig1, ancak bag dokusunda agilma-
lar ile birlikte kollajen ve elastik liflerin dagilimi-
nin bolgesel farklilik gosterdigi ayirt edildi (Resim
2GII). Grup 3’te kollajen liflerin Grup 2’ye goére
daha diizenli yerlesim gosterdigi, ancak bazi alan-
larda hiicrelerin yogunlastig: izlendi (Resim 2GIII).
Grup 4’te cok katli yassi epitelin tizerindeki keratin
tabakanin diger gruplara gore belirgin oldugu go-
rilda (Resim 2 GIV).

En biyiik bityiitme (Resim 3GI-IV) Grup 2’de
bag dokusunda baz: alanlarin kan damarlarindan
zengin oldugu ve kollajen liflerin birbirine paralel
yerlestigi goriiliirken, baz1 alanlarda kollajen lifle-
rin her y6ne uzandig izlendi. Fibroblastlarin sito-
plazmik hatlarinin ayirt edilebildigi saptand:
(Resim 3GII). Grup 3’te ¢ok katli yass1 epitel ve

-

i

RESIM 1: Timpanik membran » ;cok katli yassi epitel yiizi; % ; bag dokusu. 1GI: Normal kulak zari, 1Gll: Miringotomi grubu, 1GlIl, Miringotomi+SF, 1GIV; Miringotomi

+DX grubu (Toluidin mavisi x100).
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RESIM 2: Timpanik membran »;cok katli yass! epitel yiizii; 4 ; bag dokusu agiimalar, +: polimorfon(ikleer hiicreler. 2Gl: Normal kulak zan, 2Gll: Miringotomi grubu, 2Gill,

Miringotomi+SF, 2GIV; Miringotomi+DX grubu (Toluidin mavisi x400).

ince keratin tabakasi goriildii. Bag dokusundaki
kollajen liflerin diger tiim gruplara goére oldukca
diizenli dagilim gosterdigi gozlendi. Kollajen lifler
arasinda paralel yerlesimli 6kromatik ¢ekirdekleri
ile fibroblastlar izlendi. KZ’'nin diger gruplara gore
oldukga kalin oldugu saptand: (Resim 3GIII). Grup
4’te cok katli yass1 epitelin bazalindeki hiicreler yu-
varlak ve 6kromatik cekirdekleri ile ayirt edilmekte
idi. KZ dis kulak yoluna bakan yiizde keratin taba-
kasinin diger gruplara gore belirgin oldugu go-
rildi. Bu grupta epitelin hemen altindaki bag
dokusu bolimiinde bazi alanlarda mast hiicreleri

ey T —

P— 1

izlendi. Membran kalinliginin Grup 2’ye gore go-
receli olarak ince oldugu belirlendi. Diger gruplar-
dan farkli olarak vakuoler sitoplazmali fibroblast
hiicreleri ayirt edildi (Resim 3GIV).

I TARTISMA

Caligmamizda, ratlarda deneysel olarak olusturulan
travmatik KZ perforasyonu sonrasinda dekspante-
nol uygulamasinin, kontrol gruplarina gore iyi-
lesme stirecinde perforasyon kapanmasinda etkin
oldugu ve sklerotik plak gelisiminin gozlenmedigi
saptanmistir.

] It 2 e : Wbl

RESIM 3: Timpanik membran »; cok katll yassi epitel yiizii =) : kollajen lifler, — : Fibroblast hicre gekirdegji, MM : mast hiicresi, --»: Vakuoler sitoplazmall fibrob-
last hticreleri =3 ; yogun kollajen lif kiimeleri. 3GI: Normal kulak zari, 3GlI: Miringotomi grubu, 3Gill, Miringotomi+SF, 3GIV; Miringotomi+DX grubu (Toluidin mavisi x1000).
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KZ perforasyonu sonrasinda iyilesme siireci,
epitelyal proliferasyon, migrasyon, fibroblast pro-
liferasyonu ve neovaskiilarizasyonu gibi kompleks
bir doku organizasyonu meydana gelmektedir.>¢
Perforasyon iyilesmesinde oncelikle epitel tabaka
mitotik aktivite artis ile kapanmakta, sonrasinda la-
mina propria tabakasi rejenerasyonu gercekles-
mektedir.!>"® Literatiirde, perforasyon iyilesme-
sinde deneysel olarak bir¢cok topikal etken denen-
mistir. Ozellikle hayvan modellerinde EGF (8),
dontgtiriici bitytime faktorii-beta 1 (5) ve bFGF
(3) tizerine yapilmis ¢alismalarda, kontrol grupla-
rina gore neovaskiilarizasyon, fibroblast proliferas-
yonu ve matriks kalinhiginda anlamli diizeyde
farkliliklar saptanmistar.

Dekspantenol; ozellikle epidermal yara, ya-
niklar ve ¢esitli cilt problemleri (kasinti, fissiir, ki-
zariklik gibi) gibi dermatolojik hastaliklarda yara
iyilesmesi ve epitelizasyonda etkin bir maddedir.
Dekspantenoliin aktif formu olan pantotenik asit,
epitel iizerindeki etkinin ana maddesidir."! In vivo
ve in vitro ¢aligmalarda, dekspantenoliin fibroblast
proliferasyonunu aktive ederek yara iyilesmesinde
rol oynadig gosterilmigtir.>!!

KZ akut perforasyonundan sonra iyilesme sii-
resi 7-10. giinde baglamakta ve 14. giinde tamam-
lanmaktadir.! Literatiirde yapilmis ¢aligmalarda, bu
stirelerde topikal farkli maddelerde bir veya iki giin
iyilesme stiresi erken bulunmus olsa da ¢aligma-
mizda perforasyon sonrasinda sponjeller konularak
damlalar damlatildigindan, ratlarin anestezi ile tek-
rar tekrar sponjellerin ¢ikarilmasi zorlugu ve olu-

sabilecek travma nedeni ile kapanma siiresi deger-
lendirilmemistir.'*'> Iyilesme siiresinde normale
yakin bir dokunun olusumu amaglanmis ve sonug-
lar dogrultusunda dekspantenol grubunda kontrol
gruplarina goére perforasyonlarin kapanmas: ve
sklerotik plaklarin olugsmamasi maddenin etkin ola-
bilecegini gostermektedir.

[l SONUC

Caligmamizda, dekspantenoliin kalsifikasyon olus-
turmadig1, perforasyon kapanmasini sagladig: ve
perforasyon sonrasindaki iyilesme stirecinde tiim
gruplarda KZ’lerde, 6zellikle bag dokusunda be-
lirgin kalinlagma oldugu saptanmigtir. Serum fiz-
yolojik uygulanan grupta kollajen liflerin diger
gruplara gore daha diizenli yerlesim gosterdigi iz-
lense de membranin oldukca kalin oldugu go-
rillmiistiir. Bu grupta kapanmayan iki perforas-
yonun da membran kalinliginda belirgin artis ol-
mas1 nedeni ile olabilecegi diisiiniilmektedir.
Dekspantenol uygulanan grupta dejeneratif 6zel-
lik gosteren fibroblastlar, kollajen lif dagiliminda
diizensizlikler, bag dokusu tabakasinin yine nor-
mal zar orneklerindeki yapisal diizeninden uzak
oldugu izlenmistir. Ancak, rat sayisinin az olmasi
ve bu neden ile histolojik olarak istatistiksel de-
gerlendirme yapilmamis olmasi, dekspantenoliin
orta kulak ve i¢ kulaga olan etkilerinin bilinme-
mesi calismamizin sinirlayici faktorlerini olugtur-
maktadir. Daha fazla sayida gruplar igeren
prospektif caligmalar ile bulgularimizin destek-
lenmesi gerektigi diisiintilmektedir.
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