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OZET

TRAVMATIK TIMPANIK MEMBRAN PERFORASYONLARINDA ALFA
LiPOIK ASIT UYGULAMASI SONRASI PERFORASYON KAPANMA
ORANLARI VE TIMPANIK MEMBRANDAKI HISTOPATOLOJIK
DEGISIKLIKLERIN DEGERLENDIRILMESIi: DENEYSEL BiR CALISMA

Amag: Travmatik timpanik membran perforasyonlarinin %901 spontan
kapanir. Kapanmayan perforasyonlarda cerrahi tedavi ile onarim uygulanabilir. Son
zamanlarda alternatif tedavi yontemleri arayisina gidilmistir. Bu ¢alismada,
travmatik timpanik membran perforasyon modelinde Alfa Lipoik asit’in lokal ve
intraperitoneal uygulamalarinin, mikroskopik bakida perforasyon kapanma orani ve
histopatolojik diizeyde timpanik membran kalinlig1 , neovaskiilarizasyon, epitel
kalinlig1 ve fibroblastik aktivite lizerine etkilerini g6zlemeyi amagladik.

Metod: Calismada 300-400 gr agirliginda 32 adet Wistar Albino rat
kullanildi. Ratlar her bir grupta 8’er tane olmak iizere 4 gruba ayrildi. Calisma
gruplarindaki ratlara (Grup I-11-111-1V) anesteziyi takiben akkor hale getirilmis pik
ucu ile bilateral TM arka iist kadrana 1 mm’lik perforasyon olusturuldu. 1. Grup
kontrol grubu idi. 14 giin boyunca 2. gruba topikal etil alkol, 3. gruba topikal ALA,
4. gruba intraperitoneal ALA uygulamasi yapildi. Tiim kobaylar 14. giin sakrifiye
edildi. 14. giinin sonunda tim ratlarin her iki kulagi mikroskobik olarak
perforasyonu durumu agisindan degerlendirildi. Histopatolojik olarak da timpanik
membran kalinligi, epitelyum kati kalinligi, neovaskiilarizasyon ve fibroblastik
aktivite degerlendirildi.

Bulgular: ikili gruplar halinde ayr1 ayr karsilagtirildiginda kulaga yapilan
topikal ALA grubunun kontrol grubuna goére perforasyon kapanma oraninda anlamli
fark izlendi. Tiim gruplar karsilagtirildiginda aralarinda TM epitel kat1 kalinligi, TM
kalinlig1, neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite ortalamalari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen topikal ALA uygulanan
caligma grubunda perforasyon kapanma oraninin yiiksek oldugu gortildii.

Sonug¢: Bu bulgular bize topikal olarak uygulanan alfa lipoik asidin kontrol
grubuna gore etkili oldugunu ancak farkli doz ve siirelerde calisilmasi gerektigini
diistindiirdi.

Anahtar kelimeler: Travmatik timpanik membran perforasyonu, alfa lipoik asit,

Vi



ABSTRACT

After Alpha Lipoic Asid Application, Tympanic Membrane Closing Rate and
Evaluation of Histopathological Changes of Tympanic Membrane in Traumatic

Tympanic Membrane Perforation; an Experimental Study

Background and aim: %90 of traumatic tympanic membrane perforations
closes spontaneously. Surgical treatment can be applied in perforations which cant
close spontaneously. Recently, it has entered into seeking alternative treatments. In
this study we aimed to observe that, the effect of local and intraperitoneal
administiration of alpha lipoic acid in perforation closing rate on microscopical
examination and tympanic membrane thickness, neovascularization, epithelial
thickness and fibroblastic activity histopathologically, in traumatic tympanic
membrane perforation model.

Methods: In this study,42 Wistar Albino rats weighs 300-400 g were used.
Rats were divided into 4 groups, each group including 8 rats. Following anesthetic
administration, 1 mm perforation created by the cast iron to the TM rear upper
quadrant bilaterally to the rats in study group (Group I-1I-111-1V). Group | was
control group. We administrated ethyl alcohol topically to Group 1I, ALA topically
to Group I1l, ALA intraperitoneal to Group IV for 14 days. All rats sacrified in 14.th
day. At the end of 14.th day all rats’ each ear examined microscopically for
perforation status. Tympanic membrane thickness, epithelial thickness
neovascularization and fibroblastic activity examined histopathologically also.

Results: There were significant difference between topically ALA
administrated group and control group’s perforation closing rate when compaired in
pairs seperately. Although there was no statistically significant difference between all
groups including tympanic membrane thickness, epithelial thickness,
neovascularization and fibroblastic activity, in the study group it showed a high rate
of perforation closure.

Conclusion: These findings suggest that alpha lipoic acid is an effective
drug, but to determine the exact doses and time intervals and duration of the therapy.

Key words: Traumatic tympanic membrane perforation, alpha lipoic acid

Vil



1. GIRIS VE AMAC

Insanlarda timpanik membran (TM) perforasyonu ¢ok sik rastlanilan bir
saglik problemi olmasina karsin gercek insidanst konusunda fikir birligi
saglanamamistir. TM perforasyonun tiim diinyada 6n goriilen insidansi %1 ’in altinda

olarak bildirilse de bu oran diisiiniilenin altinda bir orandir (1).

Akut TM perforasyonu etyolojileri arasinda en sik neden infeksiyon, ardindan
travmalar gelmektedir. TM’a olan travmalar ise c¢arpmalar, delici travmalar,
barotravmalar, akustik travmalar ve iatrojenik travmalar (timpanik membrana
uygulanan parasentez, ventilasyon tiipii takilmasi, dis kulak kanalindan buson
temizlenmesi ve hiperbarik oksijen tedavisi) olarak sayilabilir. TM’da travma sonrasi
olusan perforasyonlar genellikle spontan olarak iyilesir. Fakat farkli nedenlerle TM
perforasyonu ya acik kalabilir ya da perforasyon kapansa dahi ince bir membran
seklinde iyilesebilir. Bununla birlikte bircok neden TM iyilesmesini geciktirerek ya
da perforasyonun kapanmasini énleyerek kronik TM perforasyonuna sebep olabilir.

Buna benzer durumlarda TM’in rejenerasyonla iyilesmesi miimkiin olmamaktadir

(3).

Kronik TM perforasyonunun histolojik goriintiisiinde skuamoz epitel
tabakasinin, orta kulak tarafina bakan mukozal tabakaya dogru yoneldigi ve bu
tabakayla birlestigi seklinde goriinim mevcuttur. TM perforasyon kenarlarmin bu
sekilde epitelizasyonu teorik olarak spontan iyilesmeyi durdurmaktadir. TM’da
cesitli sebeplerle ortaya ¢ikan akut perforasyonlarin 6nemli bir kismi1, TM’daki epitel
dokusunun proliferasyon ve migrasyon aktivitesine bagli olarak spontan
iyilesmektedir (2). Travmatik TM perforasyonu sonrast yeni olusan TM olusum
stireci epitel proliferasyonu, epitel gogii, fibroblast proliferasyonu, neo-anjiogenez ve
dokunun yeniden sekillenmesini igeren biyolojik siire¢lerden geger (4,5). Akut TM
perforasyonlarinin iyilesmesi ile viicuttaki diger dokularin iyilesmesi arasinda iki

onemli farklilik bulunmaktadir. Bunlardan ilki TM’in distaki skuamoz epitel



tabakasinin TM merkezinden anulusa ve dis kulak yoluna (DKY) siirekli bir
migrasyon halinde olmasi, ikincisi ise TM perforasyonu alaninda rejenere olan
epitelin altinda destek olabilecek reperatif hiicrelerin ve besinlere gecis saglayacak

onceden olusmus bir matriksin olmamasidir (4, 6, 7).

Akut TM perforasyonunun ardindan artmis proliferasyon ve keratinosit 6ncii
hiicreleri, umbo, anulus bolgesi ve malleus boyunca baslayarak perforasyon sinirina
dogru migrasyona baslar. Yeni olusan ince epitelyal tabaka bazal lamina i¢in iskelet
gorevini gormektedir (8). TM perforasyonunun ardindan TM’1n fibroz tabakasindaki
O0dem, epitel katindaki nekroz ve perforasyon kenarlarinda olusan eksuda sayesinde
TM perforasyon kenarlart korunarak dehidratasyon Onlenmis olur (9). TM
perforasyonunun sonrasindaki ilk iki giin igerisinde, bakiye kalan TM’in distaki
epitel katinda yogun bir proliferasyon baslamaktadir (10). Perforasyon bdlgesinin
periferinde bulunan ve prolifere olan epitel hiicreleri, perforasyon alaninda bulunan
keratinin kilavuzlugunda perforasyonun merkezine dogru ilerleyerek perforasyon
alanimi kapatirlar. Orta kulaga bakan TM mukozal kati1 yavas prolifere oldugu igin

perforasyon kapanmasinda ¢ok az 6neme sahiptir (2, 4, 11).

Uzun zamandir TM perforasyonlarinda yapilabilecek tedavi yontemleri
hakkinda arastirmalar yapilmaktadir. Kapanmayan TM perforasyonlarinda distaki
epitel kati mediale donerek icteki mukozal kat ile birlesmektedir. Yapilan
caligmalarda perforasyon kenarlarinda kapanmaya engel olan bu epitelin ortadan
kaldirilmas1 ve fibroz tabakada fibroblastik aktivitenin tetiklenmesi amaciyla
perforasyon kenarlarinin %10’luk triklor asetik asit ile koterizasyonu neticesinde,
pars tensada %65°ten az yer kaplayan TM perforasyonlarinda %80’lere varan
kapanma oranlari bildirilmistir (12). TM perforasyonlarinda iyilesmeyi hizlandirmak
amaciyla hyaluronan (13), heparin (14), epidermal biiyiime faktorii (15) ve fibroblast
biiylime faktorii (16) gibi degisik molekiiller kullanilmistir. Kullanilan bu
molekiillerin birgogunda bagar1 saglanmasina karsin bulunma zorlugu ve maliyetinin

yiiksek olmas1 bu molekiillerin kullanimin1 kisitlamaktadir.

Travma sonrast meydana gelen TM perforasyonlarinin %90°’1 spontan olarak
tyilesmektedir. Kapanmayan perforasyonlarda cerrahi tedavi yOntemleri

denenmektedir. Akut TM perforasyonu sonrasinda perforasyon kenarlarini



birlestirmek ve epitel tabakasinin mukozal tabakaya donmesini engelleyerek
iyilesmesini saglamak amaciyla vektor materyal uygulamasi kullanilmaktadir.
Kronik TM perforasyonlarinda ise timpanoplasti teknikleri uygulanmaktadir. Son

yillarda cerrahi tedavi disinda alternatif tedavi yontemlerine bagvurulmaktadir (2).

Bu c¢alismada travmatik TM perforasyonu kapanmasimi artirict  etki
gostermesi  beklenen alfa lipoik asit’in  (ALA) lokal ve intraperitoneal
uygulamalarinin, travmatik TM perforasyon modelinde kapanma oran1 ve
histopatolojik diizeyde TM kalinligi, neovaskiilarizasyon, epitel kalinligi ve

fibroblastik aktivite lizerindeki etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kulak Anatomisi

Kulak, dengenin ve isitmenin periferik organi olup, temporal kemik igerisinde
yerlesmistir. Kulak, gorevleri ve yapisi itibariyle tic farkli bolgeden olusur. Bu
bolgeler; aurikula ve dis kulak yolunu iceren “dis kulak”, TM, kemikg¢ikler
(malleus, inkus, stapes), mastoid hiicreleri ve Ostaki tiipiinii iceren “orta kulak”,
vestibiiler sistem, kohleayr ve internal akustik kanali iceren “i¢ kulak”

boliimlerinden olusmaktadir (Resim 1).

Resim 1: Kulak anatomisi (17)

TM, DKY ve orta kulag: birbirinden ayirir. Eriskin bir insanda TM ortalama

kalinlig1 0,1 mm, vertikal ¢ap1 10-11 mm ve horizontal ¢ap1 ise 8-9 mm dolayindadir

(18).



TM, timpanik kemigin sulkus timpanikus denilen oluguna oturur. Bu bdolge
ring yani timpanik halka olarak bilinir. Timpanik kemik 6ne ve arkaya olmak {izere
iki uzanti gonderir. Bu uzantilar sulkus timpanikusu olusturur. Bu uzantilar
birbirleriyle birlesmez. Boylelikle sulkus timpanikusun iist ucu agikta kalir. Sulkus
timpanikusun agik kalan ucu skuamoz kemigin skutum adi verilen yapist ile kapanir.
Skutumun doldurdugu timpanik kemigin iki uzantisinin neden oldugu acikliga
“Rivinius centigi” denir. TM, anulus fibrozis denilen yapi araciligi ile sulkus
timpanikusa tutunur. Timpanik kemigin iki uzantisinin bitim noktalarindan malleus
kemikgigine uzanan iki adet plika uzanir. Plika malleus anterior ve plika malleus

posterior olarak adlandirilan bu yapilar TM’1 malleusa baglar (18).
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\
Plica mallearis posterior; \ | / /Plica mallearis anterior
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Resim 2 : TM’1n lateralden goriiniimii (19)

TM’mn timpanik kemik igerisinde kalan bdliimiine pars tensa denir. Pars tensa
yapt olarak gergindir ve TM’1n ses dalgalari ile titresen boliimii burasidir. TM’1n
geriye kalan ve rivinius ¢entigini dolduran kismina pars flaksida (Shrapnell
membrani) adi verilir ve bu bolge gevsek yapidadir. TM’in orta kulaga dogru

¢Okmiis en derin bolgesine umbo adi verilir. Bu bolge malleusun TM’a tutundugu



yerdir. Pars tensanin anterior-inferior kadraninda umbodan baglayarak TM kenarina
kadar uzanan ti¢gen seklinde aydinlik bir alan goriiliir ve bu alana Politzer iiggeni adi
verilir. Manibrium malleinin eksenine dik olarak TM’a ¢izgi ¢izildiginde pars tensa 4

parcaya boliinmiis olur. Bunlar; On-alt, 6n-iist, arka-alt, arka-iist kadranlardir (18).

2.2. insan ve Rat Timpanik Membran Arasindaki Farklar
Insan ve rat TM ozellikleri birbirlerine benzemekle beraber bazi

farkliliklarida vardir. Bu farkliliklar Resim-3’ te gosterilmistir (20).

Rat TM goriiniimii Insan TM gdriiniimii

Resim-3. Rat ve insan kulak zariin karsilagtirmali sekli (PF: Pars flaksida, PT: Pars
tensa, ANT: Anterior, POST: Posterior) (20).

1- Insanlarda TM’nm pars flaksida boliimii pars tensa boliimiinin  %3-6

kadarini olustururken, rat TM’inda bu oran %25-29 civarindadir.

2- Rat TM’inda malleusun kisa kolu posterior kismi gosterirken, insanlarda

malleus kisa kolu anterioru gostemektedir.

3- Insanlarda TM anterior-posterior ortalama ¢ap1 9-10,2 mm civarinda iken, rat
TM’inda 2,2-2,4 mm civarindadir.



4- Insanlarda malleus posterior duvara dogru yonelirken, ratlarda malleus

inferior duvara dogru hafif¢e egilmektedir.

2.3. Timpanik Membran Histolojik Yapisi

TM’1n pars tensa boliimii {i¢ tabakadan olusmaktadir. Bu {i¢ tabaka distan ice
dogru; DKY epitelinin devami olan epitel tabaka, lamina propria ve orta kulak
mukozasimin devami olan mukozal tabaka olarak siralanmaktadir (21). Dis kulak
tarafindaki epitel tabakasi umbodan perifere dogru epitel migrasyonu ile klirensi
saglar. TM’m lamina propria tabakasi (fibroz tabaka) ise fibroblastlar, endotel
hiicreleri, vaskiiler yapilar, sinirler ve gevsek bag dokusunu igerir. Lamina propria
dista radyal, igte sirkiiler kollajen lifler igerir (22). Buradaki ana kollajen tip 2
kollajendir. Sirkiiler kollajen lifler parabolik, semisirkiiler ve transfer yapida lifler
icerir. Distaki radyal lifler malleus boynundan baslayip anuler halkaya yapisir. ¢
taraftaki sirkiiler lifler malleus kisa progesinden, malleusun boynundan ve anterior-
posterior malleolar ligamentlerden kaynak alirlar. Fibroz tabaka temel olarak radyal
ve sirkiiller kollajen liflerden olusmasmma ragmen ince retikiiler liflerde
bulunmaktadir. TM’in orta kulak tarafina bakan mukozal ylizeyinin ana gorevi,
lamina propriay1 orta kulaktaki bakterilere, zararli maddelere ve toksinlere karsi
korumaktir (23). Pars tensanin lamina propria tabakasi perifere dogru gidildikge

kalinlasarak anulus fibrokartilajinéz ad1 verilen halkay1 olusturur (24, 25).

Pars tensa ve pars flaksidadaki epidermis kati histolojik olarak birbirlerine
yakin bir yapiya sahiptir. TM’m pars flaksida kisminin fibroz tabakasi ise herhangi
bir diizen yapisindan yoksun, gevsek bir sekilde yerlesmis olan kollajen ve elastik
liflerden olusmustur. Pars flaksidanin lamina propriasi, pars tensadan daha kalin ve
daha az organize olmasiyla ayrilir. Pars flaksidanin ortalama kalinligi 0,03 ile 0,23
mm arasinda degisirken, pars tensa daha incedir ve ortalama kalinligi 0,03 ile 0,09
mm arasinda degisir. Pars tensanin lamina propria tabakasi daha ince bir yapiya sahip
olmasina karsin daha sert, elastik ve dayanikli bir yapist mevcuttur. Pars flaksidada

zengin bir kapiller ag ve sinirler bulunur (18, 26).



Mast hiicreleri, pars tensada bulunmazken pars flaksidada bulunur. Sinir
liflerinin tamamina yakinit TM’1n subepidermal ve submukozal tabakalarina ilerlese
de bazi tiirlerin skuamoz epitel tabakasinda serbest sinir ug¢lar1 bulunmaktadir. TM’
m pars tensa ve pars flaksida boliimlerinin mukozal yiizeyleri aymidir. Mukozal
yiizeyde, hem pars tensa boliimiinde hem de pars flaksida boliimiinde temel olarak
belirgin mikrovilli kisa kiibik hiicreler ve aralarinda stratifiye kolumnar epitel
bulunur. TM’mn orta kulak mukozasina yapisma yerinin yakinlarinda mukozal

yiizeyde yer yer goblet hiicreleri bulunmaktadir (3)

Yapilan ¢alismalarda rat ve insan TM’min histolojik olarak benzer yapilara
sahip olduklar1 izlenmistir (26, 27). Lamina propria tabakasindaki radiyal ve sirkiiler
lifleri dizilim seklindeki benzerlik dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle TM ile ilgili

yapilan ¢alismalarda genellikle ratlar tercih edilmektedir.

2.4. Timpanik Membran Perforasyonlarinda Iyilesme Mekanizmasi

TM’m gesitli sebeplerle meydana gelen perforasyonlarinda olusan defekt
TM’daki epitel dokusunun proliferasyon ve migrasyon 6zelligi sayesinde siklikla
spontan olarak kapanmaktadir (2). Akut TM perforasyon iyilesmesi epitelyal
cogalma, epitelyal migrasyon, fibroblastik aktivite artisi, anjiogenezis ve doku
remodeling evrelerinden olusmaktadir (28). TM’daki doku iyilesmesi iki 6nemli
Ozellikten dolayr diger doku iyilesmelerinden farkhidir. Bu farkliliklarin ilki, dis
epitel tabakasinin TM merkezinden perifere ve dis kulak yoluna siirekli olan bir
migrasyon halinde olmasidir. Ikinci farklilik ise perforasyon alaninda rejenerasyon
gosteren epitele alttan destek gorevi goren, reperatif hiicrelere ve besinlere gecis
saglayabilecek bir matriksin olmamasidir (4, 6, 7). Akut TM perforasyonunun
ardindan artmig epitelyal proliferasyon ve keratinosit 6ncii hiicrelerin migrasyonu
umbo, anulus bodlgesi ve malleus boyunca perforasyon sinirina dogrudur. Perforasyon
sonrasi epitelyal tabakanin akvivasyonu bazal laminanin genislemesi i¢in iskelet
gorevini iistlenmektedir (8). TM perforasyonu sonrast membranin fibréz tabakasinda
olusan 6dem, epitelde nekroz ve perforasyon kenarlarinda eksuda olugmasi nedeniyle
perforasyon kenarlar1 korunarak dehidratasyon onlenmis olur (9). TM perforasyon
sonrasindaki ilk 48 saat igerisinde epitelizasyon siireci baslamaktadir. Epitelyal

¢ogalma TM’m malleus, anulus ve DKY kanali gibi daha fazla kanlanan



bolgelerinde daha fazladir. Bu epitelyal cogalma perforasyon merkezine dogrudur ve
perforasyon tizerinde ekstraseliiler matriks yerine koprii olusturmaktadir (9). Rat
TM’inda yapilan bir arastirmaya gore akut TM perforasyonu sonrasi epitelyal
proliferasyonun perforasyon alaninin kenarlarinda degilde perforasyon alanindan
uzak olan anulus ve manibrium mallei bolgelerinden basladigi gosterilmistir (11).
TM’da olusan akut perforasyon sonrasinda membran epitel tabakasindaki prolifere
olan hiicreler, perforasyon alaninda biriken keratin kilavuzlugunda perforasyon
santraline dogru ilerleyerek perforasyonu kapatirlar. Orta kulak tarafina bakan
mukoza tabakasi ise daha yavas prolifere oldugu icin perforasyonun kapanma
siirecinde minimal 6neme sahiptir (2, 4, 11). Perforasyon alaninin kapanmasiyla
birlikte olusan fibroz tabakanin yeniden sekillenmesi sonucunda perforasyon
bolgesinde daha ince bir zar yapisit olusurken perforasyon alanindan uzakta olan
saglam membran bolgeleri ise normalden daha kalin hale gelmektedir. TM’daki
perfore olan kisim diginda kalan membran bolgelerinin kalinliginin artmasinin sebebi
artmis inflamasyon sonucu fibroblastik aktivitenin ve kollajen sentezinin artmis
olmasidir (29, 30). Kalinlasmis olan pars tensanmn lamina propria tabakasi iginde
normalde olan tip 2 kollajen yerine tip 1 ve tip 3 kollajen fibriller birikimi olur (26,
31). Son zamanlarda yapilan arastirmalara gore topikal uygulanan epidermal biiyiime
faktorli veya bazik fibroblast biiyiime faktorii gibi ajanlarin TM perforasyonlarinda

iyilesme stirecini kisalttigi bildirilmistir (2, 5, 6).

Kisacasi akut TM perforasyonlarinda yara iyilesmesi diger dokulardaki yara
iyilesmelerine gore inflamasyon ve hemostaz agisindan benzerlik gosterirken, epitel
proliferasyon ve migrasyon asamalari farkhidir (32). Fibroz tabaka perforasyon
lyilesme siirecinde alana en son gelen tabaka olmasina karsin bazen bu kat hig
olugmayabilir. Olusan membran epitel, mukoza ve arasindaki ince bir fibroz

tabakadan meydana gelmektedir (33, 34).



2.5. Timpanik Membran Arterleri

TM’1n beslenmesi; lamina propria tabakasi ile baglantisi olan epidermal ve
mukozal yiizeylerden gelen arterler ile saglanmaktadir. Membranin DKY kanali
tarafina bakan kismimin kanlanmasi internal maksiller arterin bir dali olan derin
aurikiiler arter ile orta kulak tarafina bakan kismimnin kanlanmasi ise posterior
aurikiiler arter ve timpanik arter ile saglanmis olur. Membranin vendz doniisii ise

arterlere eslik eder (18, 35, 36).

2.6. Timpanik Membran Innervasyonu
TM’1n innervasyonu, n.vagus’un aurikiiler dali, n.fasialis’in aurikuler dali,
n.trigeminus’un  Nn.mandibularis  dalina ait  aurikulotemporal dal ve

n.glossofaringeus’un timpanik dali tarafindan saglanir (18, 35, 36).

2.7. Timpanik Membran Perforasyon Nedenleri

Travma
TM perforasyonlarinin ana sebeplerinden biri travmalardir. Bunlar ¢arpmalar,

delici travmalar, barotravmalar ve akustik travmalar olarak siralandirilabilir.

Carpma ile olusan travmalarda, Ozelliklede longitudinal temporal kemik
kiriklarina neden olan kiint kraniyal travmalarda genellikle TM yirtilmasina neden
olur. Kiint travmalarin bagka bir seklide barometrik degisikler sonucu gelisen
travmalardir. Buna 6rnek olarak kulaga darbe sonrast DK'Y’da hava sikigsmasi sonucu
TM’da gelisen yirtilmalardir. Yapilan aragtirmalar sonucunda 0,5 atmosfer
basincinin TM ¢okmesi icin yeterli oldugu, 2 atmosfer basincinin ise malleolar
pleksusta konjesyona sebep oldugunu gosterilmistir (3). Barotravma sonucu olusan
TM perforasyonlar, membranin orta kulaga hareketi sirasinda olusur. Membran
parcalarmin orta kulaga donerek yapismasi durumu ilerde kolesteatom igin zemin

hazirlar.

Penetran travmalar sonucu TM perforasyonuna yol agan en sik neden,

pamuklu ¢ubuklarla DKY’dan buson temizligidir.
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Tatrojenik

Bu grubu miringotomi, ventilasyon tiipii uygulamasi, DKY’dan serumen

temizligi ve hiperbarik oksijen tedavisi olusturur.

Infeksiyon

TM perforasyonlarinin en sik sebebi infeksiyonlardir. Komplikasyonsuz olan
akut otitis media infeksiyonlarinda perforasyon genellikle kiigiiktiir ve infeksiyon
ortadan kalktiginda siklikla perforasyon spontan kapanir. Kronik TM
perforasyonlari, perforasyon kapanma siirecini olumsuz etkileyen kalict
infeksiyonlardan kaynaklanir. Bunun disinda TM’da bdbrek tarzinda biiyiik
perforasyonlar beta hemolitik streptokoklar gibi nekrotizan 6zelikte infeksiyonlar

sonucunda gelisir ve bu durum perforasyon kapanmasini olumsuz etkiler.

Kronik Siipiiratif Otitis Media

Kronik siipiiratif otitis media, TM perforasyonu veya ventilasyon tiipii
takilmasi sonrasi biitiinliigii bozulmus TM nedeniyle uzun siireli akinti olugmasi ile
karakterize bir durumdur (37). Kronik siipiiratif otitis mediada, otitis eksterna,
intrakranial veya infratemporal komplikasyon ya da malignensi gibi agriya neden
olan durumlar olmadik¢a genellikle agri olmaz. Kronik siipiiratif otitis media

vakalarinda en stk Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus auerus izole edilir.

Ventilasyon Tiipiine Bagh Kalic1 Perforasyon

Yapilan ¢alismalarda ventilasyon tiipii uygulamasi sonrasi kalic1 perforasyon
gelisme ihtimali kisa stireli tiipler i¢in %1-4, uzun siireli tlipler i¢in ise %12-25
olarak belirlenmistir (38). Ventilasyon tiipii uygulamasi sonrasi olusan perforasyon
icin kalici denilebilmesi i¢in perforasyonun tiip atildiktan 6 ay-1 yila kadar
kapanmamis olmasi gerekmektedir (39). Eger ventilasyon tiipii 36 ay iginde
atilmazsa TM perforasyonunun kalic1 hale gelme riski artar (40).

Ventilasyon tiipiiniin ¢ikarilmasinin ardindan hemen kagit yama uygulamasi
siklikla 6nerilen bir yontemdir. Yalniz yapilan retrospektif bir ¢calismaya gore kagit

yama uygulamasinin perforasyonun kapanmasina yonelik klinik gidisi degistirmedigi
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bildirilmigtir. Aynm1 c¢alismada daha once 3 veya daha fazla ventilasyon tiipii
uygulanmis hastalarda bu islemin perforasyon kapanmasini iyi yonde etkiledigi

bildirilmistir (41).

2.8. Timpanik Membran Perforasyon Tedavisi

TM perforasyonlarinin iyiesmesinde arastirmalar iki 6nemli mekanizmaya
yonelmistir. Bunlardan ilki rejenere olan epitel dokusuna yol gosterici olabilecek
stromal destek saglamaktir. Ikinci 6nemli mekanizma ise hiicresel proliferasyon ve

migrasyonu hizlandirabilecek etki gostermektir.

TM perforasyonlarinin tedavisi ile ilgili ilk arastirmalar 17. yy’da yapilmistir.
1640 yilinda Marcus Banzer TM perforasyonlarinin kapatilmasinda greft olarak
domuz mesanesi kullanmistir. 1841 yilinda Yearsley gliserinle nemlendirilmis yiin
kullanmigtir. Sonrasinda 1853 yilinda Toynbee kauguk benzeri bir maddeyi
perforasyon kapatilmasinda kullanmistir. 1878 yilinda Berthold ilk defa cerrahi
olarak otogreft kullanarak perforasyonu tamir etmeye calismis ve bu isleme
“miringoplasti” adi verilmistir. Berthold 6n koldan full-thickness deri greftini
kullanmis yalmiz ge¢ sonuglari tahminleri yerine getirememis ve kendi doneminde
otogreft uygulamasini kabul ettirememistir. (42). TM perforasyon kapatilmasina
yonelik ¢alismalar 20. yiizyilin ortalarina kadar birakilmistir. 1950 yilinda Wullstein
ve Zollner’in yaptiklari ¢aligmalar ile tekrar giindeme gelmistir (43). Baslangigta
greft olarak split-thickness ya da full-thickness kullanilmig, ancak asiri
deskuamasyon nedeniyle greft olarak baska alternatiflere diistiniilmiistiir. Wullstein
ve Zollner’in onciiliiglinde sonradan ¢ok farkli greft materyalleri kullanilmistir. TM
perforasyonlarinda greft olarak otogreft, homogreft, heterogreft denemeleri

sonucunda degisik oranlarda basari saglanmistir (44, 45).

Yakin zamanda akut TM perforasyon kapanmasinda hyalunorik asit
(ekstraseliiler yiiksek molekiil agirlikli polisakkarit) uygulamast arastirilmas.
Tavsanlarda deneysel olarak olusturulan TM perforasyonlarinda hyalunorik asitin
ototoksite etkisi gostermeksizin iyilesme hizinmi arttirdigi izlenmistir (46). Bunun
disinda, hastanin kendi kami fibrin yapistirict  olarak(47), gelfilm(48),

pentoksifilin(49) ve biyolojik olarak pargalanabilen materyalerden ornek olarak
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poli(B-benzil-L-aspartat-L-Losin) 50/50 (50) gibi materyaller hayvan deneylerinde

ve klinik ¢caligmalarda kullanilmistir.

Cerrahi ve optik sistemlerdeki gelismeler ve antibiyoterapi uygulamalar
gelistirilmesi greftlerin yasama sansini artirarak miringoplasti ameliyatlarin1 daha
giivenilir hale getirmistir. Giinlimiizde temporal kas fasya grefti kullanim1 en ¢ok
kullanilan greft uygulama metodudur. Tecriibeli hekimlerce bagsar1 orani %88-97

olarak bildirilmistir (51, 52).

Somers ve ark. kronik TM perforasyonu operasyonunda kullanilan
parcalanmis veya kiiltiirdeki keratinositlerin epitelyal iyilesmeyi hizlandirdig:
yoniinde ¢alismalari  bildirilmistir. Bu  durum, perforasyon kenarindaki
keratinositlerin farkli hiicre gruplarini aktive eden bir¢ok biiylime faktoriinii ihtiva

ettigini diistindiirmektedir (32)

Akut TM perforasyon tamirinde kagit yama uygulamasi poliklinik
kosullarinda uygulanabilen kolay bir islemdir. Diger perforasyon kapama
yontemlerine (timpanoplasti teknikleri) gore daha hizli olabilmesi, hastanin yatisina
gereksinim gostermemesi, i giicli kaybina yol agmamasi, kolay uygulanabilirligi ve
ucuz bir yontem olmasi normal timpanoplasti ameliyatlarina istiinliikleri olarak

sayilabilir (43).

Avishay ve ark. yaptiklart bir aragtirmada kagit yama uygulamasinin normal
timpanoplasti  operasyonlarinin  alternatifi  olabilecegi  yoOniinde ¢alismalar
yapmiglardir. Sonu¢ olarak kagit yama uygulamasmin 5 mm daha kii¢iik kuru
perforasyonlarda timpanoplasti ameliyatindan 6nce denenmesinin ucuz, hizli ve etkili

bir yontem olabilecegini bildirilmiglerdir (43).

Yakin zamanda yapilan bir calismada insan cildinden elde edilen hiicresiz
dermal doku, ¢ingillalardaki TM perforasyon onarimi i¢in uygulanmig ancak yapilan

calismada sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (51).

Kartush TM perforasyonlarinda, perforasyonun kapatilmasi i¢in kapali
ventilasyon tiipline benzeyen ince, elastik silikondan yapilmis bir maddeyi

kullanmustir (53).
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TM perforasyonlarinda uygulanan timpanoplasti tekniklerinin, perforasyon
kapatilmasinda %88-97 oraninda basarili oldugu bilinmektedir. Yalniz bu
yontemlerin maliyet, yatis gerekliligi, yetersiz teknik donanim gibi olumsuz yonleri
bulunmaktadir. Bu olumsuzluklar, perforasyon tamirinde modern tibb1 ucuz ve basit
olan yontemlere itmektedir. Bu goriis 1990’ larda perforasyon tamiri ile ilgili
molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesine yol agmuistir.
Rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesiyle birlikte perforasyon sahasinda
polipeptid biiyiime faktdrleri, mesajci gibi davranarak hem migrasyonu hem de doku
tamiriyle ilgili hiicrelerin proliferasyonunu saglayarak perforasyonun kapanmasina

yardimet olurlar (54, 55).

2.9. Alfa Lipoik Asit

Dogal bir bilesik olan ALA bitkiler, hayvanlar ve insanlar tarafindan
uiretilebilir. ALA, oksitlemis ve indirgenmis iki adet siilfiir molekiilii ihtiva
etmektedir. Bu cesitlilik ALA’nin  bir¢ok enzime kofaktér olabilmesini
saglamaktadir. Bunun yaninda ALA’nin hem yagda hem de suda ¢6ziinebilen giicli
antioksidan 6zelligi mevcuttur. ALA’nin antioksidan 6zelligi hem okside formunda
hem de indirgenmis formunda mevcuttur. DHLA (dihidro lipoikasit),
dihidroaskorbik asiti, askorbik asite ¢evirebilir, bu sekilde direkt olarak C vitaminin
ve indirekt olarak E vitamininin yeniden olusumunu saglayabilir. Yapilan
aragtirmalarda ALA’nin hiicreler arasindaki glutatyon ve koenzim Q-10 seviyelerini

artirdig1 saptanmaistir.

ALA’nin baz1 metallerle selat yapabilme 6zelligi mevcuttur. Bakir, manganez
ve c¢inko ile stabil kompleksler olusturabilmektedir. Arsenik zehirlenmelerinde
ALA’nin kullanilabilecegi yapilan hayvan arastirmalarinda gosterilmistir. ALA nin
hem in vitro ¢alismalarda hem de in vivo hayvan calismalarinda kadmiyuma bagh
hepatotoksisiteyi azalttig1 da gosterilmistir. Bununla birlikte bobreklerde civayi selat

edebildigi yapilan in vitro ¢aligmalarda kanitlanmistir (56).

Bu galismada travmatik TM perforasyonu gibi oksidatif stresin arttigi bir
durumda TM perforasyonunun kapanmasini artirici etki gostermesi beklenen ALA

topikal ve intraperitoneal uygulamalarinin, travmatik TM perforasyon modelinde
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perforasyon kapanma orant ve histopatolojik diizeyde TM  kalinhgi,
neovaskiilarizasyon, epitel kalinligi ve fibroblastik aktivite {izerine etkilerini

degerlendirmek amaclandi.
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3- GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali,
Veterinerlik Fakiiltesi ve Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalmin katkilariyla
yapilmigtir. Cerrahi girisimler, takip siireci ve Otenazi islemleri Mustafa Kemal
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26.03.2015 tarihli 22279 sayili
ve HADYEK 2015-3-1 nolu karar1 ile Mustafa Kemal Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde uygulandi. Caligma sirasinda
Helsinki Nihai Senedi’nde deneysel caligmalarla ilgili maddelerin tiimiine uyuldu.
Biitin hayvanlar Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma Hayvan
Laboratuarindan temin edilip, ayn1 yerde siradan kafeslerde standart kosullarda

barindirildi ve beslendi.

Bu ¢alismaya, otomikroskobik baki ile her iki DKY, TM ve orta kulaklar
saglikli, Wistar albino cinsi 300-400 mg agirliginda, 12-16 haftalik toplam 32 rat
dahil edildi (Resim 4).
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Resim 4: Miringotomi dncesi rat TM goriintiisii

3.1. Miringotomi

Intraperitoneal 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer Warner
Lambert, ABD) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Ksilazol, Provet Veteriner Uriinleri
Sanayi Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonuyla saglanan anestezi sonrasi yapilan
otomikroskopik bakida bilateral normal TM’a sahip oldugu goriilen 32 adet rat
calismaya dahil edildi. Otomikroskopik goriis altinda, kulak spekulumu ve ucu
parlayacak kadar isitilan pik kullanilarak her iki TM’in arka {ist kadranina 1 mm
capinda standart miringotomi yapilan ratlar, her grupta sekiz hayvan olacak sekilde

dort gruba ayrildi.
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3.2. Calisma gruplan
3.2.1. Birinci Grup = Miringotomi (M):

Hayvanlar anestezi altina alindiktan sonra bilateral TM’larinin arka {ist
kadranlarinda otomikroskop altinda pik ile perforasyon olusturulup herhangi bir

tedavi verilmeyerek 14 giin takip edildi.
3.2.2. ikinci Grup= Miringotomi + Topikal Etanol(TE) (M+TE) :

Siganlarin bilateral TM’lariin arka st kadranlarinda otomikroskop altinda
pik ile perforasyon olusturulup 14 giin boyunca her iki kulaga topikal olarak giinde

bir kez 0,1 ml Etanol verildi.

3.2.3. Uciincii Grup= Miringotomi + Topikal Alfa Lipoik Asit
(M+TALA):

Siganlarin bilateral TM’larinin arka iist kadranlarina otomikroskop altinda pik
yardimiyla perforasyon olusturulup 14 giin boyunca topikal olarak giinde bir defa her
iki kulaga 50 mg/ml’den 0,1 cc ALA verildi.

3.2.4. Dérdiincii Grup= Miringotomi + Intraperitoneal Alfa Lipoik Asit
(M+IALA):

Sicanlarin bilateral TM’lariin arka iist kadranlarina otomikroskop altinda pik
yardimiyla perforasyon olusturulup 14 giin boyunca intraperitoneal olarak giinde bir

defa 100 mg/ml’den 0,1 cc ALA verildi.

Calisma gruplarindaki ratlara (Grup I-11-111-1V) anesteziyi takiben akkor hale
getirilmis pik ucu ile bilateral TM arka iist kadrana 1 mm’lik perforasyon

olusturuldu.

Tiim gruplardaki ratlar (Grup I-11-111-1V) son immunizasyondan 24 saat sonra
Ksilazin (10 mg/kg) ve Ketamin Hidrokloriir (90 mg/kg) anestezisi (intraperitoneal)
altinda kalpten kan alma yontemiyle sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin

bilateral temporal bullalar1 histopatolojik incelemeler i¢in alindu.
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Miringotomi isleminden sonra tiim gruplar 14. giin sakrifiye edildi. Sakrifiye
edilen tiim gruplardaki ratlarin sag ve sol kulaklarindaki TM perforasyon kapanma

durumu mikroskop ile anestezi sonrasi degerlendirilerek kaydedildi.

3.3. Histopatolojik Inceleme :

Calismamizin histopatolojik inceleme asamasi Mustafa Kemal Universitesi
Patoloji Anabilim Dali biriminde gergeklestirildi. Tedavinin tamamlanmasini takiben
intraperitoneal Ketamin (Ketalar®) ve Ksilazine (Rompun®) anestezisi verildi.
Kalpten kan alma yontemi ile 6tenazi uygulandi. Sakrifikasyondan sonra tiim ratlarin
her iki DKY, TM ve temporal kemikleri beraber eksize edilip, % 10’luk tamponlu
formaldehit soliisyonuna konuldu. Ornekler 24 saatlik fiksasyondan sonra
dekalsifikasyon soliisyonunda (Formic acid 98-100%, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) 5 giin dekalsifiye edildi. Spesmenler manubrium mallei’ye dik dogrultuda
perforasyon alanindan gececek sekilde ikiye boliindii. Sonrasinda her iki parca kesit
yiizli lizerine yatirilarak dereceli alkol banyolarinda dehidrate edilip parafine
gomiildii. 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Tiim kesitler Hematoksilen — Eozin
ve Masson Trikrom boyalari ile boyandi. Kesitler 1s1tk mikroskobunda (Olympus
BX53) bir objektifine okiilometre yerlestirildikten sonra spesmenler patolog
tarafindan incelendi. TM’in kalinlig1 (perforasyon alani ve perforasyon olmayan
alan) mikroskobun okiiler kismina yerlestirilen okiilometre ile degerlendirildi.
Kesitler 151k mikroskobu altinda tek bir uzman patolog tarafindan incelendi. Yapilan
incelemede epitelyal ve mukozal tabaka sayist degerlendirildi. Emin Karaman ve ark.
tarafindan yapilan deneysel travmatik TM perforasyonlar: ile ilgili c¢aligmada
neovaskiilarizasyon ii¢ gruba ayrilarak yapilmis. Calismamizda LP (lamina propria)
neovaskularizasyonu +/++/+++ (+ = 40’lik biiylitmede alana giren vaskiiler yapi
sayist 0-3 aras1 , ++ = 40°lik biiyilitmede alana giren vaskiiler yap1 sayis1 3-6 arasi,
+++ = 40’k biliyiitmede alana giren vaskiiler yapi1 sayist 6 ve iizeri) olarak
siniflandirildi. Daha 6nce Enis Alpin Giineri ve ark. tarafindan yapilan akut
travmatik timpanik perforasyon ile ilgili bir ¢calismada fibroblastik aktivite {i¢ gruba
ayrilarak yapilmis. Bizde calismamizda LP’ nin fibroblastik aktivitesi +/++/+++ (+

= hafif fibroblastik aktivite , ++ = orta fibroblastik aktivite , +++ = siddetli
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fibroblastik aktivite) olarak degerlendirildi. Ayrica TM total kalinligi ve epitel

kalinlig1 mikroskopla 6l¢iiliip mikron cinsinden hesaplandi.

3.4. istatistiksel Analiz

Otomikroskopik olarak degerlendirilen perforasyon kapanma oranlar1 ve
histopatolojik olarak degerlendirilen LP’daki neovaskiilarizasyon ve fibroblastik
aktivite sonuglari, semikantitatif skorlamaya dayali veriler oldugu i¢in ¢alismanin
istatistiksel analizi i¢in ¢apraz tablolar olusturularak 6zellikler arasi iligkiler Pearson
Ki-Kare testi ve beklenen degerlerin 5’den kii¢iik oldugu durumlarda Fisher’in kesin

olasilik testi ile kontrol edildi.

TM ortalama kalinlik degerleri ve epitel kalinliklart ise ikili gruplar arasinda
Mann-Whitney U testi kullanilarak test edildi. Kullanilan tiim analizlerde p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Perforasyon kapanma oranlar :

Tablo 1: Perforasyon kapanma tablosu (+=kapanmis, -=kapanmamis)

Kontrol Kulak EA Kulak ALA Periton ALA
1R + + + +
1L + - + +
2R + + + +
2L - + + +
3R + + + -
3L - - + +
4R + + + +
aL + + + +
5R + - + +
5L - + + +
6R + + + +
6L - + + +
7R + - + +
7L - - + +
8R + + + +
8L + + + +

(EA : Etil alkol , ALA : Alfa lipoik asit)

Elde edilen bulgular Tablo 1°de sunulmustur. TM perforasyon kapanma
oranlart agisindan gruplar arasindaki farkliligi test etmek i¢in dort gruptan elde edilen
veriler Ki-kare testi ile karsilastirildi. Ikili gruplar halinde ayr1 ayn
karsilagtirildiginda kulaga topikal ALA uygulanan grup ile kontrol grubu arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=0,015). Peritona uygulanan
ALA grubunun kontrol grubu ile yapilan istatistiksel karsilastirma sonucu anlamli

bulunmadi (p=0,070). Periton ALA uygulanan grup ile topikal etanol uygulanan
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grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,070). Kulaga
topikal ALA uygulanan grup ile Peritona ALA uygulanan grup arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p=0,310). Kulaga topikal uygulanan
ALA grubu ile kontrol grubunun karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli
sonu¢ bulunmadi (p=1,000). Bunun disinda kalan tim ikili gruplarin

karsilastirilmalari istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Resim 5: 14 giin topikal ALA uygulanmis rat TM goriinimii (100 biiytitme)
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4.2. Timpanik membran kalinhgi (mikrometre)

Tablo 2: 14. giin sonunda tiim gruplardaki rat TM kalinliklart

Kontrol | Kulak EA Kulak ALA Periton ALA
1R 15 15 16 10
1L 15 12 15 14
2R 10 10 16 13
2L 15 12 15 10
3R 10 10 17 12
3L 12 10 10 15
4R 17 15 16 17
aL 15 10 10 12
5R 13 15 15 12
5L 10 15 16 15
6R 16 15 10 10
6L 15 15 10 10
7R 15 15 13 18
7L 15 17 15 10
8R 12 10 10 10
8L 15 15 14 15
Ortalama | 13,7542 13,19+2 13,63+2 12,69+

Calisma grubundaki ratlarin TM kalinligr Olglimlerinin ortalamalar1 ve

standart sapmalar1 Tablo 2’de verilmistir. Kullanilan biiyiitmeye gore kalibre

edilerek mikrometre cinsinden 5 alanda yapilan 6lgiimlerin ortalamalar1t TM kalinlig
olarak kabul edildi.

Oncelikle dért grubun TM kalinliklar1 arasindaki farkliligi incelemek igin

Kruskal-Wallis testi uygulandi ve gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi

(p=0,540). Ikili gruplar arasindaki TM kalinlig1 ortalamalarinin farkliligini incelemek

i¢in Mann-Whitney U testi kullamild1. ikili gruplar arasinda TM kalinlik ortalamalar:

arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05).
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Resim 6: 14 giin intrapéritoneal ALA uygulanmis rat TM’ 1

4.3. Epitel Kati Kalinhg:

Tablo 3: 14.

giin sonunda tiim gruplardaki TM epitel kat1 kalinliklar1

%4

3 100 ym |
A —

Kontrol

Kulak EA

Kulak ALA

Periton ALA

1R

1L

2R

2L

3R

3L

4R

4L

5R

5L

6R

6L

7R

7L

8R

8L

Ortalama

W b Wb WAl WW PRI WW W A|INIOW

,44+0,7

4
3
3
3
5
3
4
4
3
3
4
3
4
4
3
2
3,

44+0,7

,630,6

3
3
4
3
5
3
4
4
3
4
3
3
4
3
4
4
3,

56+0,6
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Gruplardaki TM epitel kat1 kalinlig1 6lgiimlerinin ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 Tablo 3’de verilmistir. Oncelikle dért grubun TM epitel kati kalinliklar:
arasindaki farkliligi incelemek ic¢in Kruskal-Wallis testi uygulandi ve gruplar
arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,827). Ikili gruplar arasindaki TM epitel kati

kalinlig1 ortalamalariin farkliligini incelemek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi.

Ikili gruplar arasinda TM epitel kat1 kalinlik ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmadi (p>0,05).

6.3x
0x /0,25

Resim 7: 4 giin topikal EA uygulanmig TM goriiniimii (100 biiyiitme)
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4.4. Fibroblastik aktivite

Tablo 4: 14 giin sonunda TM’1n lamina propria tabakasindaki fibroblastik aktivite tablosu

Kontrol | Kulak EA Kulak ALA Periton ALA
1R ++ ++ + ++
1L + + + +
2R + + ++ ++
2L +++ + ++ +
3R ++ + ++ +
3L + + + +
4R ++ ++ + ++
aL ++ + + ++
5R ++ ++ + ++
5L + ++ ++ +
6R ++ ++ +++ ++
6L ++ ++ + +
7R ++ ++ ++ ++
7L + ++ ++ +
8R ++ + ++ ++
8L ++ + + +

Elde edilen bulgular Tablo 4’de sunulmustur. TM perforasyon bolgesindeki
fibroblastik aktivite agisindaki farkliligi test etmek icin dort gruptan elde edilen
veriler Ki-kare testi ile karsilastirildi. Ikili gruplar halinde ayr1 ayn
karsilastirildiginda gruplar arasinda fibroblastik aktivite agisindan anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 5: 14 giin sonunda tiim gruplarin neovaskiilarizasyon tablosu

4.5. Neovaskiilarizasyon

Resim 8: Kontrol grubu 14. giin 40 biiyiitmede fibroblastik aktivite goriinimii

Kontrol Kulak EA Kulak ALA Periton ALA

1R ++ ++ ++ +
1L ++ + + ++
2R + + ++ +
2L ++ + ++ ++
3R ++ + ++ +
3L + + + ++
4R ++ ++ + +
4L ++ + +++ ++
5R ++ ++ + +
5L + +++ ++ +++
6R ++ + ++ +
6L ++ +++ +
7R + ++
7L ++ ++ +++
8R ++ ++ ++ +
8L ++ ++ ++ ++
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Elde edilen bulgular Tablo 5’te sunulmustur. TM perforasyon kenarindaki
neovaskiilarizasyon acisindan gruplar arasindaki farkliligi test etmek icin dort
gruptan elde edilen veriler Ki-kare testi ile karsilastirildi. Ikili gruplar halinde ayri

ayr karsilastirildiginda gruplar arasinda neovaskiilarizasyon agisindan anlamli bir

farklilik bulunmadi (p>0,05).

Resim 9: 14 giin boyunca intraperitonel ALA uygulanmis rat TM goriiniimii
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5. TARTISMA

TM, DKY kanali ile orta kulagi birbirinden ayiran zardir. TM’m ortalama
vertikal ¢ap1 10-11 mm, anterior-posterior ¢ap1 ise 8-9 mm dolayindadir. Ratlarda bu
2.2-2.4 civarindadir. Daha once yapilan arastirmalarda insan TM ortalama kalinligi

60-90 um iken ratlarda bu kalinlik 5-6 um dolayinda oldugu bildirilmistir (57).

TM, dis kulak kanali cildinin devami olan epitel kati, ortada fibréz tabaka ve
i¢ tarafta mukozal kat olmak iizere li¢ tabakadan olusur. Dis kulak kanali cildinin
devami olan dis taraftaki epitel tabakasi ¢ok katli skuamoz epitel ile doseli iken i
taraftaki mukozal kat orta kulak mukozasinin devami olup tek katli kiiboidal epitel
olarak devam eder. TM’1n pars tensa boliimiinde fibroz tabaka esas olarak radyal ve
sirkiiler kollajen lif yapilarindan olusurken, pars flaksida boliimiinde fibréz tabakada
herhangi bir diizenleme olmayan elastik ve kollajen yapidaki liflerden olusmustur.
(9, 34).

TM perforasyonu insanlarda ¢ok sik goriilen bir saglik problemi olup gergek
insidans1 hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Tim diinyada 6n goriilen insidans %]1’in

altinda olarak bildirilse de asil oran bunun altindadir (1).

TM perforasyonlarina yol agan sebepler arasinda ilk olarak infeksiyon,
ardindan TM travmalar1 (carpmalar, delici travmalar, barotravmalar, akustik
travmalar), iatrojenik travmalar (parasentez, ventilasyon tiipii uygulamasi, dis kulak

kanalindan serumen temizligi, hiperbarik oksijen tedavisi) sayilabilir.

TM’in kendi kendini tamir edebilme mekanizmast mevcuttur. Farkl
sebeplerle meydana gelen TM perforasyonlarinin yaklagik %90°1 spontan olarak
iyilesmektedir. TM perforasyon iyilesmesinde baslangictaki hemostatik ve
inflamatuar evreleri diger dokular ile ayni iken, proliferasyon ve migrasyon
safhalarindaki asamalar1 diger dokularin yara iyilesmelerine gore farkliliklar igerir.
TM’1n iyilesmesini, diger dokularin iyilesmelerinden ayiran iki 6nemli 6zellik vardir.
Bunlardan birincisi; TM’1n ¢ok katli skuamoz epitel katinin, membran periferine ve
dis kulak kanali epiteline siirekli migrasyon halinde olmasidir. ikinci énemli 6zellik

ise TM perforasyonlarinda yeni olusan epitel katinin altinda ona destek olabilecek ve
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besinlerin gecisini saglayabilecek bir matriksin olmamasidir. Diger dokularin yara
iyilesmesi siirecinde fibroz dokunun epitelizasyon once yara yerini doldurdugu
goriliir, epitelizasyon ise sonradan gelisir. TM’da ise bu tam tersi durumundadir.

Once epitelizasyon olusur, sonradan fibroz tabaka olusur (4, 6, 7).

TM perforasyonu sonrasinda gelisen epitel katinin yara iyilesmesindeki
primer rolii ve fibroz tabakanin ise sekonder rolii yapilan arastirmalar soncunda genis

6l¢iide agiklanmistir (58, 59).

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda akut TM perforasyonlarinin iyilesme
mekanizmalar1  anlatilmigtir.  Travmanin  hemen ardindan TM perforasyon
kenarlarinda baslangigta eksuda ve membranin fibroz tabakasinda bir 6dem meydana
gelir. Hem dis kulak kanalina bakan epitelde hemde orta kulak tarafina bakan
epitelde nekroz gelisir ve fibroz tabakadaki olusan eksuda dehidratasyona engel olur.
Birkag¢ giin igerisinde perforasyon disinda kalan TM bolgesinde yogun bir
proliferasyon ve perforasyon kenarinda ise keratin birikimi izlenir. Olusan bu
proliferasyon membranin vaskiiler beslenmesinin en iyi oldugu yerlerde daha
belirgindir. Bunlar; anulus, manibrium mallei ve malleolar kivrimlarin oldugu
bolgelerdir. Prolifere olan membranin epitel kati hiicreleri, perforasyon santraline
olan migrasyonu ile perforasyon kenarinda biriken keratini iter ve perforasyon
alanimm1 kapatir. Boylelikle perforasyon alani ilk olarak keratinle dolar. Ardindan
epitel tabakasi iizerini kapatir. Ugiincii giinden sonra LP tabakasinda kapiller
tomurcuklanmalar ve fibroblastlar meydana gelir. Perforasyonun genisligine gore
siklikla 7-21 giin igerisinde perforasyon kapanir. Sonraki 4-8 haftalik siirecte
normalde fibr6z tabakada olan radiyal ve sirkiiler kollajen lif diizeninden farkli
kollajendz bir tabaka olusur. Sonradan olusan bu membran yapisinin seffaf ve ince
goriintiisii membranin epitel ve mukoza katindan ibaret oldugunu diisiindiirse de
yapilan arastirmalar sonucunda arasinda bu iki tabakanin arasinda ince bir fibroz

tabakanin oldugu bilinmektedir (9, 34).

Yapilan caligmalarda plasebo ile tedavi edilen akut TM perforasyonlarinda,
fibroz tabakanin prolifere olan epitel katinin iyilesmesine gore ge¢ kaldigi
izlenmistir. Fibroz tabakadaki bu gecikmenin prolifere olan epitelin fibroz tabakaya

dogru yonelmesine neden olmaktadir. Boylelikle TM’ da olusan perforasyon
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merkezine gidemeyen epitel nedeniyle perforasyonun kapanmama riski ortaya
¢ikmaktadir (60).

Uzun zamandir TM perforasyonlarinda uygulanilacak tedavi yontemleri
hakkinda caligmalar yapilmaktadir. Gilinlimiizde TM perforasyonlarinda c¢esitli
timpanoplasti teknikleri ve akut TM perforasyonlarinda kagit yama uygulamasi gibi
yontemler kullanilmaktadir. TM perforasyonlarinda infeksiyon veya epitelyal
kivrilmaya yol acabilecek kadar genis TM perforasyonun oldugu perforasyonun
kapanmasina engel teskil eden durumlarda hastanede yatis siiresini kisaltmak ve
tedavi maliyetini diistirmek amaciyla mikrocerrahi disinda farkli alternatif tedavi
metodu arayiglarma gidilmistir. Bu distiniilenerek hyalunorik asit ve epidermal

biiyiime faktorii gibi birgok madde bu amagla arastirilmistir (2, 15, 33, 61-63).

TM’da meydana gelen travmatik perforasyonlarin biiylik bir kismi
kendiliginden iyilesmektedir. Fakat daha oncede bahsedildigi gibi infeksiyon ve
epiteliyal kopriillesmeye engel olacak kadar biiyiik perforasyonlarda perfore alan ya
kapanmayabilir ya da TM perforasyonu kapansa dahi olusan TM bolimii ince bir
membran seklinde olabilir. Insanlarda TM perforasyonu sonrasi olusan yeni
membranin histolojik olarak incelenmesi sonucunda, membranin fibréz tabakasinin
fibroblastlardan yoksun, belli bir diizeni olmayan kollajen liflerden olustugu
izlemistir (9, 21). Burada 6nemli olan yeni olusan TM’mn perforasyon oncesindeki
membran kalinliginda ve histolojik yapisinda sahip membran olusmasidir.
Calismamizda amaglanan, travmatik TM perforasyonlarinda ALA’nin verilmesiyle
TM iyilesme siirecinde olusan epitelizasyon, TM kalinligi, fibroblastik aktivite ve
neovaskiilarizasyon tlizerinde farkli bir etki olusturup olusturmadigini géstermek ve

bunun yaninda perforasyon kapanma oranina etkisini izlemek amaglanmastir.

ALA, insanlar, hayvanlar ve bitkiler tarafindan sentezlenebilen dogal bir
bilesiktir. ALA igerik olarak oksitlenmis veya indirgenmis iki siilfiir molekiiliinii
barindirir. Bu farkliliktan dolayr ALA bir¢ok 6nemli enzimin kofaktorii olarak gorev
yapabilmektedir. Bunun diginda ALA, hem suda hem de yagda ¢6ziinebilen giiclii bir
antioksidan yapisinda bir maddedir. ALA’nin antioksidan 6zelligi hem okside hem

de indirgenmis formu ile olur.
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ALA, DHLA, dihidroaskorbik asiti tekrar asborbik asite ¢evirebilir.
Boylelikle direkt olarak C vitamininin, dolayli olarakta E vitamininin yeniden
sentezlenmesi saglayabilir. ALA hiicreler arasinda bulunan glutatyon ve koenzim Q-
10 seviyesinde artmaya yol acar. Bunun disinda ALA’nin bazi metallerle selat
yapabilme 6zelligi bulunmaktadir. Bakir, manganez ve ¢inko gibi metallerle stabil
kompleksler olusturabilir. ALA’nin yapilan aragtirmalarda arsenik zehirlenmesi olan
hayvanlarda kullanilabilecegi gdsterilmistir. Bunun disinda yapilan ¢alismalarda hem
in-vitro deneylerde hem de hayvan deneylerinde kadmiyuma bagli hepatotoksik
etkiyi azalttigi gosterilmistir. Ayrica bobreklerde civa ile selat olusturabildigi
caligmalarda gosterilmistir (56).

ALA’nin mitokondriyal esansiyel bir kofaktér olmasinin yaninda biyolojik
antioksidan olmasi ve serbest radikal olusumunu engelleme 6zelligi vardir (64). ALA
tedavisinin diabet ve komplikasyonlari, iskemi, reperflizyon hasari ve diger birgok
klinik endikasyon tizerine yararli etkileri gosterilmisken, akut TM perforasyonu gibi
oksidatif hasarin oldugu bir durumda perforasyon kapanmasi {iizerine etkisini
inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (65, 66). Calismamizda ALA
maddesi etanol icerisinde c¢Oziinerek uygulandi. Etanoliin etkinliginin de

izlenebilmesi i¢in ayr1 grup olarak topikal etanol grubu olusturuldu.

Calismamizda toplam 32 kobaymm 64 TM’ma miringotomi uygulandi.
Kobaylar 4 gruba ayrildi. Ik gruba herhangi bir tedavi verilmeyerek takip edildi.
Ikinci gruba 14 giin boyunca her iki kulagina etil alkol 0,1 cc topikal olarak verildi.
Ugiincii gruba topikal olarak her iki kulagina 50 mg/ml 0,1 cc ALA verildi.
Dordiincii gruba intraperitoneal olarak 100 mg/ml 0,1 cc ALA verildi. ALA’nin
topikal ve sistemik olarak etkinliginin de karsilastirilmasi planlandi. Kobaylar 14.
giin sakrifiye edildi. Gruplar arasinda 14. giin sonunda perforasyon kapanmasi, TM
neovaskiilarizasyon, fibroblastik aktivite, TM ve epitel kat1 kalinli§1 arasinda ikili
gruplar seklinde karsilastirildi. Ikili gruplar halinde ayri ayri karsilastirildiginda
kulaga yapilan topikal ALA grubunun kontrol grubuna gore perforasyon kapanma

oraninda anlamli fark izlendi (p=0.015).

Topikal ALA uygulamasimin kontrol grubu arasinda perforasyon kapanma

oranlarinda istatiksel anlamli bir fark izlenmesi ragmen sistemik olarak uygulanan
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ALA’nin istatiksel olarak olarak anlamli olmamasi TM’da yeterli etkin doza
ulasamamas1 diislindiirmektedir. Sistemik uygulamalarda ALA’nin farkli doz ve
siirelerde kullanilmas1 ile topikal uygulama ile aymi sonuglara ulasilmasi

muhtemeldir.

Tim gruplar karsilastirildiginda aralarinda TM epitel kati kalinhigi, TM
kalinlig1, neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite ortalamalari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen c¢alisma grubunda
perforasyon kapanma oraninin yiiksek olmasi bize alfa lipoik asidin etkili oldugunu

ancak farkli doz ve siirelerde ¢alisilmasi gerekliligini diistindiirdii.
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6. SONUC

Calismamizda toplam 32 kobayin 64 TM’ina miringotomi uygulandi.
Kobaylar 4 gruba ayrildi. 14 giin boyunca 1. grup kontrol, 2. grup topikal etil alkol,
3. gruba topikal ALA, 4. gruba intraperitoneal ALA uygulamasi yapildi. Tim
kobaylar 14. giin sakrifiye edildi. Degerlendirme sonunda asagidaki sonuglar ortaya
¢ikti;

1. ALA kolay ulasilabilir ve maliyeti ucuz bir maddedir. Topikal ve sistemik

kullanimda herhangi bir yan etki izlenmedi.

2. Calismaya dahil olan gruplar arasinda TM kalinligi, TM epitel kat1 kalinligt,
neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite acisindan istatistiksel olarak

olarak anlamli bir fark izlenmemistir.

3. Topikal ALA uygulamasinin kontrol grubuna gére TM perforasyon kapanma

oraninda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir.
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