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1. GIRIS

Timpanik membran perforasyonu enfeksiyon ve travma sonucunda meydana gelir. Akut
timpanik membran perforasyonlarinin %90’ 1, 6zellikie de zar yilizeyinin dértte birinden
az bir alani kapliyorsa spontan olarak kapanir (1-4). Timpanik membran ylzeyinin
kapanmayi dnleyecek kadar genig bir kismuni tutan ya da bir orta kulak patolojisinin
eslik ettifi perforasyonlarda tedavi amaciyla gesitli greftierin kultaniidii  mikrocerrahi
yontemlerine bagvurulmaktadir. Akut travma sonucu olugan perforasyonda kenariari
birlestirmek ve kenarlarin mukozal ylize ddnmesini engelleyerek iyilegmeyi saglamak
amaciyla vektér materyal uygulamasi da kullaniimaktadir. Kapanmayan
perforasyonlarda digtaki epitel tabakasi medial yilze dénerek mukozal kat ile
birlesmektedir. Perforasyon kenarlarinda kapanmayi 6nleyen bu epitelin ortadan
kaldinimas: ve fibréz tabakada fibroblastik reaksiyonun tetiklenmesi amaciyla %10'luk
triklor asetik asit ile koterizasyon sonucu, pars tensada %65 ten daha az alan

kaplayan perforasyonlarda %80’ lere varan kapanma oranlari bildirilmigtir (5).

Alternatif olarak %1'lik Hyaluronik Asit ve Epidermal Buylime Faktdri’ nin (EBF)
topikal uygulanmasinin, travmatik timpanik membran perforasyonunun kapanmasini

hiziandirdigini gbsteren yayinlar da yapilmigtir (15,16,17,18,22,23,24,25),

Travmatik perforasyonun iyilegme sireci oldukga iyi dokiimante edilmigtir. Travmadan
sonra perforasyon kenarlarinda oncelikle doku sivisi, lenf ve/veya kandan olugan ani
bir eksudasyon olugur. Kurut adi verilen bu tabaka alttaki dokuyu korur ve
dehidratasyonu &nler, ayrica hicre migrasyonu ve iyilegme siireci igin de ideal bir
ortam olusturur. Iki gun igerisinde perforasyon kenarlarinda agin keratin Gretimiyle

birlikte timpanik membranin digtaki squamdz epitel katinda belirgin bir proliferasyon



gozlenir. lyilesme stirecinin  y8niind belileyen etken, olugan keratinin perforasyon
merkezine dogru itiimesidir. Hiperplastik squamdz epitel polimorfoniikleer 16kositlerle
infiltre grantlasyon dokusu lzerinde yer aldijindan defektin kapanmas: ilk olarak
keratin aracihdiyla olur. Takiben squaméz epitel hiicreleri birlegir ve daha sonra da
destek bad dokusu ile perforasyon kapanir. Mukozal tabaka perforasyon kapanma

siirecinde minimal 6neme sahiptir (2-7).

Hyaluronik Asit tim konnektif dokularda matriks bilegeni olarak bulunan yiksek
molekil agirlikli bir polisakkarittir (8). Deneysel timpanik membran perforasyonlarinda
eksojen olarak uygulanan Hyaluronan ( Hyaluronik Asit’ in sodyum tuzu, Pharmacia AB,
Upsala, Sweden) ile iyilegme siirecinin hizlandigi gésterilmigtir (16-19). Hyaluronanin bu
etkiyi hangi mekanizma ile sagladi: bilinmemekle birlikte iyilegme stirecinde dnemli rol
oynayan epitelyal proliferasyon, migrasyon ve artan keratin igin bir destek gérevi yaptig
disiintimektedir. Ayrica keratin yapimini stimile ettigi, polimorfonikieer lokositler igin

kemotaktik &zellikleri oldugu da gésterilmisgtir (16,20).

EBF 53 amino asitli, tek zincirli bir polipeptitdir. lik olarak fare submandibular glandindan
izole edilmig, daha sonra rekombinan DNA teknolojisiyle tretilmigtir (9). Invivo ve invitro
caligmalarda EBF' niin epidermal hiicre proliferasyonunu ve keratinizasyonu stimiile
ettigi, kalttre fibroblastlar igin mitojenik aktivite gdsterdigi, eksojen uygulamada yara
iyilegmesini hizlandirdi§i  gosterilmistir (10,11,21) . Iki kat epitel arasinda yer alan bir
fibroz tabakadan olugan timpanik membranin EBF etkilerini gbzlemek agisindan uygun
bir yapida oldugu distniimektedir. O’Daniel ve ark. (1990) timpanik membranda EBF
reseptorleri  oldujunu gbstermis ve topikal uygulanan EBF’ niin  perforasyon

kapanmasinda yararh oldugunu belirtmistir (22).



Mitomisin C, Streptomyces caespitosus’ tan elde edilen alkilleyici bir antineoplastik
antibiyotiktir (12). DNA sentezini inhibe etmesinin yanisira, yilksek konsantrasyonlarda
RNA ve protein sentezini de suprese eder. Epitel proliferasyonunu, fibroblast
replikasyonunu ve kollajen sentezini inhibe ederek yara iyilegmesini modiile etmede
yararlidir ve oftalmolotojik cerrahide glokomlu hastalarda trabekiilektomi alaninin
kapanmasini dnlemek amaciyla yaygin olarak kullamimaktadir ( 29,30 ). Rat timpanik
membraninda yapilan galigmalarda Mitomisin C uygulamasinin miringotomi kapanma

sirecini uzattd: gosterilmigtir (26-28).

Bu caligmada Hyaluronik Asit, EBF ve bunlara zit etki gdsterdidi bilinen Mitomisin C’
nin deneysel timpanik membran perforasyonu lizerine olan etkilerinin, klinik olarak
perforasyon kapanma siiresinin gbzlenmesinin yanisira histolojik olarak timpanik
membran kalinli§i, fibroblastik reaksiyon, neovaskiilarizasyon, epitel kalinhg), keratin

kalinhdi ve kurut alani kriterleri incelenerek aragtinimasi planianmgtir.



2.GEREG VE YONTEM

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Laboratuvarinda uretilen
ortalama 300 gram agiriginda erkek ratlar galismaya alindi. Operasyon mikroskopu ile
otoskopik bakida normal oldugu gérillen timpanik membrana sahip 30 hayvan her

grupta 10 tane olacak sekilde 3 gruba aynildi ( A,B,C).

Herbir hayvanda intraperitoneal ketamin hidroklorid (40mg/kg) ve xylazin hidroklorid
(5mg/ kg) enjeksiyonuyla anesteziyi takiben akkor hale getirilmis pik ucu ile bilateral,
arka Ust kadranda, perforasyon capi mikroskop okiilerine yerlegtirilen mikrometre ile

kontrol edilerek, 1 mm gapinda timpanik membran perforasyonu olusturuldu.

Resim1.Histopatolojik inceleme igin hazirlanan timpanik membran preparati.

Arka iist kadrandaki perforasyon.




A grubunda tanimlanan standartlarda olusturulan bilateral perforasyon sonrasinda her
bir hayvanin sag kulaginda 10 mikrolitre %1 Hyaluronan (%1 Healon, Pharmacia AB,
Upsala, Sweden) emdirilmis 1-1.5mm c¢apinda gelfoam perforasyon Ozerine
yerlestirildi. lyilesme sirecinde fakh dénemlerde incelemek amaciyla 3., 5., 7., 9. Ve
14. ginlerde bir hayvan olmak tizere toplam 5 hayvan intraperitoneal Pentobarbital (80
mg/kg) enjeksiyonunu takiben dekapite edildi. Bilateral dig kulak yolu kemik — kikirdak
bileskesinden kesilerek ayrildi. Bulla agildiktan sonra timpanik membran direk goriis
altina alinarak kemik anulus ve 1-2 milimetre dig kulak yolu ile birlikte g¢ikarildi ve her
iki kulaktan hazirlanan spesmenler %10’ luk formaldehit solusyonuna konularak
histolojik inceleme igin ayrildi (Resim 1). Diger 5 hayvan ise perforasyon kapanma
sUrelerinin  saptanmasi igin periyodik glnlitkk otomikroskopik baki yapilarak izlendi.
Hayvanlar sakrifiye edilinceye ya da perforasyonlari kapanincaya kadar sagd

kulaklanina giinlik Hyaluronan uygulamasina devam edildi.

B grubunda aym yontemle olusturulan bilateral timpanik membran perforasyonunu
takiben sag tarafta 400 Mikrogram/ml; 10 mikrolitre EBF (EGF, Sigma-E9644,
Misssouri, USA) emdiriimis 1-1.5 mm c¢apinda gelfoam perforasyon zerine yerlestirildi.
Bes hayvanda sirasiyla 3., 5., 7., 9. ve 14. gunlerde sakrifiye edilinceye ve diger 5
hayvanda da perforasyon kapanincaya kadar sag tarafa ginlik EBF uygulamasi
strduriildu. Sakrifikasyonu takiben sagd ve sol kulaklar igin A grubu ile aym sekilde
hazirlanan spesmenler histolojik inceleme igin ayrildi. Beg hayvan ise bilateral gunlik

otomikroskopik baki ile izlenerek perforasyon kapanma sireleri belirlendi.

C grubunda bilateral perforasyonu takiben sag taraftaki perforasyon uzeri 2mg/ml 10

mikrolitre Mitomisin C emdirilmig, 1-1.5 mm g¢apinda gelfoam ile yalmz bir kez olmak



Uzere, ilk gin kaplandi. Sol tarafa bu gruptada herhangi bir uygulama yapiimadi. Bes
hayvan 3., 5., 7., 9. ve 14. ginlerde sakrifiye edilerek bilateral timpanik membranlan
histolojik inceleme igin hazirlandi. Kalan bes hayvan perforasyon kapanma stresinin

saptanmasi amaciyla 2 ay stresince ginlik otomikroskopik baki ile izlendi.

Her Ug¢ gruptaki tiim ratlara enfeksiyon profilaksisi igin ilk 5 gin gunagin intramuskuler

150mg/kg ampisilin uygulamasi yapild.

Histopatolojik inceleme igin, her G¢ gruptan alinan 30 adet ( 5 tane Hyaluronan
uygulanan, 5 tane EBF uygulanan, 5 tane Mitomisin C uygulanan ve 15 tane ilag
uygulamasi yapiimayan ) timpanik membran preparati formol fiksasyonu sonrasi 9 saat
dekalsifikasyon amaciyla formik asitte tutulduktan sonra operasyon mikroskopu
gorugl altinda manubrium mallei’ ye dik dogrultuda perforasyon alanindan gegecek
gekilde ikiye aynldi. Her iki parga kesit ylizii Ozerine yatinlarak parafin bloklar
hazirfandi. Daha sonra 5 mikrometre kalinliginda doku kesitleri alinarak hematoksilen

eozinle boyandi ve i1tk mikroskopunda incelendi.

Mikroskopik gortnti 100’ luk blylUtmede bir VCD kamera yardimiyla televizyon
ekranina yansitildi. Ekrandaki biyitme oraninin belilenmesi amaciyla bir Toma lami
kullanildi. Lamdaki 0,06 mm uzakhigin ekranda 1cm (10mm) ye denk geldigi
hesaplandi. Boylelikle monitér ve mikroskopi sisteminin 10/0.05=200 kat blyltme
sagladi§) belirlendi, Daha sonra ekran gériintiistinden bir cetvel yardimiyla perforasyon
kenarinin 1-2cm (50-100 mikrometre) yakininda 6lgim yapilarak (Resim 2,34 )

timpanik membranin total kalinhg@i, keratin kalinhg, epitel tabaka kalinhg: élguldi ve



fibréz tabaka semikantitatif olarak degerlendirildi. Ayrica kurut yapisinin  diizensiz

sekilde olmasi géz énine alinarak kurut dagihm alaninda nokta sayimi yapildi.

Resim 2.Timpanik membran perforasyon alani. (dky: Dig kulak yolu, tk :Timpanik kavite,
M: Malleus, F: Fibroz tabaka, K :Kurut alam) (40X)




Resim 3.Kapanmig timpanik membran perforasyonu (Ok: kesit alinma esnasinda
. malleusun aynilmigoldugu yer, dky:dis kulak yolu, tk:Timpanik kavite K: kurut,

P:Rejenere olan timpanik membran alani. (20X)



Resim4.Kapanmayan timpanik membran.perforasyon kenarlarinda herhangibir reperatif
olay izlenmiyor. Ok: Perforasyon kenarian, dky: Dig kulak yolu, tk: Timpanik kavite) (20X)




3. SONUGLAR

Tablo 1. Perforasyon kapanma siiresi (giin)

HA EBF. MIT Kontrol A | Kontrol B | Konirol G
No uygulanan uygulanan uydulznan
(Agruby) | (Bgruby) | (C grubu)
1 11 7 - 14 11 14
2 ) 5 - 14 17 14
3 7 9 - 14 11 14
K 7 9 - 17 11 23
5 9 7 - 17 17 17
Ortalama 8.61+1.6 |7.4+16 |[Kapamma |15416 13.4+3 16+3.9
, gézlenmedn ‘

(HA:Hyaluronik asit, EBF: Epidermal Blylime Faktbril, MIT:Mitomisin C)

A, B ve C gruplarinin homojenligini test etmek igin dncelikie her {i¢ kontrol grubunun
kapanma sUreleri Kruskal-Wallis tek yonli Anova testi (KW) ille karsilagtinidijinda
aralarinda istatistiksel olarak anlamh fark olmadi§ belirlendi (p=0.421). Buna gobre
ratlarda timpanik membran perforasyonu spontan iyilesme siresi ortalama 15t2 gin
olarak belirlendi.

Mitomisin C uygulanan beg perforasyonda 2 ay boyunca kapanma gdzlenmedi .

HA ile EBF uygulanan timpanik membranlardaki perforasyonlarin kapanma surelerini
kargilagtrmada Mann —-Whitney U testi (MWU) uygulandi; her iki grup arasinda
istatistiksel anlamh farkhiik bulunmad: (p=0.3160).

HA ve EBF gruplarinin kontrol grubu ile kargilagtinimasi Wilcoxon Matched -Pairs
Signed -Rank testi (WMP) ile yapildi. HA veya EBF uygulamasi ile timpanik membran

perforasyonu kapanma slresinin kontrol grubuna gbre istatistiksel olarak anlamh

sekilde kisaldidi belirlendi (p=0.0432).

10



Tablo 2. Timpanik membran kalinhgt (mikrometre)

Gan HA EBF MIT Kontrol A | Kontrol B | Kontrol C
uygulanan uygulanan uygulanan
(Agrubuy) (B grubu) (C grubu)
330“ 27.5 12.5 17.5 10 17.5 25
5.g0n 12.5 20 25 20 17.5 20
7.g0n 7.5 20 25 42.5 25 20
9. glin 7.5 45 30 20 35 25
14. glin 5 12.5 20 10 10 25
Ortalama 1219 22413 23+4.8 20+1,3 2149 23+2.7

(HA: Hyaluronik asit, EBF:Epidermal Biiyime Factdrii, MiT: Mitomisin C)

A, B ve C gruplarinda 6ncelikle her ic kontrol grubundaki timpanik membran
kalinhiklan arasindaki farklihige incelemek igin KW testi kullanildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamii farklilik bulunmadi (p=0.4844). Buna gtre ratlarda ortalama
timpanik membran kalinh§inin 22+4 mikrometre oldufiu beliriendi.

Her G¢ grupta uygulama yapilan ve kontriateral kontrol kulaklar timpanik membran
kalinhd agisindan WMP testi ile kargilagtiriidiinda;HA ile kontrol A arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.3452), EBF ile kontrol B arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz (p=0.8927), Mitomisin C ile kontrol C arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz (p=0.1000) bulundu.

HA, EBF ve Mitomisin C uygulanan gruplar arasinda timpanik membran kalinhg
agisindan kargilagtirma KW testi ile yapildi ve istatistiksel olarak anlamhi farklilik
saptanmadi (p=0.1098).

11



Tablo3. Fibroblastik reaksiyon

Gan FA EBF MIT Kontrol A | Kontrol B | Kontrol G |
uygulanan uygulanan uygulanan
(A grubu) (B grubuy) (C grubu)
3.gln + + - + - +
5.glin + - + + + +
7.g0n + + 4+ + ++ ++
9.g0n - -+ +4++ - ++ +
14.g0n ++ + +++ + - +
rtalama 140.7 1.241.09 2+1 0.810.44 141 1.210.44

(HA:Hyaluronik asit, EBF:Epidermal Biylime Faktoril, MIT:Mitomisin C )

Fibroblastik reaksiyon agisindan A, B ve C gruplan arasindaki farklihigj: test etmek igin,
oncelikle her g kontrol grubunun degerleri KW testi ile kargilaghinidi. Buna gore
fibroblastik reaksiyon agisindan aralannda aniamli fark bulunmadi (p=6271) ve kontrol
grubunda ortalama fibroblastik reaksiyon 1+0,6 ‘+’ olarak degerlendirildi.

HA, EGF ve Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar arasinda fibroblastik
reaksiyon acisindan istatistiksel olarak anlamii farkihik bulunmad: (p=0.2430).HA,
EBF veya Mitomisin C uygulanan timpanik membranlaria ayni grupta yeralan kargi
kontrol timpanik membranlar arasinda fibroblastik reaksiyon agisindan fark olup
oimadii WM testi ile degjerlendirildi; Buna gére, HA ile kontrol A arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmadi (p=0.3173), EBF ile kontrol B arasinda istatistikse! olarak
anlamh fark bulunmadi (p=0.6858), Mitomisin C ile kontrol C arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmadi (p=0.1797).

12



Tablo 4. Neovaskiilarizasyon

Gan HA EBF MIT Kontrol A | Kontrol B | Kontrol C

uygulanan | uygulanan uygulanan
(A grubu) (B grubu) (C grubu)

3.gln + - - + - +

5.gln + - - + - +

7.90n + + + + + +

9.g0n + + + + + +

14.g0n + + + - - +

Toplam 5+ 3+ 3+ 4 2 5

(HA: Hyaluronik asit, EBF:Epidermal Bilyime Falkt6ri, Mitomisin C)

Neovaskilarizasyon agisindan A, B ve C gruplan arasindaki farkithg: test etmek igin
her Gg¢ kontrol grubundan elde edilen veriler Chi square testi ile kargilagtinidi. Kontrol
gruplan arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oimadi§: bulundu (p=0.2052).

HA, EBF ve Mitomisin C uygulamalarn arasinda neovaskilarizasyon varlig agisindan
kargllagtirmada Chi square testi ile yapildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamii farkhiik bulunmadi (p=0.2557).

HA, EGF veya MIT uygulanan timpanik membranlarla bunlara kargt olan kontrol
timpanik membranlar arasinda neovaskiilarizasyon varlidi agisindan kargilagtirmada
Mc Nemar testi uygulandi; Buna gére,

HA ile Kontrol A arasinda farkin istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.1000),

EGF ile Kontrol B arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.1000),

MIT ile Kontrol C arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.5930) oldugu

bulundu.

13



Tablo 8. Epitel kat: kalinhgi (mikrometre)

Gan HA EBF MIT Kontrol A | Kontrol B | Kontrol C
uygulanan | uygulanan | uygulanan
(A grubu) (B grubu) (C grubu)
3.gln 7.5 5 10 5 10 15
| 5.gin 2.5 10 15 10 10 15
7.g0n 2.5 10 7.5 7.5 10 10
9.gan 2.5 25 20 7.5 7.5 20
14.90n 7.5 10 10 7.5 7.5 20
Ortalama 45427 |12+7.5 12.51+5 7.5+1.7 | 9+1.3 1614

(HA: Hyaluronik asit, EBF: Epidermal Bilylime Fakt6rli, MIT: Mitomisin C)

A, B ve C gruplan arasindaki farkiihd deferiendirmek igin 6ncelikle kontrol gruplarinin
epitel tabakasi kalinhg KW testi ile karsilagtinidi.Buna gére kontrol A, kontrol B ve
kontrol C arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldudu saptandi (p=0.0087);
kontrol C grubunda en yOksek, kontrol A grubunda en dusiik deder bulundu. HA, EBF
veya Mitomisin C uygulanan timpanik membraniar ile karsi kontrol timpanik
membranlan arasindaki farklar hesaplanarak F degeri bulundu ve HA, EBF ve
Mitomisin C arasinda epitel kati kalinhi§i agisindan kargilaghrma dizeitiimis F degerine
gdre yapildi. Bu gsekilde HA, EBF ve Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar
arasinda epitel kalinh@ agisindan kargilagtirma KW testi ile yapildi ve aralarindaki
farkhilik istatistiksel olarak anlamh bulundu (p=0.0210). HA uygulanan timpanik
membrania EBF uygulanan timpanik membran arasindaki kargilagtirma MWU testj ile
yapildi ve aralanndaki farkhilik istatistiksel olarak anlamh bulundu (p=0.0241). HA
uygulanan timpanik membran ile Mitomisin C uygulanan timpanik membran
arasindaki farklilk da istatistiksel olarak anlamh idi (p=0.0135). EBF uygulanan
timpanik membranlar ile Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar arasindaki farkidik

ise istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.7382).

Y., YUKSEKMHE”
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HA, EBF veya Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar ile kars: kontrol timpanik
membranlar arasindaki kargilagtirma WMP testi jle yapildi; HA ile kontrol A arasindaki
farkhilik istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.1441), EBF uygulanan timpanik membraniar
ile kontrol B arasindaki farkliik istatistiksel olarak anlamsiz (p=5930), Mitomisin C
uygulanan timpanik membrantar ile kontrol C arasindaki farkliik da istatistiksel olarak

anlamsiz (p=0.1088) olarak bulundu.

15



Tablo 6. Keratin kalinh{ji (mikrometre)

"Gan HA EBF MIT Kontrol A | Kontrol B | Kontrol G
uygulanan | uygulanan uygulanan
(Agruby) | (B gruby) (C grubu)
| 3.g0n 5 0 5 2.5 25 10
| 5.g0n 1.5 0 10 5 10 3
7.gun 1 15 16 2.5 40 10
9.g0n 0.5 5 20 2.5 5 60
14.gn 5 25 5 2.5 5 15
Ortalama 26422 [45+6.2 |1116.5 3+1 12.5+15. | 20+22.6
6

(MA: Hyaluronik asit, EBF:Epidermal Bilylime FaktrQ, MIT: Mitomisin C)

A,B ve C gruplan arasindaki farkhiigt test etmek igin tncelikie her {i¢ kontrol grubunun
keratin tabaka kahnhi§i KW testi ile kargilagtinidi ve aralannda istatistiksel olarak
anlamh farklihk bulundugu igin (p=0.0199), madde uygulanan taraftaki keratin kalinhg
ile kontrol TM daki keratin kahnlig: farki hesaplanarak F degeri bulundu. Duzeltiimig F
dederi kullanilarak HA, EBF ve Mitomisin C uygulanan gruplar arasinda keratin
kalinhg agisindan kargilaghirma KW testi ile yapildi ve her Ui¢ grup arasinda istatistiksel
ofarak anlamit bir farkhitk oimadig: belirlendi (p=0.0687).

HA, EBF ve Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar ile karg kontrolleri
arasindaki kargilagtirmada WMP testi kullanildi; Buna gére HA uygulanan timpanik
membranlardaki keratin kahnh@ ile kontrol A grubundaki keratin kalinh§i arasinda
farklihgin istatistiksel olarak  anlamsiz (p=0.8927), EBF uygulanan timpanik
membranlardaki keratin kahnhg: ile kontrol B grubundaki keratin kalinlig: arasindaki
farkliligin istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.0679), Mitomisin C uygulanan timpanik
membranlardaki keratin kalinh§ ile kontrol C grubundaki keratin kalinhigs arasindaki
farkliigin istatistiksel olarak anlamsiz (p=3452) oldugu bulundu.

16



Tablo 7.Kurut alani

Gan HA CEBF MIT KontroiA | Kontrol B | Kontrol C
uygulanan uygulanan uygulanan
(A grubu) (B grubu) (C grubu)
3.g0n 11 - - 20 - 14
5.g0n 16 17 5 21 3 13
7.gtn 12 8 - 6 20 -
9.g0n 17 16 6 - 6 6
14.gin - - - - - -
Ortalama 1146.7 8+8 2.2+43 9.4+10 5.818 6.646.7

(HA:Hyaluronik asit, EBF: Epidermal Bilylime Faktorli, MIT: Mitomisin C)

A, B ve C gruplari arasindaki farklihd test etmek igin dncelikle her {i¢ kantrol grubunun
kurut alanlari KW testi ile kargilagtiriidi ve aralannda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
oimadi§i belirlendi (p=0.8349). HA, EBF ve Mitomisin C uygulanan timpanik
membraniar arasinda kurut alam agisindan kargilagtirma KW testi ile yapidi ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamh farkilik bulunmadi (p=0.1457).

HA, EBF veya Mitomisin C uygulanan timpanik membranlarla kargi  kontrolleri
arasindaki farkhihigi belidlemek igin WMP testi uygulandi, buna goére; HA uygulanan
timpanik membranlardaki kurut alani ile kontrol A grubundaki kurut alani arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhiik bulunmadi (p=0.7150),

EBF uygulanan timpanik membranlardaki kurut alani ile kontrol B grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkiihk bulunmadi (p=0.5930), Mitomisin C uygulanan

timpanik membranlardaki kurut alam ile kontrol C grubundaki kurut alani arasinda

istatistiksel olarak anlaml farkliik bulunmadi (p=0.1797).
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4. TARTISMA

Timpanik membran histolojik olarak digta epitel, ortada fibréz ve igcte mukoza
tabakalarindan olugan G¢ kath bir yapidir (1). Dig kulak yolu cildi fle devamiilik
gosteren epitel tabakasi gok kath squamodz epitel ile dogelidir. Tek kath epitelden
olugsan mukoza tabakasi da orta kulak mukozasi ile devamlilik gosterir. Pars tensa’ da
orta kat esas olarak kollajen yapidaki radier ve sirkOler liflerden olugmustur, pars
flaksidada ise orta tabakada herhangi bir dizenlemeden yoksun elastin ve kollajen lifler
yer alir. Timpanik membranin vaskiller beslenmesi timpanik anulus, manibrium mallei,

anterior ve posterior malleolar foldlar cevresine yogunlasmigtir (13,14).

Cesitli nedenlerle olugan timpanik membran perforasyonlarinin %90’ 1  kendilijinden
iyilesir (1-4). lyilegsme mekanizmasi ele alindiinda timpanik membran vilcuttaki diger
dokulardan ayiran iki 6nemli 6zellik vardir. Bunlardan ilki; ¢ok kath squamdz epitel
katin timpanik membranin santralinden perifere ve dig kulak yoluna dogru devamii bir
migrasyon halinde olmasidir. Ikincisi; timpanik membran perforasyonunda rejenerasyon
gbsteren epitele alita destek gobrevi goren, reperatif hiicrelere ve besinlere gecis
saglayacak dnceden olugmus bir matriksin bulunmamasidir. Diger dokularda olan yara
ivilesme silrecinde olugan fibrbz dokunun epitelizasyondan 6nce defekti doldurmasi
Ozelligine sahip olmamasina kargin, timpanik membranin belirgin bir kendi kendini tamir

etme yetenegi vardir (2, 3, 4).

Cesitli cahgmalarda akut travmatik timpanik membran perforasyonundan sonra olugan
spontan tamir agamalan tarif edilmigtir (1-7). Travma sonrasi perforasyon kenarlarinda
6ncelikle bir eksuda ve fibrdz tabakada 6dem meydana gelir. Her iki yUzdeki epitelde

nekroz gdzlenir ve olugan eksuda perforasyon kenarlarint koruyarak dehidratasyonu
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onler. Bir iki giin igerisinde rezidliel timpanik membranin squambtz epitel katinda
belirgin bir proliferasyon ve perforasyon kenarlarinda asin keratin birikimi gozlenir.
Epitelyal proliferasyon, perforasyon kenannin biraz uzadinda, vaskiller beslenmenin
yo§un oldugu anulus, manibrium mallei ve malleolar kivnmiar tarafinda yogundur.
Prolifere olan epitel hiicreleri dnlerindeki keratini de iterek perforasyon merkezine dogru
migrasyon gosterirler. Epitel periferden migrasyon sonucu rejenere oldugu igin bazal
tabakas: yoktur (13). Bu nedenle perforasyonun kapanmasi 6nce keratinie olur ve
takiben digtaki epitel tabakasi perforasyonu orter. Uglncli glinden sonra fibroz
tabakada kapiller tomurcuklanmalar ve fibroblastlar ortaya c¢ikar ve perforasyon
buyokiagane bagh olarak gofunlukia 7-21 ginde kapanir. lzleyen 4-8 haftalik strede
fibr6z tabaka normaldeki karakteristik lif dizeninden yoksun kollajen6z bir tabakaya
dénasir. Klinik olarak geffaf, ince bir goriintllye sahip olan yeni membranin sadece
squambz epitel ve mukoza katindan olugtugu kanisi bulunmasina rajmen
ultrastrikturel incelemede genellikle ince bir fibrdz tabakanin bulundugu belifdenmigtir
(14).

Enfeksiyon ve epitelyal koprillesmeyi onleyecek kadar blyik bir perforasyon olmasi
gibi nedenlerden dolay: kapanmanin olumsuz etkilendigi durumiarda; hastanede kalig
sirecini kisaltmak, maliyeti digtrmek gibi amaglarla mikrogerrahi diginda alternatif
tedavi yontemi arayigina gidilmigtir. Bu amagla yapilan ¢alismalarda Hyaluronik Asit ve
EBF' nin lokal uygulamasiyia timpanik membran perforasyoniarinin kapanmas:i tizerine
yararll etkiler elde edildigini bildiren ¢ok sayida arastirmalar yapiimigtir
(15,16,17,18,22,23,25).
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Hyaluronik Asit tiim konnektif dokularda bir matriks bilegeni olarak bulunan, yiiksek
molekl! agikh bir polisakkarittir (8). Farkli canh tirlerinde bulunan Hyaluronik Asit
esasen kimyasal olarak aynidir. Ticari formu siklikla oftaimolojide, anterior segment
cerrahisinde korneal endotele ve diger dokulara zarar vermemek amaciyla viskoelastik
ozelliginden yararlanarak genig bir anterior segment saglamak ig¢in ve anterior ve

posterior segmentlerde dokulart ayirmak igin  kullanilmaktadir (31).

Hyaluronik Asit in (%1 Healon) timpanik membran perforasyonuna etkisini aragtiran
ilk galigmay Stenfors ve ark. (1985) yayinlamiglardir. Bu caligmada, ratlarda
deneysel akut timpanik membran perforasyonuna lokal uygulandifinda Hyaluronik
Asit' in iyilesme hizimi belirgin olarak artirdifi gbzienmig; tedavi edilmeyen
perforasyontar 10-11 giinde iyilegirken, Hyaluronan uygulanan perforasyoniarin
ortalama 6. glinde kapandig belirlenmigtir (15).

Helistrbm ve Laurent (1987), ratlarda travmatik akut timpanik membran
perforasyonuna farkli yogunluklarda (%1 ve %1.9 Healon) lokal Hyaluronik Asit
uygulamasi ile serum fizyolojik uygulamasi ve tedavisiz izlem  sonuclanm
kargilagtinimiglar; perforasyon kapanma strelerini sirasiyla 3.gin, 2. gin, 8. giin ve 10.
gln olarak saptamiglardir. Erken kapanma saglayict etkisinin yam sira Hyaluronan
uygulanan  timpanik membranlarda daha az opasifikasyon gozlenmis ve bu

Hyaluronan'in olas fibréz tabakay: diizenleyici etkisine baglanmigtir (16).
Lars ve Stenfors (1987), 1 giin lle 10 yil arasi stredir varolan gesitli biy(kiUkteki

perforasyonlara sahip hastalarda lokal Hyaluronik Asit uygulamasinin etkilerini

aragtirmiglardir.Bu ¢aligmanin sonuclarina gére lokal Hyaluronik Asit uygulamasi ile,
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perforasyon afaminin timpanik membran yizeyinin dortte birini veya daha azini
tuttugu 19 vakanin 15 inde tam kapanma oldudu gozlenmigtir. Uygulama y&ntemi
olarak ise , 6nce perforasyon kenar dezepitelize edilip sonra kenarlara direk
Hyaluronik Asit uygulamas: ile alinan sonuglarin, dezepitelizasyon yapimadan veya
vektor kagit (zerine Hyaluronik Asit uygulamas: sonrasi elde edilen sonuglardan daha

fyi oldugu bulunmugtur (17).

Rivas Lakarta ve ark. (1990), bir ¢ift kor klinik caligmada 2 ay ve 5 yil arasi siiresince
varolan, timpanik membran ylzey alaninin yarisindan azim tutan 4, yansindan
fazlasini tutan 20 perforasyonda, perforasyon kenarlarina direkt olarak Hyaluronik Asit
uygulamasi ile plasebo uygulamasini kargilagtrmiglardir.Bu ¢alismada alh aylik izlem
sonunda Hyaluronik Asit uygulanan grubun %50 sinde tam kapanma, perforasyon
¢apinda %83 kiglime; plasebo grubunda ise %16,6 sinda tam kapanma, perforasyon
capinda %21 kiglilme saptanmigtir. Perforasyon kapanmasi agisindan gruplar
arasindaki farkhhi§in anlamsiz oldugu (p=0.08), ancak perforasyon gapinda kiigiiime
agisindan anlamh farkliik bulundugu saptanmigtir (p=0.001).

Bizim ¢aligmamizda, ratlarda termal miringotomi ile olugturulan timpanik membran
perforasyonunun  kontrol grubundaki spontan kapanma siresi ortalama 15+2 giin,
lokal Hyaluronik Asit uygulanan perforasyonlarin kapanma slresi ise ortalama 8.6+2
gin olarak bulunmustur.Sonuglanmiza gbére lokal Hyaluronik Asit uygulamasi ile
perforasyon kapanma siresi istafistiksel olarak anlamh  dligliide kisalmaktadir

(p=0.0432).
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Hyaluronik Asitin timpanik membran perforasyonunun kapanmasindaki olumiu
etkilerinin hangi mekanizma ile ortaya ciktifi bilinmemektedir. Hyaluronik Asit %1 su
icermesi ve ayrica kolloid ozmotik etki ile su gekici 6zellije sahip olmasi nedeniyle (8),
perforasyon kenarnnda itk oOnce olugsan eksuda ile benzer sekilde perforasyon
kenarlarina koruyucu etki gérevi gériyor olabilir. Ayrica iyilegme slirecinde agirt Oretilen
keratin ve belirgin hiperplazi gtsteren epitele destek rolu oynamasi da diiginGlen olast
bir dijer etkisidir. Hyaluronik Asitin hiicre fonksiyonlarini modile ettijine, hicre
motilitesini artirdiina dair ve polimorfoniikleer lokositler Gzerine fagositik fonksiyonu

artinci etki gbsterdigine dair bulgular vardir (19,20).

Timpanik membran perforasyonu kapanmasinda olumlu etkileri oldugu bilinen bir diger
madde de 6000 Dalton agirhiinda, 53 amino asitli, tek zincir bir polipeptit olan EBF’
dur (9). Cesitli turler arasinda EBF molekillerinde bazi yapisal farkliliklar olmasina
ragmen biyolojik aktiviteleri aynidir; bundan dolayi biorekombinan insan EBF difer
memelilerde de aktivite gostermektedir. EBF epidermisin yanisira dider birgok hiicre
tara Gzerine de etkilidir. DNA, RNA, protein ve hyaluronik asit sentezini konkomitan
olarak artirarak mitojenik bir yanmt olusturur. Hayvanlarda ve insanlarda yapilan

¢aligmalarda EBF’nin yara iyilegmesinde yararh etkileri oldugu belirlenmisgtir (21).

O'Daniel ve ark. (1990), domuz timpanik membranma lyodin 125 ile igaretli EBF
baglanmasini otoradyografik incelemigler ve timpanik membranin, en ylksek
konsantrasyonda ¢ok kath squambdz epitel katinda olmak (izere her ¢ katinda da
spesifik, ylksek afiniteli EBF reseptorierine sahip oldugunu bildiriimiglerdir. Bu invitro
biyokimyasal caligma timpanik membranin EBF igin bir hedef olduju yodnindeki
dastincelerle drtigmektedir. Ayni galismada yer alan difer bir protokolde 4 tane kedi
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timpanik membraninda bilateral cerrahi total perforasyon olugturulduktan sonra, orta
kulak ve dig kulak yolu bir tarafta EBF,bir tarafta serum fizyolojik emdiriimig gelfoam ile
doldurulmug ve 6. glinde timpanik membran anulusuyla beraber gikarilip incelendidinde
ginlidk EBF uygulanan kulak zarinda serum fizyolojik uygulanana gére daha fazla
epitelyal ve stromal hiicre proliferasyonu oldugu gézlenmisgtir (22).

Mondain ve Ryan (1995), normal ve perfore timpanik membranda EBF ve Beta-
Fibroblast Biyume Fakt6ri expresyonunu incelemek icin kobaylar (zerinde
immunohistokimyasal bir galigma yapmiglar ve sonugta EBF’niin, normal timpanik
membranda esas olarak timpanik anulusta, az miktarda da {st kadranda bulundugunu
saptanmiglardir. Bu galigmada EBF dizeyinin perforasyon olusturulduktan 36 saat
sonra artti, (glncll giinde pik yaptid, sekizinci giinde perforasyon kapandiktan
sonra normal miktarina yaklagtg! belirlenerek bu dizey degisiminin reperatif siiregle
paralel oldugu sonucuna varimistir (23).

Somers ve ark (1998), perforasyon devamhhiginda EBF miktarninin belirleyici olup
olmadiim aragtirmak amaciyla, kadavralardan ve miringoplasti uygulanan hastalardan
alinan normal ve kronik santral perfore timpanik membranlarda immunokimyasal
inceleme yapmiglar; sonugta kronik perfore ve safilam kulak zarlarindaki EBF

dizeyleri arasinda fark olmadigim belirtmiglerdir (24).

Amoils ve ark (1992), 6nce termal miringotom ile perforasyon olusturmuslar, daha
sonra perforasyon kenarlarindan olusturdukian mikroflepleri mukozal ylize yatirarak bir
kronik timpanik membran perforasyonu modeli ortaya cikanp EBF {n etkisini

incelemiglerdir. Bu modelde perforasyon kenarlannin dezepitelizasyonunu takiben Gzeri
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vektdr kagit ve gelfoam ile kaplanmig, bir tarafa glinagin 3 kez EBF, karg! tarafa ise
plasebo uygulandiktan 8 hafta sonra EBF uygulanan 16 perforasyonun 13’ {nde,
plasebo uygulanan 16 perforasyonun 4’iinde kapanma olduju gézienmigtir. Histolojik
incelemede EBF uygulanan zarda 10. glinde belirgin kalinhk artigi (6zellikle fibroz
tabakada) izlenmig, 12. haftada tim hiperplazi ve hipertrofi bulgularinin gerilemis
oldugu belirlenmistir (25).

Bizim c¢aligmamizda; termal miringotomi ile olusturulan timpanik membran
perforasyonunda spontan kapanma siresi ortalama 13.4+3 gln iken, lokal EBF
uygulanan perforasyonlarda kapanma siresi ortalama 7.4+1.6 gin olarak
bulunmustur. Lokal EBF uygulamasinin bu perforasyon kapanmasini hizlandirici etkisi

istatistiksel olarak anlamhdir (p=0.0432).

Estrem ve ark. (2000), lokal olarak uygulanan Mitomisin C ile miringotomi kapanma
slresinin uzadiin bildiriimiglerdir (27). Estrem ve ark. (1999), diger bir caligmada, 4
gruba ayrilan 60 ratda bilateral miringotomi sonrasi, sa§ tarafta perforasyon kenarina
Mitomisin C emdirilmig gelfoam, bir grupta 10 dakika, bir grupta 20 dakika birer kez; bir
grupta 20 ve 10 dakika slre ile aralikli olarak iki kez uygulanmigtir. Her iki grupta
kontrol olarak sol tarafta serum fizyolojik uygulanmigtir. lzlemde sol taraftaki
perforasyonun 1.5 haftada, say tarafta ise sirasiyla 6.5, 5.5, 6.5 ve 8.5 haftada
kapandigi belirlenmigtir. Sonug olarak, Mitomisin C nin kapanmay: geciktirdiji ancak
uygulama doz ve aralifinin istatistiksel olarak anlamli farklilik olugturmadi§ bildirilmigtir

(26).

24



O'reilly ve ark. (2001), ratlarda olusturdukiant  total timpanik  membran
perforasyonunda  Mitomisin C ve serum fizyolojik uygulamasini kargilagtiran
¢ahgmalannda, tim serum fizyolojik uygulanan perforasyonlarin 14. gine kadar
kapandiiini, Mitomisin C grubunda ise %92.5'inin 44, ginde kapandigini
belirlemiglerdir (28).

Bizim gcaligmamizda Mitomisin C uygulanan timpanik membran perforasyonlarinda iki ay

sonunda kapanma gézlenmemigtir.

Hyaluronik Asit ve EBF uygulamasi ile kontrollere giire daha erken kapanma
gdzlenirken ( her ikisi igin de p=0.0432), kapanma sireleri agisindan Hyaluronik Asit
ve EBF arasinda istatistiksel olarak anlamii farklilik olmadigi belirlenmistir (p=0.3160).

Histopatolojik incelemede timpanik membran kalinhgi, epitel kati kalinhdi, keratin
kahinlig, fibroblastik reaksiyon ve neovaskilarizasyon Sigimleri perforasyon kenarnna
yaklagik 50 mikrometre uzakiikta anulus tarafinda yapilmigtir. Timpanik membran
kahnh@ perfore timpanik membranda normale gére belirgin arhig géstermesine ragmen;
Hyaluronik Asit, EBF ve Mitomisin C uygulanan timpanik membranlar arasinda
(p=0.1098) ve bunlarla kontrolleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkhihik
gdzlenmemigtir (p>0.05). Yine keratin kalinig, fibroblastk reaksiyon ve
neovaskUlarizasyon acisindan da; ilag uygulanan timpanik membranlar arasinda ve
bunlarla kontrolleri arasinda istatistiksel olarak anlamh farkdilk bulunmamigtir

(p>0.05).
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Travma sonrasi timpanik membranda gérilen kalinlagsma fibrbz tabakadaki édem,
enflamasyon ve neovaskilarizasyonun bir sonucu iken; perforasyonu kapatmaya
yonelik asil olay perforasyon merkezine dogru olan keratin hareketi, epitel proliferasyon

ve migrasyonu ve de nihayet fibroz tabaka olugumudur (3).

Operasyon mikroskopu ile izlemde Hyaluronik Asit ve EBF uygulanan timpanik
membraniarda perforasyon kenarlarindaki kalinlik, keratin arbginin verdigi agik renk ve
erken kapanma gézienmis olmasina ragmen; histolojik dizeyde bu zarlarla kontrol
kulak zarlan arasinda anlamh farkhlik saptanmamasi; histopatolojik degerlendirmenin
kantitatif olarak yapabilmek amactyla reperatif slrecin en yojun oldugu anulus
tarafinda, ancak yine de perforasyon kenarina belli uzaklikta yapiimasi ve bu nedenle
de perforasyon merkezine dogru olan keratin ve epitel hareketinin Oiglimlere
yansimamasina baglanmigtr. Keza Mitomisin C uygulanan timpanik membranlarda
cerrahi mikroskopla 2 ay silireyle izlemde perforasyonda kig¢lime yada kapanma
gbzlenmemigken; istatistiksel analiz sonucunda histopatolojik dizeyde Mitomisin C
uygulanan timpanik membranlar ile Hyaluronik Asit ve EBF uygulanan ve hig ilag
uygulamasi yapiimayan kargt timpanik membranlar arasinda anlamii farkiihk

bulunmamasi da yine bu sekilde agiklanabilir.

Epitel katt kalinh@inin hyaluronik asit uygulanan zarlarda EBF ve Mitomisin C
uygulanan zarlara gére daha digik oldugu belirlenmistir (p=0.0241). EBF epitel hicre
proliferasyonu Uzerine reperatif stiregte epitelde proliferasyon ve ardindan migrasyonla
olumlu yénde etkiler iken, Hyaluronik Asit'in proliferatif etkisi ise tam bilinmemekte,
ancak hiicre motilitesini artinci, belki de buna bagh migrasyonu artine oldugu ve

migrasyon yapan hilcrelere destek gorevi sagladifi dadstinGimektedir. Artmig migrasyon
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ve etkilenmemig proliferasyon hizinin, epitel kalinhig: agisindan Hyaluronik Asit ile EBF
arasindaki farkhhd agiklayabildigi sonucuna vanimigtir. Hyaluronik Asit uygulanan
timpanik membranda epitel kati kalinh§i ortalama 4.5+2.7 mikrometre iken; Mitomisin
C uygulanan timpanik membranda 7.5+1.7 mikrometre olarak dlglimusgtir. Hyaluronik
Asit uygulamas: ile elde edilen epitel kati kalinhigi Mitomisin C ile elde edilenden daha
disuktdr (p=0.0135). Bu buigu Mitomisin ile perforasyon kenarinda ileri hareket
onlenirken, Hyaluronik Asit’ in olast migrasyon artirici etkisine bagh olabilir. Ancak
kontrol timpanik membranlardaki epitel kalinlig ortalama 7.5+1.7 mikrometre olarak
Olcliimis ve Hyaluronik Asit uygulanan timpanik membraniardaki ortalama epitel
kahnhd: ile aralanindaki farklihidin istatistiksel olarak anlamh olmadi§i bulunmusgtur
(p=0.1441), Bu bulgu, Hyaluronik Asitin hiicre migrasyonunu ariirarak kapanmayi
hiziandirdii diiglncesini desteklememektedir.
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5. SONUG

Bu calismadan elde edilen bulgulara gore, lokal olarak uygulanan Hyaluronik Asit ve
EBF’iin travmatik timpanik membran perforasyonunda kapanmayi hizlandirdi§) ve bu
etki ydninden her iki madde arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik olmadig:
saptanmigtir. Mitomisin C ise kapanmayi 6nlemektedir. Daha ileri yargilara varabilmek
icin ise Hyaluronik Asit, EBF ve Mitomisin C lokal uygulamasinin reperatif sire¢ Ozerine
etkilerini histopatolojik dlizeyde kargilagtirmak icin, béliinen ginlerde daha ¢ok sayida
denek iceren ve perforasyon merkezine dofru ybdnelen olaylan zaman bazinda

degerlendiren daha ileri galigmalarin yapilmasi gereklidir.
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6. OZET

Timpanik membran perforasyonu enfeksiyon ve travma sonucu meydana gelir ve %90"
spontan kapanir. Kapanmayan perforasyonlarda mikrocerrahi tedavi ydntemine
bagvuruimaktadir. Son zamanlarda alternatif tedavi yontemleri arayigina gidilmigtir. Bu
g¢ahgmada timpanik membran perforasyonu kapanmasim artinct etki gostermesi
bekienen Hyaluronik Asit ve EBF ile, perforasyon kapanmasini dnleyici etki gdstermesi
beklenen Mitomisin C'nin lokal uygulanmasinin, akut travmatik timpanik membran
perforasyon modelinde kapanma siresi ve histopatolojik dizeyde timpanik membran
kalinhidtfibroblastik reaksiyon, neovaskiilarizasyon, epitel kalinhgi, keratin kalinhg ve

kurut alam (zerine etkilerini gézlemek amaglandi.

Ortalama 300 gram agirliginda, 30 rat, her grupta 10 adet olmak Uzere {i¢ gruba ayrild:
(A,B,C). Her Gg¢ grupta da akkor hale getirilmis pik ucu ile timpanik membran arka tst
kadranda, 1 milimetre ¢apinda bilateral perforasyon otugturuldu. Her (i¢ grupta da sol
taraflar kontrol amaciyla kullanildi ve spontan iyilesmeye birakiidi. Saj taraftaki
perforasyon Ozeri A grubunda ginitk 10 mikrolitre, %1 Hyaluronan emdirilmis, B
grubunda 10 mikrolitre 400 mikrogram/mililitre EBF emdirilmig, C grubunda sadece ilk
gan, 10 mikrolitre 2 miligram/mililitre Mitomisin C emdirilmis 1-1.5 milimetre gelfoam ile
kaplandi.

A, B, C gruplarinda beser hayvan perforasyon kapanma sirelerini beliremek amaciyla
otomikroskopik bak: ile izlendi ve perforasyon kapanma sireleri kaydedildi. Her Gg
gruptada histopatolojik inceleme icin 3., 5., 7., 9. ve 14. giin bir hayvan olmak izere
toplam beger hayvan sakrifiye edildi. Hayvanlar sakrifiye edilinceye veya perforasyon
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kapamincaya kadar A ve B grubunda sa§ taraftaki perforasyonlara ginlik ilag
uygulamaya devam edildi.

Sakrifiye edilen toplam 15 rat’ da timpanik membran, kemik anulusu ve 1-2 milimetre dig
kulak yolu ile beraber gikarildi. Toplam 30 timpanik membran preparati, histopatolojik
inceleme igin formol fiksasyonu ve formik asitte dekalsifikasyondan sonra manibrium
malleiye dik dogrultuda, perforasyondan gegecek sekilde ikiye boliindQ, parafin bloklan
hazirlandi ve 5 mikrometre kesitler ahmp Hematoksilen ve Eozinle boyanarak igik
mikroskopunda incelendi. Mikroskopik gdrinti VCD kamera yardimi ile televizyon
ekranina yansttildi. Ekranin baylitme orami hesaplandi. Perforasyon kenarina 50
mikrometre uzaklikta anulus tarafinda, timpanik membran kalinhg fibroblastik
reaksiyon, neovaskilarizasyon, epitel ve keratin kalinh@! ve kurut alani bilyitme orani
g6z dnune alinarak ekranda degerlendirildi. Kapanma siresi ve histopatolojik bulgulann
istatistiksel analizi yapild.

A grubunda Hyaluronan uygulanan beg perforasyonda kapanma siresi ortalama
8.6+1.6 gin, B grubunda EBF uygulanan bes perforasyonun kapanma siresi ortalama
7.4+ 1.6 giin bulundu. Kontrol kulakiarda ise spontan kapanma siiresi ortalama 15+2
gin bulundu. Lokal Hyaluronan ve EBF uygulamasi ile perforasyon kapanma siresi
spontan kapanmaya gore kisalmig bulunurken (p=0.0432), aralanindaki fark anlamh
bulunmadi (p=0.3160). C grubunda Mitomisin C uygulanan bes perforasyonda iki aylhk
izlemde kapanma olmadi.

Histopatolojik incelemede timpanik membran kahnhgi agisindan A, B ve C gruplan ve

ilag uyguianan ve uygulanmayan gruplar arasinda farkliik bulunmadi. Gruplar arasinda
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fibroblastik reaksiyon, neovaskilarizasyon, keratin kalinhgi, kurut alani agisindan da
farkiik bulunmadi. Epitel kalinhd§ A grubunda hyaluronan uygulanan timpanik
membranlarda ortalama 4.5+2.7 mikrometre, EBF uygulanan timpanik membraniarda
ortalama 12.5i7.5 mikrometre, Mitomisin C uygulanan timpanik membranlarda
ortalama 12.545 mikrometre olarak &lgiiidd. Hyaluronan uygulanan timpanik
membranda epitel kalinhd) EBF ve Mitomisin C uygulanana gére daha digik olarak
bulundu (p=0.0210), ancak kontrol olarak kullamlan ve spontan iyilesmeye birakilan
karst kulaklardaki ortalama epitel kalinh@ ile arasindaki farkihk antamhi  bulunmad:
(p=0.1441).

Sonug olarak deneysel akut travmatik timpanik membran perforasyonunda, lokal
Hyaluronik Asit ve EBF uygulamasinin kapanma sdresini spontan iyilesmeye gdre
kisalthgi saptanmigtir. Mitomisin C ise kapanmayi 6nlemektedir.Ancak perforasyon
kapanmasi periferden perforasyon merkezine dogru seyreden bir siire¢ oldugundan,
perforasyon kapanmasini hizlandinci yada dnieyici etkilerin histopatolojik diizeyde de
gdzienmesi amactyla, iyilegme suresi icinde belli araliklarla daha ¢ok sayida denekte,
perforasyon merkezine defjigen uzaklhiklarda histopatolojik kesit alarak yapilacak daha
ileri galigmalar gereklidir.
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