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TESEKKUR

Calismamizda ratlarin kulak zarlarinin histopatolojik degerlendirme asamasi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nca yapilmistir. Katkilarindan dolay1
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Murat Yarim’a

tesekkiir ederim.
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GIRIS VE AMAC

Kulak zar perforasyonlart travma, blast etki ve cogunlukla da orta kulak
enfeksiyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan klinik bir bulgudur. Goriilme sikligi %]1’in altinda
bildirilmesine ragmen gercek insidansin daha fazla oldugu tahmin edilmektedir.”°
Kulak zar perforasyonlar iletim tipi isitme kayiplarinin en 6nemli nedenlerindendir ve
gerek isitmenin saglanmasi, gerekse orta ve ic kulagin dis etkilerden korunmasi
acisindan kisa siirede tedavi edilerek zar biitiinliigiiniin yeniden saglanmasi gerekir.
Kulak zarinda olusan perforasyonlar genellikle hastaligin medikal tedavisi sonrasinda
diizelmesine ragmen bazen perforasyonlar kapanamamakta ve degisik tedavi yontemleri
gerektirebilmektedir.20’31’47’63

Cerrahi tedavi gerek morbiditenin yiiksek olmasi, gerekse fiziki sartlarin her
zaman saglanamamasi nedeniyle kolaylikla uygulanamamaktadir. Bu nedenle kulak zar1
perforasyonlarinin tedavisinde daha kolay, ucuz ve daha az invaziv yoOntemlerin
gelistirilmesine ihtiyac vardir.”*®

Kulak zar1 perforasyonlarinin tedavisinde cerrahi disinda hyaluronan, heparin,
epidermal growth faktor, fibroblast growth faktor, platelet derived growth factor,
transforming growth factor gibi degisik molekiiller kullanilmgtir,**"%°

Trombositler kanin sekilli elemanlarindan olup hemostazda ve icerdikleri
bliylime faktorleri nedeniyle yarali dokularin iyilesmesinde Onemli rol oynarlar.
Trombositlerin o-graniilleri icinde yara iyilesmesinde oldukca giiclii etki gosteren
bircok biiylime faktorii bulunur. Yiiksek konsantrasyonda trombosit igeren kiigiik bir
plazma voliimii trombositten zengin plazma (TZP) olarak adlandirilir. Trombositten
zengin plazmanin cerrahi sahaya uygulanmasindan sonra aktivasyonunu takiben,
trombositlerin a-graniillerinden c¢evre dokulara yiiksek konsantrasyonda biiylime
faktorii salinir. Trombositten zengin plazmanin kalsiyum klorid ile kanstirilmasi, o-
graniillerinin degraniilasyonuna ve trombositlerden biiylime faktorlerinin salinmasina
yol acan ve yaraya disaridan uygulanabilecek jel formu ile sonuglanacaktir.®'>!1%:1920
Trombositten zengin plazma zar perforasyonlarinin kapanmasina katkist olan

otolog bir maddedir.



Calismamizda perforasyon olusturdugumuz rat kulak zarlarina lokal uygulanan
trombositten zengin plazmanin perforasyon kapanmasina olan etkisini, perforasyonun

kapanma siiresi ve histopatolojik degerlendirme yardimiyla inceledik.



GENEL BILGILER

1- KULAK ANATOMISI

Kulak anatomisi dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ boliimde ele alinir.

A- Dis Kulak
Dis kulak, aurikula ve dis kulak yolundan meydana gelir.

Aurikula

Aurikula cilt ve iizeri perikondriumla kapl kikirdaktan olusur. Iskeletini
cartilago auriculae denilen bir kikirdak yapar. Sadece lobulus auriculae denilen ve
kulagin alt ucunu yapan kisimda kikirdak bulunmaz. Dis yiizde diizensiz ¢ukurlar ve
cikintilar bulunur. Ortada bulunan ve dis kulak yolu ile devam eden ¢ukura concha
auricularis denir. Bu ¢ukur crus helicis tarafindan ikiye béliiniir. Ustte kalan kisim
cymba concha, altta kalan kisim ise cavum concha adini alir. Cukurun oniinde tragus,
arkasinda ise antitragus adli bir ¢ikinti vardir. Iki ¢ikint1 arasinda meydana gelen centige
incisura intertragica adi verilir. Cavum concha arka ve iist kisimlarda yarnnm daire
biciminde bir ¢ikinti ile sinirlanir. Bu yapiya antiheliks denir. Antiheliks iist kisimda iki
parcaya ayrilir. Bunlara crura antihelicis ad1 verilir ve aralarinda olusan ticgen cukur
seklindeki alana da fossa triangularis denir. Aurikula kikirdag: serbest kenar, iistte ve
arkada one dogru cevrilir ve bir kabart1 yapar. Buna heliks denir. Heliks kendi iizerine

kivrilip ilerledigi i¢in olusan girintiye de fossa scaphoidea adi verilir.>*'"*¢
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Sekil 1. Aurikula®

Aurikulanin anterior, posterior ve siiperior olmak iizere iic adet ligamenti, M.
Auricularis superior, M. Auricularis posterior ve M. Auricularis anterior olmak {iizere
de ii¢c adet ekstrensek kasi vardir. Aurikula bu kas ve ligamentlere ek olarak deri, dig
kulak yolu kikirdag: ve intrensek kaslar ile baghdir. 291146

Aurikulanin arteriyel kanlanmasi eksternal karotid arter dallarindan olur. A.
Auricularis posterior mastoid ¢ikintinin 6n yiizii boyunca seyreder ve aurikulanin arka
kismimin beslenmesini saglar. A. Temporalis superficialis ise aurikulay1 6nden besler.
Aurikulanin venleri, arterlere eslik ederek internal juguler vene drene olur.>"!

Aurikulanin lenfatik drenaji parotid, retroaurikiiler ve yiizeyel servikal lenf
nodlarina olmaktadir.

Aurikulanin sensoriyal innervasyonu 5., 7., 9. ve 10. kranial sinirler ve 2-3.

. .. o 11
servikal sinirden saglanir.

Dis Kulak Yolu

Dis kulak yolu, cavum conchadan kulak zarina kadar olan boliimdiir. Arka
duvarin uzunlugu yaklasik 25 mm, 6n duvarin uzunlugu ise 30 mm civarindadir.
Aradaki 5 mm’lik fark kulak zarinin oblik yerlesmesinin sonucudur. Dis kulak yolunun

cap1 yaklasik olarak 7-9 mm kadardir. Kanal ice anteroinferior yonde seyreder ve hafif



“S” seklini alir. D1s 1/3 kismu kikirdak, i¢ 2/3 kismi kemikten olusur. Dis kulak yolunun
kikirdak pargasinin 6n duvarinda Santorini fissiirleri adi verilen iki yarik bulunur.
Bunlar dis kulak yolunun esnekligini arttirirlar, ancak infeksiyonlarin yayilmasina da
olanak tanirlar.>*"!

Di1s kulak yolunu o6rten deri kikirdak kisimda kalindir ve kil, yag ve seriimen
bezlerini icerir. ice dogru gittikge deri incelir ve kemik kistmda bu yapilar goriilmez.
Zara dogru deri daha da incelerek zar iizerinde sadece epidermis tabakasi halini alir. >

Dis kulak yolunun arteriyel kanlanmasi, aurikulay1 besleyen arterlere ek olarak
A. Maksillaris interna’ nin derin aurikuler dali ile olmaktadir. Lenfatikleri aurikulanin

lenfatikleri ile ayn1d11r.2’11

B- Kulak Zan

Kulak zari; dis kulak yolu ile orta kulak boslugunu birbirinden ayiran ve orta
kulak boslugunun dis duvarinin biiyiikk kismin1 yapan, 0.1 mm kalinliginda, 10-11 mm
uzunlugunda, 8-9 mm genisliginde, inci renginde bir yapidir. Zarin u¢ kisimlar1 dig
kulak yolunun kemik pargasinin medial ucuna yapismistir. Kulak zar1 oblik yerlesim
gosterir. Bu nedenle kulak zarinin iist kenari, alt kenarina oranla 6 mm kadar daha
disaridadir.>*

Kulak zarinin orta kismi igeriye dogru ¢okmiis durumdadir ve bu ¢okiintiiniin en
derin noktasina umbo denir. Umbodan yukariya dogru ilerleyen, manibrium malleinin
zarda meydana getirdigi kabartiya stria mallearis adi verilir. Stria mallearis yukarida
malleusun processus lateralis parcasinin olusturdugu, prominentia mallearis ad1 verilen
bir c¢ikint1 ile sonlanir. Prominentia mallearisten one ve arkaya dogru plica mallearis
anterior ve posterior uzanir. Bu plikalar kulak zarm iki parcaya ayirir. Ustte kalan
parcaya pars flaksida, altta kalan parcaya ise pars tensa adi verilir. Pars tensanin 6n alt
tarafinda umbodan baglayarak one ve asagiya dogru zarin kenarina kadar uzanan iiggen
tarzinda aydinlik bir alan goriiliir. Bu alana Politzer tiggeni ad1 verilir. 246

Pars tensa kenarlarda anulus fibrocartilagineus ad1 verilen bir halka aracilig ile
dis kulak yolunun sonunda anulus tympanicus iizerinde bulunan sulcus tympanicusa
yapisir. Dis kulak yolunun iist kisminda anulus tympanicus yoktur, burada halkanin

uclan arasinda meydana gelen centige incisura tympanica adi verilir. Centigin



kenarlarinda pars tensay1 ¢evreleyen fibrokartilajindz halkanin u¢lar1 kemikten ayrilir ve

zarin i¢ yiiziinde malleusun kisa kolu iizerinde birlesir. Fibrokartilajin6z halkanin bu

. . . . 2.4
uglar1 plica mallearis anterior ve posterioru olusturan kisimdir. **°

Sekil 2. Kulak zar1

Kulak zar1 topografik olarak dort bolgeye ayrilir. Stria mallearisten gecen ¢izgi

ve umbodan buna dik ikinci bir ¢izgi kulak zarii I: 6n-iist, II: 6n-alt, III: arka-alt ve IV:

arka-iist olmak iizere dort bolgeye ayirir. 246

SR

Sekil 3. Kulak zar1 topografisi®:



Kulak zarinin kanlanmasi lamina propria ile baglantis1 olan epidermal ve
mukozal yiizeylerden gelen kan damarlan ile saglanir. Kulak zarinin dis yiiziiniin
arteriyel kanlanmasi internal maksiller arterin bir dali olan derin aurikuler arter, ic
yiiziiniin kanlanmasi ise posterior aurikuler arter ve timpanik arter ile olur. Kulak
zariin venleri arterlere eslik eder. >4

Kulak zarinin duyusal innervasyonu N. Trigeminus’un n. mandibularis dalina ait
aurikulotemporalis dali, N. Vagus’un aurikuler dali, N. Fasialis’in aurikuler dal ve N.

Glossofaringeus’un timpanik dali tarafindan saglamr.z’u’46

C- Orta Kulak

Orta kulak, kulak zar1 ile kemik labirent arasinda miik6z membran ile kaplanmis
kemik mesafedir. On arka cap1 yaklasik 15 mm’dir. I¢ derinligi ise yukar1 kisimlarda 6
mm, umbo cevresinde ise 2 mm kadardir. Orta kulak boslugunda dis kulaktan i¢ kulaga
ses dalgalarinin iletimini saglayan malleus, inkus ve stapes denilen ii¢ adet kemik¢ik
vardir. Bu kemikgikler orta kulak boslugunda kulak zar ile i¢ kulagin fonksiyonel girisi
olan oval pencere arasinda bir koprii olusturur.>”

Orta kulak boslugunun alt1 adet duvar1 bulunur. Tavam tegmen timpani adim alir
ve orta kulak boslugunu orta kafa cukurundan ayirir. Tabam ise ince kemikten
olugmustur ve on-alt kissimda A. Carotis interna ile, arka-alt kisimda ise juguler bulbusla
yakin komguluktadir. Orta kulak boslugunun arka duvari aditus ad antrum vasitasiyla
mastoid antrum ve hava hiicreleri ile devamlilik gosterir. Orta kulak boslugu nde
Ostaki tiipli aracilignyla nazofarenks ile iliskilidir. Orta kulak boslugunun dis duvan
kulak zarn ile epitimpanik resesin yan duvari tarafindan olusturulmustur. Orta kulak
boslugu, kulak zari tarafindan topografik olarak mezotimpanum, hipotimpanum ve
epitimpanum adi verilen ii¢ kistma ayrilir. I¢ duvarin en onemli yapilarindan biri
kokleanin bazal turunun yan duvarimin yaptigi kabariklik nedeni ile disa dogru
bombeligi ile olusan promontoryumdur. Orta kulak boslugunun i¢ duvarindaki diger
Onemli yapilar stapes tabaninin olusturdugu oval pencere ile koklear kapsiiliin orta
kulak bosluguna diger agilim yeri olan yuvarlak penceredir.>*°
Orta kulak boglugunun arteriyel kanlanmasi internal maksiller arterin anterior

timpanik dali, posterior aurikuler arterin stilomastoid dali, orta meningeal arterin ramus
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petrosus ve ramus timpanikus superior dallari ve internal karotid arterin
karotikotimpanik dallar ile saglanir. Venoz drenaj pterigoid venoz pleksusa ve superior
petréz siniise olur. Lenfatik drenaji parotid ve retrofaringeal lenf nodlarina
olmaktadir.>*!"!

Orta kulagin duyusal innervasyonu pleksus timpanikus tarafindan saglanir.
Pleksus timpanikus, glossofarengeal sinirin timpanik dali ve karotikotimpanik sempatik

sinirler tarafindan olusturulur.2’5 11

D- i¢ Kulak

I¢ kulak, petroz kemik icinde bulunur. Isitme ve denge organlarimi barindirir.
Kemik labirent ve zar labirent olmak iizere iki kisimda incelenir. Kemik labirent
perilenf, membrandz labirent ise endolenf icermektedir. Kemik labirent ii¢ par¢adan
olusur. Bunlar; koklea, vestibiil ve kemik semisirkiiler kanallardir. Membranoz labirent
de 3 parcadan olusur. Bunlar koklea, vestibiilde yer alan iki otolit organ (utrikulus,

sakkulus) ve arka labirentteki ii¢ semisirkiiler kanaldir.?

2- RAT KULAK ZARI

Ratlarda kulak zar1 sadece pars tensadan olusur. Pars flaksida yerinde ise kemik
bir lamel olan supratimpanik krest bulunur. Renk ve sekil olarak insan kulak zar ile
benzer 6zelliklere sahip olup daha ince ve seffaftir. Ortalama cap1 vertikal diizlemde 7
mm, horizontal diizlemde 8 mm’dir. Fibroz anulusu bulunmayan kulak zari kemik

2348
anulusun serbest kenarina sikica tutunur.”
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3- KULAK ZARININ HiSTOLOJiK YAPISI

Kulak zarinin pars tensa kismi {i¢ tabakadan olusur. Dista, dig kulak yolu
cildinin devami olan epitel tabakasi, ortada fibroblastlar, endotel hiicreleri ve sinirleri
bulunduran lamina propria (fibroz tabaka), igte ise orta kulak mukozasinin silyali
kiiboid epitel tabakasi mevcuttur. Fibroz tabaka dista radial, icte ise sirkiiler liflerden
yapilmistir. Radial ve sirkiiler lifler temel olarak kollajen fibrillerden olusur. Sirkiiler
lifler periferde ve perifere yakin olan kisimlarda bulunur. Zarin umboya yakin
kisimlarinda ise yalnizca radial lifler bulunur. Pars tensanin u¢ kisimlarinda fibroz
tabaka kalinlasarak anulus fibrocartilagineus adi verilen halkayr meydana getirir. Pars

flaksida da fibroz tabaka olmamasina karsin zengin kapiller ag ve sinirler bulunur.**%

Sekil 4. Kulak zarimn histolojik yaplsl.36 Ep: epitel tabakasi, FL: fibroz tabaka, E: orta kulak
mukozasimin epitel tabakasi, Cap: kan damarlari, CF: kollajen fibriller, RL: dis radial lifler, CL: i¢
sirkiiler lifler, EF: elastik fibriller
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4- KULAK ZARI PERFORASYONLARINDA IYILESME MEKANIZMASI

Kulak zan iyilesmesini viicuttaki diger dokularin iyilesmesinden ayiran iki
onemli oOzellik vardir. Birincisi; distaki skuaméz epitelin kulak zarinin merkezinden
perifere ve dis kulak yoluna dogru devamli bir migrasyon halinde olmasi, digeri ise
kulak zar perforasyonunda rejenerasyon gosteren epitele altta destek gorevi goren,
reperatif hiicrelere ve besinlere gecis saglayacak oOnceden olugsmus bir matriksin
bulunmamasidir.***

Kulak zar perforasyonlarinda iyilesme epitelyal migrasyon, fibroblastik
aktivitede artig ve vaskiiler proliferasyon seklinde olur. Perforasyon olusumunu takiben
fibroz tabakada 6dem, epitelde nekroz ve perforasyon kenarlarinda eksuda meydana
gelir. Olusan bu eksuda perforasyon kenarlarimi koruyarak dehidratasyonu Onler.
Perforasyonu takiben bir iki giin i¢inde perfore kulak zarindan geri kalan epitel
tabakasinda perforasyona farkli uzakliklarda bulunan epitel iiretim merkezlerinden
skuamoz epitelin asirt sekilde cogalmasi seklinde proliferasyon gozlenir. Epitel iiretim
merkezleri genellikle iyi kanlanan bolgeler olup; bunlar malleus boynu, anulus ve dig
kulak yolu kanahdir. Prolifere olan skuaméz epitel perforasyon merkezine dogru
migrasyon gosterir. Ugiincii giinden sonra fibroz tabakada kapiller tomurcuklanmalar ve
fibroblastlar ortaya c¢ikar. Skuamoz epitelin perforasyonun karsi tarafindaki hiicrelerle
birlesmesi ile perforasyon biiyiikliigiine gore 7-21 giinde kapanir,'®%-*"%

Bir¢ok yara iyilesmesinde, iizerinde re-epitelizasyon oldugu bir platforma yatak
gibi davranan graniilasyon dokusu olusur. Kulak zarinda ise skuamdoz epitel tabakasi
baslangicta yara iizerinde bir koprii olusturur; fibréz komponentin yeniden olusmasi ise
bunu takip eder.”*

Klinik olarak seffaf, ince bir goriintiiye sahip olan yeni zarin sadece skuamoz
epitel ve mukoza katindan olustugu kanist bulunmasina ragmen ultrastriiktiiel

incelemede genellikle ince bir fibréz tabakanin bulundugu da gésterilmistir.27
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5- TROMBOSITLER VE TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

A- Trombositlerin Yapisi ve icerikleri

Trombositler 2-4 p ¢apinda, disk bi¢iminde, ¢ekirdek icermeyen sitoplazma
parcaciklarndir. Kemik iligindeki dev hiicreler olan megakaryositler tarafindan iiretilirler
ve periferik kan dolasimina girdikten sonra yaklasik 10 giin yasarlar. Periferik yaymada
kiimeler halinde g6zlenen trombositler tek tek incelendiginde soluk mavi boyanan ve
hyalomer ad1 verilen seffaf bir periferal bolge ile mor boyanan ve graniillerin yerlestigi
graniilomer ad1 verilen merkezi kisimlardan olusur. Trombositler, plazma membraninin
sitoplazma icerisine parmak seklinde uzantilarindan olusan ve acgik kanalikiiler sistem
ad1 verilen bir kanal sistemine sahiptirler. Bu sistem sitoplazmada bulunan aktif
molekiillerin dis ortama atilmasim saglayan fonksiyonel bir yapidir. Hyalomer bolgesi

icerisinde yogun tiibiiler sistem adi verilen ikinci bir kanalikiil sistemi daha

bulunmaktadir. Bu kanalikiil sistemi, primer olarak trombosit aktivasyonu icin gerekli
8,12,30,54

olan kalsiyum iyonlarin1 depolar.

Alfa graniil

Yogun cisim
(Delta graniil)

Yodun tibiler sistem

Mitokondri == Glikcjen

Sekil 5. Trombositlerin yapisr**
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Trombositlerde elektron mikroskopik incelemeler ile birbirlerinden ayirt

edilebilen baslica ti¢ tip graniil bulunmaktadir. Alfa, delta ve lambda graniiller olarak

adlandirilan bu graniillerden 151k mikroskobu ile goriilebilen graniillerin biiyiik

cogunlugu alfa graniillerdir. Degisik boyut ve igeriklere sahip olan bu graniillerin

islevleri de birbirlerinden farklidir.

12,51,54

Tablo 1. Trombosit graniillerinin icerikleri

Delta graniil Alfa graniil Lambda graniil
Niikleotidler Yapiskan glikoproteinler Asid proteazlar

> ATP, ADP » Fibronektin, Vitronektin » Katepsin D, E

» GTP, GDP » Von Willebrand Faktor » Karboksipeptidazlar
Aminler » Trombospondin » Kollajenaz

» Serotonin Hemostaz faktorleri » Asit fosfataz

> Histamin » Fibrinojen, Faktor V, > Arilsiilfataz
Cift degerlikli katyonlar VII, XI, XIII, Protein S, | Glikohidrolazlar

» Kalsiyum Fibrinojen » Heparinaz

» Magnezyum Hiicresel mitojenler » Digerleri

» PDGF, TGF-B, EGEF,
VEGF, IGF
Proteoglikanlar
Proteaz inhibitorleri

Albiimin ve immiinglobulinler

Alfa graniiller: 200-400 nm c¢apinda olan bu graniiller digerlerine oranla ¢ok

daha heterojen bir icerige sahiptirler. Boyut ve sayilar1 nedeni ile trombositlerin major

graniilleri olarak kabul edilirler. Kiiresel veya oval sekilli olan bu graniillerin i¢inde

koyu renkli goriinen alanlarda proteoglikanlar yer alirken, daha agik renkli periferal

zonda von Willebrand faktor gibi plazma proteinleri ve tiibiiler yapilar yer almaktadir.

Alfa graniillerin hemostaz, inflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek cok

protein ve bilylime faktorii icermesi, trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara ve

kemik iyilesmesi gibi alanlarda kullaniminin giindeme gelmesine neden olmustur.

16
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Delta graniiller: Ortalama 150 nm c¢apa sahip olan bu graniiller elektron
mikroskopta 1s1nlar1 yogun olarak absorbe etmeleri nedeni ile dens goriilmektedirler. Bu
nedenle delta graniiller yogun cisimler olarak da adlandirilirlar. Kalsiyum iyonlari,
pirofosfat, ADP ve ATP gibi protein olmayan molekiilleri iceren graniillerdir.”"*

Lambda graniiller: Sadece lizozomal enzimler igeren bu graniillerin ¢aplari
175-250 nm arasinda degismektedir. Bu enzimler, bakterisidal etkileri yaninda
plazminin tamir fazindan sonra bdlgedeki pihtiyi eriterek ortadan kaldirilmasi siirecinde

. . . 51,54
de gorev alan enzimlerdir.”

B- Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorleri kan {iriinleri ve lokal dokulardan salgilanan, yara iyilesmesi,
doku rejenerasyonu ve normal viicut gelisimini kontrol eden proteinlerdir. Spesifik
hedef hiicreleri cogalmaya veya goc etmeye aktive ederler.”

Biiyiime faktorleri epitelizasyon, anjiogenez ve kollajen metabolizmasini
etkileyen hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonunu kontrol ederek yara iyilesmesine
katkida bulunurlar. Dolagimda bulunan trombositlerin a-graniilleri iginde platelet-
derived growth factor (PDGF), transforming growth factor- B (TGF-B), insulin-like
growth factor (IGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) ve epidermal growth
factor (EGF) bulunur. Viicutta ayrica keratinosit growth factor (KGF) ve fibroblast

growth factor (FGF) gibi biiyiime faktorleri de bulunmaktadir.'*

Platelet-Derived Growth Factor: Trombositlerdeki alfa graniillerden,
endotelyal hiicrelerden, fibroblastlardan, diiz kas hiicrelerinden ve makrofajlardan
sentezlenir. Fibronektin ve hyaluronik asit gibi yaranin yeniden sekil almasinda kritik
Onem tasiyan ekstraselliller matriks iiyelerinin iiretimini arttirarak ve fibroblastlar

mitojenik olarak etkileyerek yara iyilesmesini hizlandirir. 2%

Transforming Growth Faktor-p: Viicuttaki tiim hiicreler tarafindan
sentezlenebilen ve yine tiim hiicrelerce duyarli olunan bir faktordiir. TGF-B, yara
iyilesmesi asamalarinda, trombositlerden baska lenfositler, makrofajlar, endotelyal

hiicreler, diiz kas hiicreleri, epitelyal hiicreler ve fibroblastlardan da salgilanmaktadir.
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Yara yerinde kemotaktik ve anjiogenezi hizlandirici etkisi vardir. Ayrica kollajen,
fibronektin ve glikozaminoglikanlar gibi bir¢ok matriks proteininin sentezini regiile

6,26
eder.”

Insulin-like Growth Factor: Keratinosit, osteoblast, fibroblast ve trombosit gibi
degisik hiicreler tarafindan iiretilebilir. Hiicre kiiltiirleri {izerinde yapilan deneysel
calismalar IGF’in fibroblastlar, keratinositler, osteoblastlar, epitelyal hiicreler gibi pek

cok hiicre lizerinde mitojenik oldugunu gbstelrmektedir.26

Vascular Endothelial Growth Factor: ilk olarak timor hiicreleri tarafindan
sentez edildiginin bulunmasina ragmen noétrofiller, trombositler, keratinositler gibi
bir¢ok hiicre tipi tarafindan da salgilandigr gosterilmistir. VEGF, yara iyilesmesinde
onemli rol oynayan fibroblast ve endotelyal hiicrelerin proliferasyonunda ve bu
hiicrelerin goc¢iiniin uyarilmasinda gorevlidir. Ayrica vaskiiler gecirgenligi arttirarak da

yara iyilesmesine katkida bulunur.*

Epidermal Growth Factor: Epitelyal hiicreler icin kemotaktiktir ve
fibroblastlarda glikozaminoglikanlarin sentezini arttirabilir. EGF epitelyal ve endotelyal
hiicrelerin, fibroblastlarin ve keratinositlerin proliferasyonuna neden olabilir. 1125 ile
yapilan bir calismada kulak zarinda EGF icgin yiiksek affinitesi olan reseptorler
gosterilmistir.” Yapilan calismalarda immunohistokimyasal lokalizasyon kullanilarak
perfore ve perfore olmayan kulak zarlarinda EGF reseptorlerinin  yerlesimi

et . 30.45.56
gosterilmistir.™ ™

Fibroblast Growth Factor: Fibroblast, kondrosit, endotel hiicresi, osteoblast ve
keratinositler iizerinde mitozu arttiric1 etki gosterir ve anjiogenez ile endotelyal hiicre
goclinde rol oynar. FGF, anjiogenezin baslamasi i¢in gerekli olan kollajenaz iiretimini
ve kapiller endotel hiicrelerinin proliferasyonunu saglar. FGF ailesi i¢inde asidik FGF

ve bazik FGF (bFGF) bulunur. ***
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C- Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Yiiksek konsantrasyonda trombosit igeren kiiciikk bir plazma voliimii
trombositten zengin plazma (TZP) olarak adlandirilir. TZP hazirlanmasindaki temel
amag, biiylime faktorleri iceren trombositlerin konsantrasyonunun arttirtlmasidir. TZP
icinde biyolojik olarak oranlar belirlenmis, dogal biiyiime faktorleri bulunur. Bu, TZP’i
rekombinant biiyiime faktorlerinden ayiran ozelliktir. Rekombinant biiyiime faktorleri
saf insan biiylime faktorleridir, ancak dogal biiylime faktorii degildirler. Cogunlukla
cekirdegine bir bakteriyel plazmid vektor yoluyla insan geni eklenmis hamsterin over
hiicre kiiltiirlerinde sentezlenirler.®*

TZP elde etmenin temel yontemi santrifiij islemidir. Hastadan alinan kan,
antikoagiilan soliisyon i¢ine alindiktan sonra seri santrifiij islemlerinden gegirilir.
Santrifiij isleminin ilk basamag 5600 rpm’de yapilir ve bu yiiksek devirli dondiiriis
adini alir. Bu dondiiriis ile trombositten fakir plazma, eritrositleri ve trombositleri igeren
sarimtirak katmandan ayirilir. Santrifiij isleminin ikinci basamag diisiik devirli
dondiiriis adim1 alan 2400 rpm’de yapilir. Bu dondiiriis eritrositleri ortamdan ayirir ve
TZP elde edilir. Kandaki normal trombosit sayist 150.000 — 350.000/ul kadardir.
Santrifiij islemleri sonucunda trombosit sayis1 kandaki normal degerin 3-8 katina kadar
cikarilabilir. TZP’de trombosit sayisi ise ortalama 1.000.000/ul kadardir. Yapilan
calismalarla TZP’nin doku iyilesmesi saglayabilmesi icin gerekli trombosit
konsantrasyonunun ~ 1.000.000/pul  olmast  gerektigi  konusunda fikir  birligi

saglanmistir. 12:41.59.61

/ Trombositten fakir plazma

Tam Kan
N\ Eritrosit Paketi
Eritrosit + Sarimtirak tabaka /
4\TZP

TZP elde edildikten sonra 8 saat antikoagiile halde stabil kalabilir. Elde edilen
TZP’i aktive etmek icin ortama kalsiyum ilavesi yapmak gerekir. Ortama kalsiyum

ilave edilmesi ile TZP pihtilagarak jel halini alir,'>1>%
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Pihtilagma trombositleri aktif hale getirerek biiylime faktorlerinin hizla
salgilanmasim saglar. Olusan piht1 icerisindeki aktive trombositler, alfa graniilleri
icerisinde bulunan c¢ok sayida biiyiime faktoriinii ortama saldiklarinda, bu faktorler
uygulama sahasi igerisinde biiyiime faktorlerinden zengin bir mikrocevrenin olusmasini
saglar. Trombositler aktive olduktan sonra 10 dakika icinde depoladiklart biiyiime
faktorlerinin % 70’1, birinci saat sonunda ise % 100’1 ortama salgllamr.s’lz’40

TZP, fibrin yapistirict degildir. TZP’de trombosit konsantrasyonu fibrin
yapistirictya gore daha fazladir. Ayrica TZP’deki fibrinojen konsantrasyonu fibrin
yapistiriciya oranla daha azdir. Daha az fibrinojen igerdigi icin uygulandigi ortamda ¢ok
kat1 bir fibrin olusmaz, bu nedenle yara iyilesmesini engellemeyip, aksine i¢indeki
biiytime faktorleri sayesinde bu olay1 hizlandirdig: diisiiniilmektedir. TZP’nin icindeki

dogal fibrinojen konsantrasyonu TZP’nin cerrahi alana uygulanmasini kolaylastiran

e .61
jelatindz, yapiskan kivamin verir.

Kullanim Alanlar1

TZP’nin ilk olarak kemik rejenerasyonu iizerindeki olumlu etkilerinin tespit
edilmesi, oncelikle maksillofasial ve dis cerrahisi alaninda kullanima girmesine neden
olmustur. Bunun disinda oftalmolojide makiila ve retina yaralanmalarinda, ortopedik
spinal fiizyon ameliyatlarinda, rekonstriiktif cerrahide kronik iilser ve iyilesmeyen

.. 47,12,16,41
yaralarin tedavisinde kullanilmigtir.™"" =™
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma 01.04.2007-01.08.2007 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nca Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma Merkezinde etik kurul izni alinarak, Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nin katkilar ile yapilmstir.

Calismada dis kulak yolu ve kulak zarlar saglam, agirliklart 250-300 gram
arasinda degisen toplam 44 adet Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar 151k alan bir
odada, 25 °C sicaklikta, serbest yemek ve su alabildikleri bir ortamda barindirildi. Tiim
ratlara kulak zarlarinda perforasyon olusturulmasini takiben enfeksiyon profilaksisi icin
5 giin siireyle 150 mg/ kg/ IM ampisilin uygulandi.

Anestezi ketamin hidrokloriir 50 mg/ kg ve xylacine 10 mg/ kg/ IM ile saglandi.
Trombositten zengin plazma hazirlamak icin her bir rattan kendilerinde kullanilmak
iizere kalpten alinan 2 ml kan EDTA’l tiip i¢ine kondu. Tiipler 5600 rpm’de santrifiij
islemine tabi tutuldu ve islem sonucunda kan trombositten fakir plazma, eritrositler ve
trombositleri iceren sarimtirak kisim olmak iizere {ic katmana ayrildi. Trombositten
fakir plazma kismi atilarak geri kalan kisma tekrar 2400 rpm’de santrifiij islemi yapildi.
Bu islem sonunda eritrositler de ayrilarak trombositten zengin plazma elde edildi.

Trombositten zengin plazma hazirlanmasini takiben tiim deneklerin kulak

zarlarina cerrahi mikroskop altinda spekulum yardimiyla bakildi (Resim 1).

Resim 1. Rat normal kulak zari
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Ratlarin sag kulak zarlar1 calisma, sol kulak zarlari ise kontrol grubu olarak
belirlendi. Rat kulak zarlarinin pars tensa kisimlarinin posterior kadraninda 6zel olarak

hazirlanmig 3mm c¢aph pik yardimiyla perforasyon olusturuldu (Resim 2).

Resim 2. Kulak zar1 posterior kisimda olusturulan perforasyon. P: Posterior A: Anterior

Hazirlanan TZP’i aktive etmek amaci ile 1/10 oraninda Ca (Ca Sandoz %10,
Novartis) ile kanstirildi ve yapigskan jel formu elde edildi (Resim 3). Calisma grubu
olarak alinan sag kulak zarlarinda olusturulan perfore bolgeye, ratlarin kendilerinden
alman 2 ml kanla hazirlanan trombositten zengin plazma bir pik yardimi ile yerlestirildi

(Resim 4). Kontrol grubu olan sol kulak zarlar1 ise spontan iyilesmeye birakildi.

Resim 3. Jel formunda trombositten zengin plazma
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Resim 4. Perfore bolgeye trombositten zengin plazma uygulanmasi

Kulak zar iyilesmesini klinik ve histopatolojik olarak inceleyebilmek amaci ile
ratlar iki gruba ayrildi. Birinci gruptaki 20 ratin kulak zari perforasyonu kapanma
stireleri bir ay boyunca giinliik otomikroskopik muayene ile takip edildi ve kapanma
siireleri kaydedildi. Ikinci grupta yer alan 24 rat ise kulak zar1 perforasyonlariin
kapanma siiresinden bagimsiz olarak, her grupta 6 rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve
histopatolojik inceleme amaci ile 3., 7., 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edildi.

Histopatolojik degerlendirme Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’'nda yapildi. Histopatolojik inceleme igin ratlarin timpanik
bullalar ¢ikartildi ve %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 24 saat siire ile tespit
edildi. Ardindan doku oOrnekleri formik asit-sodyum sitrat soliisyonunda 7-10 giin
bekletilerek dekalsifiye edildi. Timpanik bullalar malleusun kisa kolundan gececek
sekilde kulak zarma transversal bir kesit uygulanarak ikiye boliindii. Bes p kalinliginda
kesitler alinip Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi ve 151k mikroskopu (Olympus BX-
50, Olympus Optical, Japan) kullanilarak x40 objektif biiyiitmeyle degerlendirildi.
Yapilan incelemede kulak zarlari; lamina propriada ddem, neovaskiilarizasyon,
fibroblastik aktivite ve inflamatuar hiicre varhg yoniinden degisiklikler -/+/++/+++
olarak degerlendirildi. Ayrica kulak zar1 kalinligt mikroskopla 6l¢iiliip p cinsinden
hesaplandi. Calisma ve kontrol grubundaki inceleme sonuclari istatistiksel olarak

Student t testi ve Mann-Whitney testi ile karsilagtirildi.
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BULGULAR

Yirmi ratin calisma ve kontrol kulak zarlari, perforasyonun kapanma siiresini
tespit etmek amaci ile bir ay boyunca giinliik otomikroskopik muayene ile takip edildi.

Perforasyon kapanma siireleri tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. TZP uygulanan calisma ve kontrol grubu kulak zarlarindaki perforasyonlarin kapanma

siireleri

KAPANMA SURESI (GUN)
Rat No Calisma grubu Kontrol grubu
1 12 17
2 10 8
3 9 10
4 8 15
5 7 9
6 13 11
7 10 12
8 12 15
9 8 11
10 10 12
11 7 9
12 13 16
13 14 17
14 9 12
15 13 16
16 9 14
17 9 16
18 8 13
19 12 10
20 11 17
ORTALAMA 10.2 £ 2.1 13.0 £ 2.9

24



Calisma grubu olan sag kulak zarlarinda perforasyon kapanma siiresi ortalama
10.2+ 2.1 giin iken, kontrol grubunda 13.0+ 2.9 giin olarak bulundu. Perforasyon
kapanma siiresi agisindan caligma ve kontrol kulak zarlan arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik vardi (p<0.05). Hicbir ratta kalic1 perforasyona rastlanilmadi.

Resim 5. Yedinci giin TZP uygulanms kulak zari. Zar heniiz iyilesmemis.

Resim 6. Onuncu giin TZP uygulanmis kulak zari. Zar iyilesmis.
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Resim 7. Yirmisekizinci giin TZP uygulanms kulak zar1. Zar iyilesmis.

Histopatolojik inceleme icin ayrilan 24 rat, kulak zarlarindaki perforasyonun
kapanip kapanmamasina bakilmaksizin rastgele 3., 7., 14. ve 28. giinlerde sakrifiye
edildi. Tablo 3, 4, 5, 6, 7 ve 8’de sakrifiye edilen ratlarin caligma ve kontrol kulak

zarlarindaki histopatolojik inceleme sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 3. Uciincii giin histopatolojik inceleme sonuclari

Calisma Grubu Kontrol Grubu
(n=6) (n=6)
n %o n %o p
L. propria 6demi
- 1 16.6 1 16.6
+ 4 66.6 2 33.3
++ - - 2 33.3
+++ 1 16.6 1 16.6
0.492
Neovaskiilarizasyon
- 5 83.3 6 100.0
+ 1 16.6 - -
++ - - - -
+++ - - - -
0.317
Fibroblastik aktivite
- 3 50.0 5 83.3
+ 2 33.3 1 16.6
++ 1 16.6 - -
+++ - - - -
0.209
inflamatuar hiicre
varhig
- 3 50.0 3 50.0
+ 2 33.3 2 33.3
++ 1 16.6 1 16.6
+++ - - - -
1.00

Uciincii giin sakrifiye edilen ratlarda calisma ve kontrol gruplari arasinda
lamina propria 6demi, inflamatuar hiicre varligi, neovaskiilarizasyon ve fibroblastik
aktivite pozitiflikleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu

(p>0.05) (Tablo 3).
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Tablo 4. Yedinci giin histopatolojik inceleme sonugclari

Calisma Grubu Kontrol Grubu
(n=6) (n=6)
n Yo n Yo p
L. propria 6demi
- 2 33.3 1 16.6
+ 1 16.6 4 66.6
++ 3 50.0 1 16.6
+++ - - -
0.670
Neovaskiilarizasyon
- 2 33.3 5 83.3
+ 2 33.3 1 16.6
++ 2 33.3 - -
+++ - - - -
0.049
Fibroblastik aktivite
- 2 33.3 3 50.0
+ 2 33.3 2 33.3
++ 1 16.6 1 16.6
+++ 1 16.6 - -
0.445
Inflamatuar hiicre
varhigi
- 2 33.3 2 33.3
+ 3 50.0 3 50.0
++ - - 1 16.6
+++ 1 16.6 - -
0.930

Yedinci giin sakrifiye edilen ratlarda c¢alisma ve kontrol gruplar arasinda
lamina propria 6demi, inflamatuar hiicre varligi ve fibroblastik aktivite bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik yoktu (p>0.05). Calisma grubunda
neovaskiilarizasyonun kontrol grubuna gore daha fazla oldugu ve bunun istatistiksel

olarak anlamli oldugu gozlendi (p<0.05) (Tablo 4).
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Tablo 5. Ondordiincii giin histopatolojik inceleme sonuclari

Calisma Grubu Kontrol Grubu
(n=6) (n=6)
n Yo n Yo p
L. propria 6demi
- 3 50.0 2 33.3
+ 1 16.6 3 50.0
++ 2 33.3 - -
+++ - - 1 16.6
0.799
Neovaskiilarizasyon
- 2 33.3 4 66.6
+ 4 66.6 1 16.6
++ - - 1 16.6
+++ - - - -
0.476
Fibroblastik aktivite
- 1 16.6 2 33.3
+ 4 66.6 3 50.0
++ 1 16.6 1 16.6
+++ - - - -
0.652
inflamatuar hiicre
varhgi
- 3 50.0 3 50.0
+ 2 33.3 2 33.3
++ - - 1 16.6
+++ 1 16.6 - -
0.930

Ondordiincii giin sakrifiye edilen ratlarda ¢alisma ve kontrol gruplar arasinda
lamina propria 6demi, neovaskiilarizasyon, inflamatuar hiicre varligi ve fibroblastik
aktivite bakimindan istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik yoktu (p>0.05). Istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamasina ragmen, neovaskiilarizasyon calisma grubunda

4 ratta gozlenirken, kontrol grubunda 2 ratta gozlendi (Tablo 5).
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Tablo 6. Yirmisekizinci giin histopatolojik inceleme sonuclari

Calisma Grubu Kontrol Grubu
(n=6) (n=6)
n %o n %o p
L. propria 6demi
- 4 66.6 5 83.3
+ 2 33.3 - -
++ - - 1 16.6
+++ - - - -
0.673
Neovaskiilarizasyon
- 6 100.0 6 100.0
+ - - - -
++ - - - -
+++ - - - -
1.00
Fibroblastik aktivite
- - - 2 33.3
+ 4 66.6 3 50.0
++ 1 16.6 1 16.6
+++ 1 16.6 - -
0.179
inflamatuar hiicre
varhig
- 6 100.0 6 100.0
+ - - - -
++ - - - -
+++ - - - -
1.00

Yirmisekizinci giin sakrifiye edilen ratlarda calisma ve kontrol gruplan
arasinda lamina propria 6demi, inflamatuar hiicre varligi, neovaskiilarizasyon ve
fibroblastik aktivite bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05)
(Tablo 6).
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Tablo 7. Tiim calisma ve kontrol gruplarmin histopatolojik inceleme sonuclari

Calisma Grubu Kontrol Grubu
(n=24) n=24)
n Yo n Yo p
L. propria 6demi
- 10 41.6 9 37.5
+ 8 33.3 9 37.5
++ 5 20.8 4 16.6
+++ 1 4.1 2 8.3
0.793
Neovaskiilarizasyon
- 15 62.5 21 87.5
+ 7 29.1 2 8.3
++ 2 8.3 1 4.1
+++ - - - -
0.029
Fibroblastik aktivite
- 6 25.0 12 50.0
+ 12 50.0 9 37.5
++ 4 16.6 3 12.5
+++ 2 8.3 - -
0.042
Inflamatuar hiicre
varhig
- 14 58.3 14 58.3
+ 7 29.1 7 29.1
++ 1 4.1 3 12.5
+++ 2 8.3 - -
0.944

Fibroblastik aktivite ve neovaskiilarizasyon tiim ratlarda giinlere bagh
olmaksizin ¢aligma grubunda anlamli derecede daha fazlaydi (p<0.05). Calisma ve
kontrol gruplan arasinda lamina propria 6demi ve inflamatuar hiicre pozitiflikleri

bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 7).
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Tablo 8. Kulak zar1 kalinhgi. Yirmisekizinci giin.

Calisma Grubu (p) Kontrol Grubu (n) p

9.30 8.40 0.763

Kulak zar1 kalinliklart agisindan incelendiginde ¢alisma ve kontrol kulak zarlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 8).
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Resim 8. Calisma grubunda 3. giinde sakrifiye edilen rat kulak zari. Ok: Lamina propria 6demi.
HE, x40 objektif biiyiitme.

Resim 9. Calisma grubunda 7. giinde sakrifiye edilen rat kulak zari. Neovaskiilarizasyon (ok) ve
fibroblastik aktivitenin (kesik ok) belirgin oldugu goriilmektedir. HE, x40 objektif biiyiitme.
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Resim 10. Calisma grubunda 14. giinde sakrifiye edilen rat kulak zar1. Fibroblastik aktivitenin
belirgin oldugu goriilmektedir. HE, x40 objektif biiyiitme.

Resim 11. Calisma grubunda 28. giinde sakrifiye edilen rat kulak zari. Histopatolojik
degisikliklerin kaybolarak normal kulak zar1 yapisimn sekillendigi goriilmektedir. HE, x40 objektif
biiyiitme.
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TARTISMA

Kulak zan perforasyonlar1 dis kulak yolu ve orta kulak boslugunu ilgilendiren
tiimor, travma ve enfeksiyon gibi ¢esitli hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan sik goriilen bir
bulgudur. Perforasyon yapan nedenlerin basinda kulak zar1 ve orta kulak boslugunu
ilgilendiren akut ve kronik otitis media ile daha seyrek olarak tiiberkiiloz ve sifiliz gibi
sistemik enfeksiyon hastaliklar g,elir.39’42’56’58

Akut otitis media ¢ocukluk c¢agimin en sik goriilen hastaliklarindan biridir. Az
gelismis iilkelerde ve ozellikle sosyoekonomik seviyesi diisiik ailelerin ¢ocuklarinda
daha sik goriiliir. Tiim ¢ocuklarin % 85’1 5 yasina kadar en az bir kez akut otitis media
atag1 gecirir. Akut otitlerin % 95’1 kendiliginden diizelmesine ragmen, %5’i kronik
safhaya gecmekte ve olusan kulak zar1 perforasyonlar kalic1 hale gelebilmektedir.>'~

Travma, zar perforasyonu yapan nedenler arasinda enfeksiyonlardan sonra ikinci
siklikta kendini gosterir. Temporal kemik travmalarn igerisinde uzunlamasina olan
kiriklarla, kulag: ilgilendiren delici ve batict travmalar da kulak zarinda perforasyona
neden olabilir. Cocukluk yas grubunda sik olarak karsilagilan effiizyonlu otitis media ile
bas boyun bolgesi kanserleri ve 6zellikle de nazofarenks kanseri tedavisinde uygulanan
radyoterapi sonrasinda ortaya cikan effiizyonun tedavisinde uygulanan miringotomi ve
ventilasyon tiipii tatbiki islemlerinden sonra, ventilasyon tiipiiniin tipine ve zarda kalig
sliresine gore iatrojenik olarak %?2.1 ile %14.5 arasinda degisen oranlarda kalici
perforasyon olusabilmektedir. 9.49.60

Kulak zar1 perforasyonlar1 enfeksiyon veya travmanin siddetine gore kiiciik bir
perforasyondan zarin tamamini ilgilendiren total perforasyonlara kadar ulasabilmekte,
lokalizasyon olarak da cesitli kadranlart tutabilmektedir. Kapanmayan kalict zar
perforasyonlar1 sonras1 dis ortama acik hale gelen orta kulak boslugunda tekrarlayan
enfeksiyonlar hem orta kulak yapilarini etkileyerek iletim ve mikst isitme kaybi, hem de
yuvarlak ve oval pencere yoluyla i¢ kulaga gecerek kalic1 sensorinoral isitme
kayiplarina neden olabilmektedir. Ozellikle cocukluk yas grubunda perforasyona bagh
ortaya cikan isitme kayb1 cocuklarin okuldaki basarisin1 dnemli oranda diisiirmekte ve
sosyal gelisimini geciktirmektedir. Perforasyonlarin kalic1 hale gelmesinde
enfeksiyonun siddeti, predispozan faktorlerin devam etmesi, hastanin direnci, yetersiz

antibiyotik kullanimi, beslenme gibi cesitli faktorler rol oynamaktadlr.1’2’31’35’63
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Kulak zar1 perforasyonlarinin tedavisinin 6nemi bilinmektedir. Cesitli nedenlerle
ortaya c¢ikan perforasyonlarin kisa siirede kapatilmasi, enfeksiyon riskinin azaltilmasi
disinda kisinin kisa siirede normal aliskanliklarina donmesini de saglayacaktir. Aksi
halde enfeksiyona maruz kalarak iyilesme siireci uzayacak ve kisi yiizme gibi sosyal
aktivitelerinde ve banyo esnasinda kulagini siirekli olarak sudan korumak zorunda
kalacaktir. Yash popiilasyonda ve sistemik hastalifi olan kisilerde perforasyonun
cerrahi olarak kapatilmasi, genel anestezi riski ve cerrahi morbidite gibi nedenlerle pek
tercih edilmemektedir. Ancak yasla birlikte artan isitme kayiplari yaninda isitme
cihazlarindaki biiylik gelismeler kisilerin yeniden duyma ile ilgili biiyiik istekleri
oldugunu gostermektedir. Bu kisilerde lokal sartlar altinda uygulanacak tedavi
metodlart ile kapatilan kulak zarlari sonrasinda giiclii hava yolu isitme cihazlar
kullanmasina ve bunun sonucunda cevresiyle daha rahat iletisim kuran bir birey
olmasina neden olabilecektir.

Kulak zar1 perforasyonu yapan nedenlerin medikal tedavisi sonrasinda
kapanmayan kalici perforasyonlarim cerrahi tedavisi 1950’li yillarda baslayan
miringoplasti ve timpanoplasti ameliyatlariyla onemli bir mesafe kaydetmistir. O
zamandan beri perforasyonlart1 kapatmak icin c¢esitli materyaller kullanilmis ve
basarilari, kapanma siireleri degerlendirilmistir. Perforasyon kapatilmasinda en sik
kullanilan materyal temporal adele fasyasidir. Bunun haricinde ven grefti, otolog yag ve
kikirdak greftleri de kullanilmaktadir. Cerrahi ile perforasyonun kapanmasi olgularin
%88-95’inde basarili bulunmustur. Ancak yiiksek maliyet, morbidite ve teknik
olanaklarin yetersizligi cerrahinin olumsuzluklar olarak gosterilmektedir. Bu nedenle
kulak zan perforasyonlarinin tedavisinde ucuz, daha az invaziv ve uygulanmasi kolay
metotlara ihtiya¢ vardir. Uzun yillardir kulak zar1 perforasyonlar1 ve perforasyonlarda
uygulanacak tedavi yontemleri arastirilmaktadir.”*>7%

Kulak zar perforasyonunda iyilesme epitelyal migrasyon, fibroblastik aktivitede
artis, vaskiiler proliferasyon ve dokunun yeniden sekillenmesini iceren kompleks bir
olaydir. Kulak zarinda yara iyilesmesi, vaskiiler dagilima bagh olarak baslangigtaki
hemostatik ve enflamatuar evreler siradan olmasina ragmen proliferasyon ve migrasyon
evrelerinde diger dokulardan tamamen farklidir. Bircok yara iyilesmesinde, tizerinde re-
epitelizasyon oldugu bir platforma yatak gibi davranan graniilasyon dokusu olusur.

Kulak zarinda ise skuamoéz epitel tabakasi baslangicta yara iizerinde bir koprii
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olustururken fibréz komponentin yeniden olusmasi bunu takip eder. Olusan yeni kulak
zarinin incelmesi 6zellikle fibroz tabakanin yeniden sekillenmesiyle olur. Kulak zarinda
olusan perforasyonlar spontan olarak kapanabilecegi gibi bazi durumlarda kapanmaz
veya sadece ince bir membranla kapanabilir. Insanda olusan bu yeni membranla ilgili
histolojik calismalarda fibroblastlardan yoksun ve lifleri belli bir yone yonelmemis
atrofik bir lamina proprianin varligi gosterilmistir. Onemli olan nokta iyilesmekte olan
kulak zarinda normal bir zar kalinligina benzer kalinligin elde edilmesidir. 18.20.24.27.39.36

Kulak zar1 perforasyonu kapanmasimi hizlandirmak icin arastirmalar iki farkli
yola yonelmistir. Bunlardan birisi perforasyon kenarlarinda rejenere olan dokuya yol
gostermek igin stromal destek saglamaktir. Kagitla yama yontemi buna Ornek bir
uygulamadir ve kiiciik, enfekte olmayan perforasyonlarda uygun bir metoddur.
Perforasyon kenarmin mekanik olarak debridmami veya triklor asetik asit, giimiis
nitratla koterizasyonu uzun yillardir kullamilmaktadir. Ancak bundaki basar1 da
kisithdir. Kulak zarn perforasyonlarinin kapanmasini hizlandirmak igin arastirilan
mekanizmalardan bir digeri de hiicresel rejenerasyonu ve mobilizasyonu saglamaktir.
Biiyiime faktorlerinin kullanimi bu amagla en ¢ok arastirilan yontemlerden biridir.'”*

Kulak  zarnn  perforasyonlarimin  iyilesmesinde  biiyiime  faktorlerinin
kullanilabilirligi ~ gosterilmistir. Biiylime faktorleri yara iyilesmesini, doku
rejenerasyonunu ve normal viicut gelisimini parakrin veya otokrin yolla kontrol eden
sinyal proteinleridir. Kan iiriinlerinden ve lokal dokulardan salgilanan biiyiime faktorleri
spesifik hedef hiicreleri ¢ogalmaya veya go¢ etmeye aktive ederler. Otolaringolojik
olarak yapilan ¢aligmalarda biiyiime faktorlerinin hem normal hem de gecikmis yara
iyilesmesinde hizlandiric1 potansiyeli oldugu gosterilmistir.”

Mondain ve ark.* guinea piglerde travmatik kulak zar perforasyonu sonrasinda,
kulak zarinda Epidermal Growth Factor lokalizasyonunu immunohistokimyasal olarak
gostermistir. Kulak zarinda EGF seviyesinin perforasyonun 3. giiniinde en yiiksek
seviyeye ulasip, 5. giinde azalmaya baslamasi EGF’nin kulak zar1 tamirinde rol aldigi
goriisiinii desteklemistir.

O’Daniel ve ark.*” domuz kulak zarinda 1125 ile isaretli EGF baglanmasini
incelemis ve kulak zarinin ¢ok kath skuamoz epitel katinda daha yiiksek olmak iizere
her ii¢ katinda da spesifik EGF reseptorlerine sahip oldugunu bildirmistir. Bu invitro

biyokimyasal ¢alisma kulak zarinin EGF i¢in bir hedef oldugu yoniindeki diistincelerle
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ortiismektedir. Aynm1 ¢caligmada yer alan diger bir protokolde iki tarafli total perforasyon
olusturulmus 4 kedi kulak zarinda calisilmis, dis kulak yolu ve orta kulak boslugu bir
tarafta EGF, diger tarafta serum fizyolojik emdirilmis gelfoam ile doldurulmus ve 6.
giinde kulak zan incelendiginde giinlitk EGF uygulanan kulak zarinda serum fizyolojik
uygulanana gore daha fazla epitelyal ve stromal hiicre proliferasyonun oldugu
bildirilmistir. Lee ve ark.”™ basit deneysel bir protokol olusturarak kulak zari
perforasyonlarinda bakiye kulak zarinda mekanik avivasyon yapmadan ve kagit yamasi
yerlestirmeden sadece biiyiik bir gelfoam tabakasi yerlestirip giin asir1 25 pg fosfatla
tamponlanmis salinli EGF’yi gelfoam tabakasinin iizerine toplam 3 kez uygulamistir.
Tam kapanma EGF ile tedavi edilen kulaklarda %80 iken, kontrol grubunda %?20 olarak
bulunmustur.

Yeo ve ark.” deneysel kulak zar1 perforasyonunda tek dozluk 2 pg Platelet-
Derived Growth Factor kullanmistir. PDGF uygulanmig kulak zarlarinin tamami islem
sonrast donemde hemen kapanmasina ragmen plasebo kulaklarin bazilar1 5. giine kadar
kapanmamistir. Calismada 5. giine kadar kapanmayan plasebo kulaklan sayisi
verilmedigi gibi sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi de yapilmamistir.

Soumekh ve ark.’” cingilya kulak zar perforasyonlarinda trombosit
serbestlestirici faktoriin etkisini degerlendirmistir. Bir kulaga 0.2 ml trombosit
serbestlestirici faktor giin asirt toplam 3 kez damlatilmis, diger kulak ise aymi sekilde
0.2 ml fosfat tamponlanmis salinle tedavi edilmistir. Oniki haftalik siire sonunda kulak
zarlar1 degerlendirilmistir. Perforasyonun kapanmasi acisindan her iki kulak arasinda
istatistiksel fark bulunmamistir.

Trombositten zengin plazma, trombositlerin invitro ortamda yogunlastirilmasi ve
uygulandiklar alanda alfa graniilleri icerisinde bulunan ¢ok sayidaki biiyiime faktoriinii
salgilamalar i¢in aktive edilmeleri esasina dayanan biyolojik bir tiriindiir. Kisinin kendi
kanindan laboratuar ortaminda hazirlandigi icin maliyeti biiyiime faktorlerine gore
diisiiktiir ve enfeksiyon riski tasimamaktadir. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda
TZP’nin c¢esitli dokularda ve oOzellikle kemik doku defektlerinin kapatilmasinda
kullanildigin1 gordiik. Ancak kulak zar1 perforasyonlarinin kapatilmasiyla ilgili hi¢cbir
caligmaya rastlamadik.

Marx ve ark.*' timor cerrahisi sonrasinda olusan mandibuler defektin

tedavisinde tek basina kemik grefti uygulamasi ile kemik grefti ve birlikte TZP
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uygulamasini karsilastirdiginda, uygulanan TZP’nin kemik dolumu miktarn ve hizim
arttirdigini saptamustir. Anitua E. dis cekimi sonrasi olusan bosluga TZP uygulamis ve
hem epitelizasyon hem de kemik dansitesinde artis rapor etmistir. Kim ve ark.> ise
yaptiklar bir calismada TZP’nin implantlar etrafindaki kemik defektlerinin tedavisinde
destekleyici yonde rol oynadigini ortaya koymustur.

Dere ve ark.'” yaptiklari ¢alismada 14 kobay kulak zarina parasentez bigagiyla
perforasyon yaptiktan sonra degisik doz ve siirelerde bFGF uygulamis ve 7. giinde tiim
kobaylar1 sakrifiye edip, kulak zarlarii histolojik olarak incelemistir. Caligsma
sonucunda bFGF uygulanan grupta kontrol grubuna gore yaklasik olarak iki misli
kalinlik bulunmustur. Calisma grubunda ayrica belirgin bir hiperplazik reaksiyon
bulunmustur. Bu degisiklik 6zellikle subepidermal bag dokusunda belirgin olup,
neovaskiilarizasyon, fibroblastik proliferasyon ve matriks birikimi ile karakterizedir.
Biz de calismamizda 7. giin sakrifiye edilen ratlarin g¢alisma grubunda
neovaskiilarizasyonun kontrol grubuna gore anlamli derecede fazla oldugunu bulduk.
Ayrica giinlere bakilmaksizan tiim c¢aligma grubunda fibroblastik aktivite ve
neovaskiilarizasyon kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi.
Kulak zarlarimin kalinliklarina bakildiginda ise bizim ¢alismamizda ¢alisma ve kontrol
gruplarindaki degerler birbirine yakindi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0.05).

Mondain ve ark.* sicanlardaki bir perforasyon modelinde bEGF’nin higbir
tasiyici olmaksizin bir kez uygulanmasiyla daha hizh bir iyilesme yaptigimi gostermistir.
Fina ve ark.'* bFGF’i cogul dozlarla gelfoam kullanarak guinea piglerde kullanmislar
ve akut perforasyonda plaseboyla karsilastirildiginda daha hizli bir iyilesme orani
bulmuglardir. Konak¢1 ve ark.* ratlarda deneysel olarak olusturduklar1 subtotal kulak
zar1 perforasyonlarinda hyaluronik asit iceren seprafilm membranin etkinligini
arastirmigtir. Calisma grubunda kapanma siiresi ortalama 7.8+0.6 giin iken, kontrol
grubunda 14.9+1.1 giin olarak bulmus ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu bildirmistir. Bizim c¢alismamizda, ratlarda olusturulan kulak zan
perforasyonlarmin kontrol grubunda kapanma siiresi ortalama 13.0£2.9 giin,
trombositten zengin plazma uygulanan calisma grubunda kapanma siiresi ise ortalama

10.24£2.1 giin olarak bulunmustur. Kapanma siireleri sonuclarimiz literatiir ile
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uyumluydu. Sonuglarimiza gore trombositten zengin plazma uygulamasi ile perforasyon
kapanma siiresi istatistiksel olarak anlaml 6lciide kisalmaktadir. (p< 0.05)

Calisma ve kontrol gruplan kulak zar1 kalinligi bakimindan karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen calisma grubunda
giinlerden bagimsiz olarak neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite anlamli oranda
artmisti. Ayrica neovaskiilarizasyonun 7. giinde calisma grubunda kontrol grubuna gore
yine anlamli oranda artmis oldugu goriildii. Bu histopatolojik veriler TZP uygulanan
calisma grubunda TZP’nin yara iyilesmesini hizlandirarak perforasyon kapanma
stiresini kisalttig1 goriisiinii desteklemistir. TZP’nin kolay elde edilebilir olmasi, kisinin
kendi kanmindan hazirlanmast ve uygulama kolayligi cerrahi tedaviye alternatif
olabilecegini gostermektedir. Calismamizin, trombositten zengin plazmanin kulak zar
perforasyonlarinda kullanimu ile ilgili ilk ¢aligma olmasi nedeniyle, trombositten zengin

plazmanin uygulanmasi konusunda yeni calismalar gerekmektedir.
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SONUCLAR

1- Trombositten zengin plazma uygulanan perfore kulak zarlarinda iyilesmenin
ortalama 10.2 + 2.1 giin, spontan iyilesmeye birakilan kulak zarlarinda ise 13,0 + 2.9
giinde oldugu goriilmiistiir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi. Trombositten
zengin plazma uygulamast kulak zar1 perforasyonlarinda iyilesme siiresini
kisaltmaktadir.

2-  Calisma  grubundaki  kulak  zarlarimin  histopatolojik  incelemesinde
neovaskiilarizasyon 7. giinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdi  (p<0.05). Ayrica sakrifiye edilme giinlerinden bagimsiz olarak calisma
grubunda neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivitenin, kontrol grubuna oranla daha
fazla oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

3- Calisma ve kontrol grubunda iyilesme sonrasi kulak zari kalinliklar1 bakimindan

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark yoktu.
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OZET

Kulak zar perforasyonlart insanlarda sik karsilastigimiz klinik bir bulgudur.
Perforasyonlarin kapatilmasinda cerrahi tedavi disinda lokal uygulanan ve ¢ogunlukla
bliylime faktorlerinin terapotik etkisinden yararlanan tedavi metodlar1 vardir. Bu
calismamizin amaci perforasyon olusturdugumuz rat kulak zarlarinda, lokal uygulanan
trombositten zengin plazmanin perforasyon kapanma siiresine etkisini gérmek ve
histopatolojik olarak perforasyon bolgesinde yaptigi etkileri belirlemektir.

Kirkdort ratin 88 kulak zarina standart 3mm’lik perforasyon olusturulup sag
kulak zarlarina trombositten zengin plazma uygulandi. Kontrol grubu olan sol kulak
zarlari ise spontan iyilesmeye birakildi. Ratlardan 20 tanesinin kulak zar1 perforasyonu
bir ay boyunca giinlitkk otomikroskopik muayene ile takip edildi. Perforasyon kapanma
stireleri, trombositten zengin plazma uygulanan sag kulak zarlarinda ortalama 10.2 + 2.1
giin, spontan iyilesmeye birakilan sol kulak zarlarinda ise 13.0 £ 2.9 giin olarak
bulundu. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0.05).

Ikinci kisimda yer alan 24 rat kulak zar1 perforasyonlarinin kapanma siiresinden
bagimsiz olarak, her grupta 6 rat olacak sekilde 4 gruba ayrild1 ve histopatolojik
inceleme amaci ile 3., 7., 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edildi. Neovaskiilarizasyonun 7.
giinde calisma grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
arttig1 goriildii. Ayrica sakrifiye edilme giinlerinden bagimsiz olarak calisma grubunda
neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite, kontrol grubuna oranla anlaml oranda artis
gosterdi. Bu histopatolojik bulgular calisma grubundaki perforasyonun daha erken
kapanmasimi destekler goriinmektedir. Sonug¢ olarak trombositten zengin plazmanin
kulak zar perforasyonunun kapanmasinda etkili oldugunu, ancak literatiirde bu konuyla
ilgili calisma olmadig icin yeni caligmalarla bu bulgularin desteklenmesi gerektigini

gostermistir.
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