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LEPTINIiN RAT TIMPANIiK MEMBRAN KRONIK PERFORASYONUNDAKI
ETKIiSi

OZET

Amag: Leptinin topikal uygulamadaki yara iyilesmesine olumlu etkisinin, rat timpanik
membran kronik perforasyon modelinde etkili olup olmadiginin histolojik ve klinik

olarak arastirilmasi amaclanmustir.

Gere¢c ve Yontem: Calismamizda Erciyes Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nde iretilen, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen, 6 aylik, 42 adet sprague
dawley cinsi erigkin disi rat kullanildi. Rat timpanik membranlarinda termal hasar ile
kronik perforasyon modeli olusturuldu. 42 rat (84 kulak) daha sonra randomize olarak
bes gruba ayrildi. A grubuna (10 rat) topikal saline (Serum fizyolojik % 0.9, Eczacibasi,
Tiirkiye), B grubuna (10 rat) topikal leptin (Leptin human 1 mg flakon, SIGMA-Life
Science, Almanya), C grubuna (10 rat) topikal fosfat tampon ¢o6zeltisi (Phosphate
Buffered Saline tablet-PBS tablet, SIGMA-Life Science, Almanya), D grubuna (10 rat)
intraperitoneal leptin (Leptin human 1 mg flakon, SIGMA-Life Science, Almanya)
verilmesi planlandi. E grubunda (2 rat) sham grubu olarak belirlendi ve perforasyon
sonrast madde tatbik edilmedi. Caligmanin anestezi asamasinda A ve B grubundan birer
adet ratta kayip yasandi ve calisma toplam 40 rat (80 kulak) ile tamamlandi. Sonrasinda
caligma bitiminde rat timpanik membranlari Klinik olarak muayene edildi. Muayene
sonrasi ratlar sakrifiye edilerek timpanik membranlari, subepitelyal kalinlik, fibroblast
proliferasyonu, 16kosit infiltrasyonu, neovaskiilarizasyon gibi parametreler yoniinden

histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismamizda topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen gruptan bir timpanik
membran ve sham grubundan bir timpanik membran haricindeki tiim timpanik

membran perforasyonlarinin klinik olarak kapandigi goriildii.

Calisma  gruplar1  subepitelyal  kalinlik  derecelerinin  oranlar1  agisindan

karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Gruplar fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlar1 agisindan karsilastirildiginda;
gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). Sham grubunun fibroblast proliferasyon

derecelerinin orani, topikal leptin grubuna gore anlamli oranda artmis olarak izlendi
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(p=0.0186). Topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grup ve intraperitoneal leptin grubu
fibroblast proliferasyonu derecelerinin oranlari agisindan kiyaslandiginda C grubunun
ortalama degerleri, D grubuna gore anlamli oranda artmis olarak izlendi (p=0.0024).
Gruplar arasinda en anlamli iligski intraperitoneal leptin ve sham grubu arasinda
saptandi. Sham grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlari intraperitoneal

leptin grubuna gore anlamli oranda artmis olarak izlendi (p=0.0004).

Gruplar 16kosit infiltrasyon oranmi agisindan kiyaslandiginda; gruplar arasinda anlamli
fark bulundu (p<0.05). Topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grubun 16kosit
infiltrasyon orani, topikal leptin grubuna goére anlamli olarak artmis olarak izlendi
(p=0.0002). Sham grubunun 16kosit infiltrasyon orani, topikal leptin grubuna gore
anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0009). Sham grubunun l6kosit infiltrasyon
orani, intraperitoneal leptin grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi
(p=0.0001). Topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grubunun 16kosit infiltrasyon orani,

intraperitoneal leptin grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi (p<0.0001).

Gruplar neovaskiilarizasyon oranlari agisindan karsilastirildiginda; gruplar arasinda
anlamli fark bulundu (p<0.05). Topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grubun
neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, topikal leptin grubuna gére anlamli olarak
artmis olarak izlendi (p=0.0069). Sham grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin
orani, topikal leptin grubuna goére anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0050). Sham
grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, intraperitoneal leptin grubuna gore
anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0005). Topikal fosfat tampon ¢ozeltisi verilen
grubun neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, intraperitoneal leptin grubuna gore

anlamli olarak artmis olarak izlendi (p<0.0001).

Calisma gruplar1 timpanik membran kalinliklar1 acisindan karsilagtirildiginda; gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Sonug: Leptinin sistemik ve/veya topikal kullanimi rat timpanik membran Kkronik

perforasyon iyilesmesini olumsuz etkilemektedir.

Anahtar Kelimeler: Hayvan deneyi, Leptin, Rat, Timpanik membran perforasyonu,

Yara iyilesmesi



THE EFFECT OF LEPTIN ON CHRONIC PERFORATION OF RAT
TYMPANIC MEMBRANE

ABSTRACT

Objective: The aim of present study was the clinical and histological investigation of
the positive effect of topical leptin application on wound healing of rat tympanic
membrane chronic perforation model.

Materials and Methods: In our study, 42 adult female sprague dawley rats aged 6
months, produced at Erciyes University Experimental Research Center, weighing
between 250-300 g were used. A chronic perforation model was established with
thermal damage in rat tympanic membrane. Forty-two rats (84 ears) were then
randomized into five groups. In group A (10 rats) topical saline (physiological saline
solution 0.9% Eczacibasi, Turkey), in group B (10 rats) topical leptin (Leptin human 1
mg vial of Sigma-Life Science, Germany), in group C (10 rats) topical phosphate buffer
solution (Phosphate Buffered Saline tablet, Sigma-Life Science, Germany), in group D
(10 rats) intraperitoneal leptin (Leptin human 1 mg vial, Sigma-Life Science, Germany)
were planned to be applied. Group E (2 rats) was designated as the Sham group and no
substance was applied after perforation. During the anesthetic phase of the study, one
rat from group A and one rat from group B were lost, and the study was completed with
a total of 40 rats (80 ears). At the end of the study, rat tympanic membranes were
clinically examined. After the examination, the rats were sacrificed and the tympanic
membranes were histopathologically evaluated according to parameters such as
subepithelial  thickness, fibroblast proliferation, leukocyte infiltration and
neovascularization.

Results: In our study, it could be seen that all tympanic membranes except one
tympanic membrane perforation in the group which topical phosphate buffer solution
was given, and one tympanic membrane perforation from the Sham group were
clinically closed.

When the study groups were compared in terms of the proportion of subepithelial
thickness grades; no significant difference was found between the groups (p> 0.05).
When the groups were compared in terms of the proportion of fibroblast proliferation
grades; significant difference was found between the groups (p<0.05). The degree of

fibroblast proliferation in the sham group was significantly increased compared to the



topical leptin group (p = 0.0186). When the ratios of fibroblast proliferation rates of the
topical phosphate buffer solution administered group and the intraperitoneal leptin
group were compared, the mean values of group C were found to be significantly higher
than group D (p = 0.0024). The most significant relationship between the groups was
found between the intraperitoneal leptin and sham group. The proportion of fibroblast
proliferation grades in the sham group was significantly increased compared to the
intraperitoneal leptin group (p = 0.0004).

When the groups were compared in terms of leukocyte infiltration rates; significant
difference was found between the groups (p<0.05). The leukocyte infiltration rate of the
group administered topical phosphate buffer solution was significantly higher than that
of the topical leptin group (p = 0.0002). The leukocyte infiltration rate of the sham
group was significantly higher than that of the topical leptin group (p = 0.0009). The
leukocyte infiltration rate of the sham group was found to be significantly increased
compared to the intraperitoneal leptin group (p = 0.0001). The leukocyte infiltration rate
of the group administered topical phosphate buffer solution was significantly increased
compared to the intraperitoneal leptin group (p <0.0001).

When the groups were compared in terms of neovascularization rates; significant
difference was found between the groups (p<0.05). The neovascularization ratios of the
group administered topical phosphate buffer solution was significantly higher than that
of the topical leptin group (p = 0.0069). The neovascularization ratios of the sham group
were significantly higher than that of the topical leptin group (p = 0.0050). The
neovascularization ratios of the sham group were significantly increased compared to
the intraperitoneal leptin group (p = 0.0005). The neovascularization ratios in the topical
phosphate buffer solution group was significantly increased compared to the
intraperitoneal leptin group (p <0.0001).

When the study groups were compared in terms of tympanic membrane thickness; no
significant difference was found between the groups (p> 0.05).

Conclusion: Systemic and / or topical administration of leptin adversely affects the
recovery of chronic tympanic membrane perforation in rats.

Key words: Animal experimentation, Leptin, Rat, Tympanic membrane perforation,
Wound healing
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1. GIRIS VE AMAC

Timpanik membran (TM), titresim 06zelligi bulunan ses iletiminin Onemli bir
komponentidir. Cesitli nedenlerle TM’da delik ve yirtilmalar olusmasmma TM
perforasyonu denir (1). Timpanik membran perforasyonu insanlarda klinik olarak sik
goriilen bir saglik problemidir. Insidansi tiim diinyada % 1 olarak verilmesine ragmen

bu oran tahminlerin altinda kalmaktadir (2).

TM perforasyon nedenleri olarak kiint travmalar, delici travmalar, barotravmalar
(hiperbarik oksijen tedavisi), akustik travmalar, iyatrojenik travmalar (miringotomi ve
ventilasyon tiipii takilmasi, kulak kanalindan serumenin temizlenmesi, kulak lavaji) ve
enfeksiyon gosterilebilir (2). Travmatik perforasyonlarin % 80’1 kendiliginden iyilesir
ve normal fonksiyonlarina geri doner. Doku kaybi, enfeksiyon gibi faktoérler ise bu

perforasyonun agik kalmasina neden olarak kalici perforasyon olustururlar (3).

TM perforasyonlarinda yapilabilecek tedavi yontemleri hakkinda cesitli caligmalar
yapilmaktadir. Calismalarda perforasyon kenarlarindaki kapanmaya engel olan epitelin
ortadan kaldirilarak fibroz tabakadaki fibroblastik aktiviteyi tetiklemek igin perforasyon
kenarlarinin % 10’luk triklor asetik asit ile koterizasyonu sonucunda, pars tensanin %
65’inden daha az yer kaplayan perforasyonlarin % 80’lere varan oranlarda kapandigi

bildirilmistir (4).

Kronik perforasyonlarda skuaméz epitel, perforasyonun kenarindan zarin mukozal
tabakasina ilerler ve onunla birlesir. Yara kenarinin epitelizasyonu spontan iyilesmeyi
engeller. TM’in rejenerasyonunu hizlandirmak igin hyaluronan, heparin, epidermal
growth faktor (EGF), basic fibroblast growth faktoér (bFGF) gibi degisik molekiiller
kullanilmastir (5, 6).

Leptin 145-146 aminoasit igeren protein yapisinda bir hormondur, molekiil agirhig: 16
kilodalton (kDa)’dur. Yapist IL-6 ve IL-11 ile benzerlik gosterir. Biyolojik aktiviteden
N terminal bolgesi sorumludur (7). Leptinin reseptoriine baglanmasi, Janus kinaz-sinyal
transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri (JAK-STAT) kaskatinin baslamasina

neden olur. Leptinin etkilerinin ¢ogu hipotalamustaki reseptorlerine baglanma sonucu



ortaya ¢ikar, bununla birlikte periferik etkileri de vardir. Anjiogenez, yara iyilesmesi,
kan basincinin diizenlenmesi iizerine leptinin periferik etkileri oldugunu destekleyen
bilimsel kanitlar ileri siiriilmiistiir. Leptin ¢esitli hiicre tiplerinde proliferatif ve anti-
apopitotik etkiler gosterir. Hem in vitro hem in vivo c¢alismalar, leptinin anjiogenezi
ilerletici aktivitesi oldugunu gostermistir. Bununla beraber ob/ob farelere sistemik veya
topikal olarak leptin verilmesi anjiogenezi etkilemeden vyara iyilesmesini
hizlandirmaktadir (8, 9).

Calismada leptinin topikal uygulamadaki yara iyilesmesine olumlu etkisinin, rat TM
kronik perforasyon modelinde etkili olup olmadigmin histolojik ve klinik olarak

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Timpanik Membranin Embriyolojisi

Dis, orta ve i¢ kulak lic ayr1 germ yapragindan gelisir. Di1s kulak ve orta kulak, tist
solunum ve sindirim sisteminin gelistigi brankial, faringeal yarik ve ceplerden
gelisirken; 1i¢ kulak, beyinde rhombencephalonun karsiligina denk gelen dis

ektodermden gelisir.

TM’mn lateral yiizii birinci ektodermal yari@in ektodermi ile medial yiizii ise birinci
endodermal cebin endoderminden gelisirken, bu iki tabakanin arasina fibroz tabakayi

olusturacak olan mezoderm girmistir.

Intramembrandz yolla kemiklesen timpanik ringi olusturan merkezler dokuzuncu hafta
icerisinde ortaya ¢ikarlar. Kisa siirede birbirleri ile birlesip dis kulak yolunun (DKY)
tam olarak sekillenmesini saglarlar. Dordiincli aydan sonra sulkus olugsmaya baslar.
Besinci ayda ise degisik noktalardan kemiklesme baslar. Timpanik ring hi¢cbir zaman
tam olarak ¢ember halini almaz ve kraniyal kismi acgik alir. Burasi timpanik incisura
veya Rivinus ¢entigi olarak isimlendirilen bolgedir. Timpanik ring arka kadranda
temporal kemigin geri kalan kismiyla birlesir. Bu birlesme hizla ilerler ve dogumda
timpanik ring tamamen timpanik kemigin geri kalan kisimlarina yapismistir. Bu sirada

timpano-skuamdz ve timpano-petroz siitur hatlari ortaya ¢ikar.

Timpanik ringin olugmasi birinci ektodermal yarigi iistte DKY’ nu yapacak kisim ve
altta daha sonra oblitere olacak olan aciklik olmak tizere iki kisima ayrilir. Alttaki kisim
timpanik kavitenin lateral duvarinin alt kismini yapar. Burasi ¢ocuklarda agiktir ve
Huschke forameni olarak adlandirilir. Bu foramen timpanik kemigin biiyiimesi ile

adolesana kadar kaybolur (10).

2.2. Timpanik Membranin Anatomisi

Isitme ve denge fonksiyonlarinin periferik organi olan kulak; dis, orta ve i¢ kulak gibi
farkli yapisal ve iglevsel gorevleri olan kisimlardan olusmustur. Kulak temporal kemik

icinde konumlanmustir (10). Sekil 1°de kulak yapilarini gdsteren bir kesit verilmistir.
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Sekil 1. Kulak yapilari koronal kesit (11).

TM orta kulak boslugunun lateralinde yer alir. Dis kulak ve orta kulagi birbirinden
ayiran seffaf bir perde bigimindedir. Horizontal ¢ap1 8-9 mm, vertikal ¢ap1 9-10 mm’dir
(12). Elektron mikroskobik o6lgiimlerde TM kalinligi PT i¢in 30-90 pum o6lgiiliirken, PF
icin ise 30-230 um olarak olgtilmiistiir (13). Timpanik boliim sulkus timpanikus igine
fibrokartilajindz bir yap1 olan anulus fibrosus ile tespit edilmistir. Buna timpanomeatal
halka denir. Skuaméz kemigin asagi dogru giden uzantist skutum adini alir. Bu
skutumun doldurdugu timpanomeatal halkanin agikta kalan ist ucuna ise Rivinus

Centigi denir (12).

Timpanik kemigin her iki uzantisinin bitim noktalarindan malleus basina dogru, plika
malleolaris anterior ve posterior denen iki adet plika uzanir. Bunlar kulak zarim
malleusa baglar. Kulak zarmin bu ligamanlarin altinda kalan, timpanik kemik
icerisindeki gergin ve esas titresen kismina pars tensa (PT) adi verilir. Rivinus ¢entigini
dolduran geri kalan kismi ise daha gevsek bir yapida olan pars flaksida (PF) adini alir
(12). PF’nin diger ad1 Sharapnell membrandir (Sekil 2).



Malleusun TM’a tutundugu, TM’1n orta kulaga dogru ¢oken en derin bolgesine umbo
adi verilir. Umbodan baglayip manibrium eksenine dik ¢izilen ¢izgi; PT’y1, antero-
stiperior, antero-inferior, postero-siiperior ve postero-inferior olmak iizere dort hayali
parcaya ayirir (Sekil 2). Kulak zar1 egimli bir bicimde konumlanmis olup posterior

kenar1 anteriora gore daha lateral yerlesimlidir (10).
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Sekil 2. Timpanik membranin 6nemli anatomik noktalari ve topografik kadranlari (14).

TM internal ve eksternal pleksuslarla beslenir. Eksternal pleksusu, maksiller arterin dali
olan derin aurikuler arterin timpan dali olusturur (15). internal pleksusu ise, internal
maksiller arterden, posterior aurikuler ve stilomastoid arterden gelen dallar olusturur
(10). Zarin arka yarisi, 6n yarisina gore daha iyi kanlanir. Zarin 6n yarisi anulus
cevresinden gelen kiiciik dallarla kanlanirken, arka yarisinin kanlanmasi malleoler
arterle olur (16). Vendz drenaj; arterlere paralel seyrederek, orta kulak ve DKY
venlerine dogru olur. Timpan membran tragus onii ve mastoid apekste yerlesmis
servikal lenf nodlarina ya da ostaki tiipiiniin lenfatiklerine drene olur (10). Timpan
membranin DKY’na bakan lateral yiiziiniin 6n kismini; trigeminal sinirin
aurikulotemporal dali, arka kismini; vagusun Arnold siniri adi verilen dali inerve eder.
Orta kulaga bakan medial yiizii ise glossofarengeal sinirin dali olan Jacobson siniri

tarafindan inerve edilir (15).



2.3. Timpanik Membrann Histolojisi

TM histolojik olarak ii¢ tabakadan olusur. Bunlar lateralde DKY epiteli, medialde orta
kulak mukozasi ve bu iki tabaka arasindaki fibroz tabaka, lamina propria (LP)’dir.
Ortalama 130 um kalinliginda olan zarin i¢teki mukozal tabakasi 1 um’den daha ince,
distaki epitel tabakasi 30 um, ortadaki lamina propria ise 100 pm kalinliktadir (15). PT
ve PF arasindaki temel histolojik fark; PF’da fibroz tabaka bulunmamasidir. PT nin ug
kisimlarinda fibroz tabaka kalinlasarak anulus fibrocartilagineus adi verilen halkay1

olusturur (10).

Distaki epitel tabaka; sirayla stratum korneum, stratum graniilosum, stratum spinosum
ve stratum bazaleden olusur. Bazal tabakadaki hiicreler boliinerek {iistteki hiicrelerin
yerini alir (15). Epitel tabaka umbodan perifere dogru epitel migrasyonu ile klirensi
saglar (17). TM derisi ile DKY kemik komponentinin derisi, TM merkez olmak {izere
disa dogru bir hareket Ozelligi oldugunu ilk defa Burnett tanimlamistir. Bu deri
tabakasinin zar merkez olmak tlizere disa dogru hareketine sentrifugal migrasyon denir.
Migrasyon hizi1 merkezden perifere dogru giderek artmakla beraber bir elin bas parmagi
tirnaginin biiylime hizina esittir. En hizli migrasyon ise DKY kemik boliimiiniin anterior
duvarinda saptanmistir. Isinsal hareket zarda olusan perforasyon durumlarinda yon
degistirebilir. Sentrifugal migrasyon travmatik zar perforasyonlarinin onariminda

onemli bir role sahiptir (10).

Ortadaki fibroz tabakada; vaskiiler yapilar, endotel hiicreleri, fibroblastlar, sinirler ve
gevsek bag dokusu yer alir. Fibroz tabaka; dista radiyal, icte sirkiiler kollajen liflerden
olusmakla beraber ince retikiiler liflerde igerir (17). Bu lifler LP’y1 subepitelyal ve
submukozal olmak tizere iki kata ayirir. Fibroz tabaka kapillerden fakir oldugu icin
negatif basinca duyarlidir ve dis etmenlerden kolayca etkilenir. Sirkiiler tabakadaki
parabolik, semisirkiiler ve transvers lifler sayesinde kulak zarinda gerginlik saglanir ve
zar kolay titresir. PT’nin LP’s1 esas olarak tip II kollajenden olusurken, PF'da tip |
kollajen bulunur (10, 18). Zarin PT ve PF boliimlerinde mukozal yiizeyler aynidir. Her
iki bolimde de mukozal yiizeyde belirgin mikrovilli kisa kiibik hiicreler ve aralarinda
stratifiye kolumnar epitel bulunur. TM’1n orta kulak mukozasi yapisma yerine yakin

mukozal yilizeyinde yer yer goblet hiicreleri bulunmaktadir (19).
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Sekil 3. Timpanik membran epitel tabakalarinin sematik goriintimii (20).

2.4. Rat Timpanik Membran Ozellikleri

Rat ve insan TM’1 birbirine benzesede anatomik olarak bazi farkliliklar1 vardir. Renk ve
sekil olarak insan TM’mna benzer ancak daha ince ve seffaf yapidadir. Bu nedenle
diseksiyonda kolayca yirtilabilir (21). insan TM kalinlig1 ortalama 130 pm iken, rat TM
elips seklindedir ve kalinlig1 ortalama 5 pm’dir. Horizontal diizlemle 20 derecelik a¢1
yapar. Insan TM’1 lateralde DK epiteli, medialde orta kulak mukozas1 ve bu iki tabaka
arasindaki fibroz tabakadan olusurken; ratlarda zarin i¢ yiiziinii de dis ylizii gibi yassi
epitel olusturmaktadir. Orta tabakayi fibr6z LP olusturur. Fibroz tabaka anulus fibrosusa

uzanip timpanik olukta periosta yapisir (15, 22).

[nsan TM alami ortalama 66 mm2 olmakla beraber PF, TM’m % 3-6’lik kismim
olusturur. Rat TM alam ise ortalama 11 mm2’dir ve PF, TM’in % 25-29’luk kismini
olusturur. TM anterior-posterior ¢ap1 insanda ortalama 9-10.2 mm iken; ratta ortlama
2.2-2.4 mm’dir. insanda malleusun kisa kolu posterioru gosterir ve malleus posterior
duvara yonelim gosterir. Ratta malleusun kisa kolu anteiroru gosterir ve malleus

inferiora dogru egilim gosterir (23).



Rat TM Gorinimu Insan TM Goriinimii

Sekil 4. Rat ve insan timpanik membraninin karsilastirmali sekli (PF: Pars flaksida, PT:
Pars tensa, ANT: Anterior, POST: Posterior) (23).

2.5. Timpanik Membran Perforasyonlari

Cesitli sebeplerle TM’da delik ve yirtik olusmasina TM perforasyonu denir. TM
perforasyonlar, yerlesim yerine gore santral veya marjinal olarak adlandirilirlar.
Santral perforasyonlar anulusa temas etmeyen tiim kadranlarda bakiye zarin bulundugu,
zarin PT kisminda bulunan perforasyonlardir. Santral perforasyonlar, kolesteatom
birlikteligi daha az oldugu i¢in giivenli perforasyonlardir. Kronik otitis mediada santral
perforasyon varligi akla tubotimpanik bir patolojinin varligini getirmelidir (10).
Marjinal perforasyonlar ise; anulusa temas eden, perforasyonla DKY arasinda zar
kalintisinin  bulunmadig1 perforasyonlardir. Bu nedenle de kolesteatom marjinal

perforasyonlarda daha sik goriiliir (24).

2.5.1. Timpanik Membran Perforasyon Nedenleri

2.5.1.1. Enfeksiyon

TM dis ortam ile viicut kavitesini birbirinden ayiran ince bir zar oldugu i¢in siipiiratif

enfeksiyonlarda delinmesi beklenen bir durumdur. Zar perforasyonunun en sik nedeni



enfeksiyonlardir (25). Olusan perforasyonun lokalizasyonu ve biiyiikliigii enfeksiyon
ajaninin tiiriine, enfeksiyonun siddetine ve kronik olma drumuna gore degisir. Ancak
rekiirren orta kulak enfeksiyonlarinda, zar rejenerasyon siirecini tamamlayamaz ve
kalic1 perforasyon goriilebilir. Komplikasyonsuz akut otitis mediada perforasyonlar
kiiciiktiir ve ¢ogunlukla spontan kapanir (4). Santral biiyikk bdbrek seklinde
perforasyonlar ise genellikle beta hemolitik streptokok gibi nekrotizan organizmalarin
enfeksiyonundan kaynaklanir. Enfeksiyon nedenli perforasyonlar gelismis iilkelerin
diisiik sosyoekonomik diizeyli bireylerinde veya gelismekte olan iilkelerin bireylerinde
sik goriiliir. Daha nadir goriilen diger enfeksiyon nedenleri ise viral otitler (herpes zoster

otikus), tiiberkiiloz ve mediale dogru ilerleyen eksternal otitlerdir (25).

Akut enfeksiyon durumunda orta kulakta biriken sivi zarin disart  dogru
bombelesmesine ve kizariklasmasina neden olur. Zarin merkezinde damarlanma daha
fazladir ve iskemi sonucunda piiy buradan eksude olur. Beta hemolitik streptokok
enfeksiyonlarinda ise zarda fulminan nekroz vardir. Yikim orta kulaktaki piiyden ¢ok

bakteriyel toksin kaynaklidir (26).

2.5.1.2. Travma

Travma, TM perforasyonlarinin temel nedenlerinden biridir. Bunlar barotravma
(hiperbarik oksijen tedavisi), carpmalar, akustik travma, delici travmalardir. Ozellikle
kiint travmalarda TM perforasyonlar1 goriiliirken; bunlar longitudinal temporal kemik
kiriklariyla birliktelik gosterir. Askeri travmalarda zar orta kulaga dogru yer degistirerek
kolesteatoma zemin hazirlar. Penetran travmalar ise daha ¢ok pamuklu ¢ubuklarla buson
temizligi sonrast goriiliir (26). Barotravma da kiint travma ¢esidi olmakla beraber;
calismalar yarim atmosfer basincin kulak zarinda ¢okme, 2 atmosfer basincin ise zarda
malleolar pleksusta konjesyonla zarda biiylik degisiklikler olusturabilecegini

gostermistir (25).

Travmatik perforasyonlar, 26-35 dB’lik iletim tipi isitme kaybmna neden olurlar.
Genellikle posteroinferior kadranda goriiliirler ve spontan iyilesme egilimindedirler
(27). Perforasyonun biiyiikliigli arttikga ve hasta yasi arttikca spontan iyilesme orani
azalir (28).



2.5.1.3. Iyatrojenik

Buson temizligi, miringotomi, ventilasyon tiipii (VT) takilmasi gibi nedenler iyatrojenik

grubu olusturur (29).

En sik cerrahi kapama gerektiren TM perforasyonlar1 ventilasyon tiipiine bagli olusan
perforasyonlardir. VT uygulamasina bagli kalict perforasyon orani kisa siireli tiipler igin
% 1-4, uzun siireli tiipler igin ise % 12-25 arasinda bildirilmektedir (30). Perforasyona
kalic1 denmesi i¢in tiiplin atildiktan sonra 6 ay- 1 yil ge¢mesi gerekir (31). 36 ay
gecmesine ragmen hala atilmayan tiiplerde, cerrahi olarak c¢ikarilsalarda kalici
perforasyon riski artar (32). Tiipiin kalis siiresi, zarin atrofik olmasi, tekrarlayan VT
tatbiki, otore olusmasi, tiipiin ¢esidi perforasyon {iizerinde etkilidir (33). VT
kendiliginden diisebilir veya cerrahi olarak ¢ikarilabilir. Kalic1 perforasyon riski cerrahi
olarak ¢ikarilanlarda daha fazladir. Nichols ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada (32), ii¢
ve lizerinde VT tatbiki uygulanan ¢ocuklarin % 42’sinde kalic1 perforasyon goriiliirken,
iki ve daha az VT tatbiki yapilan ¢ocuklarin % 24’iinde kalic1 perforasyon goriildiigii
bildirilmistir.

2.5.1.4. Kronik Siipiiratif Otitis Media

Kronik siipiiratif otitis media, perforasyon veya VT tatbiki sonrasi biitiinliigii bozulan
zardan uzun siireli akinti ile seyreden bir hastaliktir (26). Siklikla kronik siipiiratif otitis
media ile kolesteatom birliktelik gosterir. Ancak tiim kolesteatom olgulari kronik
stiptiratif otitis media ile iliskili olmadigi gibi tiim kronik siipiiratif otitis mediali
hastalarda da kolesteatom goriilmez. VT olan ¢ocuklarda kronik siipiiratif otitis media
insidans1 % 1-3’ten diisiiktiir. Kronik siiptiratif otitis media olgularinda en sik
pseudomonas aeruginosa ve staphylococcus aerus izole edilir. Bazi ¢alismalarda

anaerob bakterilere de rastlanmistir (25).
2.5.2. Timpanik Membran Perforasyon Tedavisi

Kulak zar1 cerrahisinin temelleri antik Misir ve Hipokrat donemine kadar uzanmaktadir.

[Ik TM peforasyon onarmmi Marcus Banzer tarafindan 1640 yilinda domuz mesanesi
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kullanilarak yapilmistir. 1841 yilinda Yearsley TM perforasyon onariminda gliserin
emdirilmis yiinii kullanirken, Toynbee ise 1853 yilinda kauguk benzeri bir maddeyi
perforasyon onariminda kullanmistir (4). Bilinen ilk ger¢ek anlamda miringoplastiyi ise
1878 yilinda Berthold otogreft kullanarak gerceklestirmistir. Berthold dezepitelize zar
perforasyonunu, 6n koldan aldigi full-thickness deri grefti ile kapatmis ancak geg
donem sonuglar1 tahminleri yerine getiremediginden otogreft kullanimini ¢agdaslarina
kabul ettirememistir. Bu ameliyatlar antibiyotik ve steril teknikteki yetersizliklere bagl

olarak terkedilmistir (34).

Kulak cerrahisindeki ilerlemeler ise daha ¢ok antibiyoterapinin gelismesi, cerrahi
mikroskoplarin kullanilmaya baslanmasi ve optik aletlerdeki gelismeler sayesinde
1950’11 yillarda hizlanmistir. Bu yillarda Wullstein ve Zollner isimli iki Alman cerrah
perforasyon onariminda serbest deri grefti ve pedikiillii deri greftini kullanmislar ve
gercek timpanoplasti ameliyetlarinin baslangici olarak kabul edilen prensipleri 6ne
stirmiislerdir (35, 36). Yine House 1953 yilinda full-thickness deri greftinin
kullanilmasini 6nermistir (37). Sonrasinda 1956°da Zollner fasya lata, 1958’de Heerman
temporal kas fasyasi, 1959°da Claros-Domenech otolog periost, 1960°da Shea otolog
ven greftini kullanmislardir (4, 38, 39). Yag grefti ilk kez 1962°de Ringerberg, tragal
perikondrium ise ilk kez 1964’te Goodhill, Haris ve Brackman tarafindan kullanilmigtir
(40).

Akut TM perforasyonu gibi bazi durumlarda kulak zarina kagit yama yapilabilir. islem
poliklinik sartlarinda uygulanabilir. Diger perforasyon onarim tekniklerine gore yatis
gerektirmemesi, daha hizli uygulanmasi, is giicii kaybma yol a¢gmamasi, kolay
uygulanabilirligi ve ucuz bir yontem olmasi gibi tstiinliikleri vardir. Golz ve ark. (41), 5
mm’den daha kiicliik kuru perforasyonlarda kagit yama yapilmasinin timpanoplasti

oncesi alternatif bir yontem olabilecegini bildirmislerdir.

Giliniimiizde de otolog temporal kas fasya grefti en ¢ok kullanilan greft materyalidir.
Deneyimli cerrahlarin elinde basar1 oran1 % 88-97 olarak bildirilmistir. Bu tekniklerin
yatis gerekliligi, maliyet, yetersiz teknik donanim gibi olumsuz 6zellikleri, perforasyon
onariminda basit ve ucuz yontemler aranmasina yoneltmektedir. 1990’11 yillarda

rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesiyle perforasyon alaninda;  polipeptid
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biiyiime faktorleri, mesajc1 gibi davranarak hem migrasyonu hem de doku tamiriyle
ilgili hiicrelerin proliferasyonunu saglayarak perforasyonun kapanmasina yardimeci
olabilecekleri gosterilmistir (42, 43). Yapilan bir ¢alismada epidermal growrh faktor
(EGF) ve basic fibroblast growth faktor (bFGF)’iin genis TM perforasyonunda
rejenerasyon kapasitesi lizerinde etkili olup olmadigi incelenmis. EGF ve bFGF’nin
birbirlerine iistiinliigli olmadig1 ve her iki ajaninda rejenerasyon kapasitesini arttirdigi
bulunmustur (44). Ayrica Lee ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada (45), TM
perforasyonlarinin rejenerasyon kapasitesini arttirmak igin EGF ve epidermal growth
faktor reseptorii (EGFR) gen salinimli polietilenimin / kitosan yamalar1 gelistirmisler.
Polietilenimin ilavesi, TM hiicrelerinin yama tizerindeki yapismasini ve go¢ yetenegini
arttirmistir. EGF ve EGFR geninin ayn1 anda salinmasi, TM hiicre proliferasyonunun,
adezyon ve migrasyon kabiliyetinin daha da artmasini saglamistir. Sonug olarak,
gelistirilen bu yamalarin, TM perforasyonlarini iyilestirdigi goriilmiis ve hem kronik
hem de akut TM perforasyonlarinin rejenerasyonunu arttitmak amagli uygulanabilecegi

Ongorilmiistiir.

2.6. Timpanik Membran Yara Iyilesmesi

Cesitli nedenlerle meydana gelen TM perforasyonlari, ¢ogu zaman zarin proliferasyon
ve epitelyal migrasyon 6zellikleri sayesinde kendiliginden kapanir (46). Bir¢ok faktor
zarin rejenerasyon yetene8ini olumsuz etkileyerek perforasyon kapanmasin
etkilemektedir. Enfeksiyon, perforasyon biiyiikliigii ve cesidi, travma, yas, beslenme ve
immun sistem bozukluklari, topikal steroid kullanimi, yabanci cisimler gibi nedenler

TM perforasyonunun spontan iyilesmesini etkiler (47).

Yara iyilesmesinde sirastyla hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, remodeling (yeniden
sekillenme), kontraksiyon gibi evreler goriiliir (47). TM perforasyon iyilesmesinde ise;
epitelyal ¢cogalma, epitelyal migrasyon, fibroblastik aktivite artisi, anjiogenezis ve doku
remodeling gibi evreler goriiliir (48). TM yara iyilesmesinde hemostaz ve inflamasyon
evreleri diger dokulardaki yara iyilesmesi ile aynidir. Epitelyal migrasyon ve
proliferasyon evreleri ise diger dokulardan tamamen farklidir (49). Cogu yara
iyilesmesinde epitelizasyondan dnce graniilasyon olusur ve defektin iizerini kapatarak

epitelin ilerlemesine olanak saglar. Epitelin graniilasyon dokusunu 6rtmesinin ardindan
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remodeling evresi baslar ve bu evrede graniilasyon dokusu matiir skar dokusuna
dontigiir (50). TM’da ise Oncelikle skuamdz epitel proliferasyonu ile perforasyon
kapatilir. Epitelizasyon ilk 48 saat i¢cinde baslamaktadir. TM’1n malleus, anulus ve DKY
kanali gibi daha iyi kanlanmas1 olan bolgelerinde epitelyal proliferasyon daha fazladir.
Bu epitelyal proliferasyon perforasyonun santraline dogrudur ve perforasyon iizerinde
ekstraseliiler matriks yerine koprii olusturur. Epitelizasyondan sonra fibréz tabaka
ortaya c¢ikar. Yeni fibroz tabakanin yeniden sekillenmesiyle daha ince bir zar yapisi
olusur. Perforasyon alanindan uzakta olan zarin saglam kisimlar1 ise normalden daha
kalin hale gelir. Zarin perfore kismi digindaki saglam bolgelerin kalinliginin artma
nedeni; inflamasyonun artmasi sonucunda, kollajen sentezi ve fibroblastik aktivitenin
artmasidir (51-53). Bazi TM perforasyonlarmin kendiliginden iyilesmemesinin nedeni
defektin ¢ok biiylik olmasi ve epitel proliferasyonuna baglh koprii olusturulamamasidir.
Kronik TM perforasyonlarina neden olan tekrarlayan enfeksiyonlar, iyilesme siirecini
bolerek epitelyal proliferasyonun gerilemesine ve perforasyon halkasinin gevresinde

matiir epitel tabakas1 olusmasina neden olur (54).

Wang ve ark.’min (55) yaptig1 rat TM perforasyon iyilesmesi ile ilgili bir ¢alismaya
gore; TM’1n epitelyal proliferasyonu, perforasyon kenarlarindan degil de, manibrium
mallei ve anulustan basladigini gdstermistir. Periferde prolifere olan epitel hiicreleri,
perforasyonun merkezine santrale dogru ilerleyerek perforasyon kapanir. Yani normalde
TM serumeni umbodan baslaylp dis kulak yoluna dogru sentrifugal migrasyonla
atmaktadir. Ancak yara iyilesmesinde bu tam tersi perforasyondan santrale dogru
sentripedaldir. Hasardan sonra hemostaz ve enflamasyon siireci ilk 48 saatte
baslamaktadir (54).

Miringoskleroz, zarin yara iyilesme siirecinin farkli evrelerinde ortaya c¢ikan geri
doniistimsiiz bir durumdur. Yapilan ¢aligmalarda perforasyon sonras1 dokuzuncu saatten
itibaren goriilebilir. Histolojik olarak kollajen tabakada yogun makrofaj infiltrasyonu
goriiliir. Enflamasyonun erken doneminde makrofaj kaynakli nitrik oksit ve diger

mediatorlerin neden oldugu doku hasari iyilesmesi sonucu fibrozis olusur (56).
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2.7. Leptin

Yag dokudan salgilanan protein yapidaki maddelere adipokin denir. Bu adipokinlerden
sitokin bir hormon olan leptin, multifonksiyoneldir (57). Leptinin yara iyilesmesinde

etkili oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma vardir (91-94).

2.7.1. Leptinin Tarihcesi

Leptin, Yunanca “ince” anlamina gelen “leptos” sdzciiiinden tiiretilmistir. 1950’lerde
Kenedy tarafindan viicut agirligini kontrol eden adipoz doku kaynakli bir hormonun,
adipoz doku oranina bagli olarak dolasimda bulundugu 6ne siiriilmiistiir (58). Zhang ve
ark. (59), 1994 yilinda obezite ile iliskili mutajenik gen iiriinii olan ob/ob genini, mutant

farelerden elde etmislerdir.

2.7.2. Leptinin Ozellikleri

Yap1 olarak sitokinlere benzeyen leptin, 145-146 aminoasit uzunlugunda 16 k-Da
agirligindadir. 4 a heliks, 2 B kirilmali tabaka ile tek disiilfid bag igerir. N-terminal, C-
terminal ve C-terminalinde bulunan disiilfid képrisiiniin olusturdugu ii¢ farkli yapiya
sahiptir. Bu {i¢ yapidan N-terminal boliimii, biyolojik ve reseptor aktivitesinden
sorumludur. C-terminal boliimii ise N-terminal boliimiiniin aktivitesini kontrol eder.
Disiilfid kdpriisiiniin leptinin aktivitesinde énemi olmadig bulunmustur (60). insanda 7.

kromozomun uzun kolundaki ob/ob geni tarafindan kodlanir (61).

Sekil 5. Leptinin Yapisi (7).
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Leptin; beyaz ve kahverengi yag dokusu, hipotalamus, pituiter bez, gastrik epitelyum,
iskelet kast ve sinsisyotrofoblast gibi bircok dokudan sentezlenir. Bdobrekler ve
karaciger gibi diger splanknik organlar tarafindan itrah edilir (62, 63). Plazmada serbest
ve proteine bagli formu bulunur. Aktif olan serbest formudur. Yar1 6mrii 20-30
dakikadir. Yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir. Diilirnal ritmi bulunan leptin, sabah
erken saatlerde en yiiksek seviyesine ulasirken, 6gleden sonra en diislik seviyelere iner

(64).

Leptin etkisini hiicre yiizeyinde bulunan Ob-R reseptériine baglanarak gosterir. Bu
reseptor sitoplazmik ve transmembran bdlgeleri olan sitokin reseptor ailesine aittir. Ob-
R reseptoriiniin sitoplazmik bolgesi JAK-STAT yolagini uyaran motiflere sahiptir (65).
Ob-R basta santral sinir sistemi olmak tizere birgok dokuda eksprese edilmektedir. Kalp,
plasenta, akciger, karaciger, kas, bobrek, pankreas, dalak, timus, prostat, testis, over ve
kolon leptin reseptorleri bulunan dokulardir (62, 66). Ayrica epidermal hiicrelerde de

leptin reseptdrleri bulunmaktadir (91).

2.7.3. Leptinin Fonksiyonlari

Ghrelin ve leptin birbirleri ile antagonistik calisan iki hormondur. Hipotalamusta
bulunan Y néronlar1 aracilig ile feedback mekanizmalari ile kontrol edilirler ve viicut
agirligint ayarlarlar. Bu iki hormonun diizeyleri; aglik, tokluk, cinsiyet, glukoz ve diyet,
insiilin, barsak hormonlari, parasempatik aktivite, yas, gebelik, obezite, cinsiyet,
polikistik over sendromu, enerji diizeyi, insiilin direnci ve diabetes mellitus, biiyiime
hormonu eksikligi, akromegali, hipo/hipertiroidizm, neonatal dénem ve bazi

noroendokrin, gastrointestinal tiimorler gibi nedenlere bagli olarak ayarlanir (62).

Esas fonksiyonu, gida alimini diizenlemek olan leptine tokluk hormonu denir.
Hipotalamusa negatif feedback mekanizmasi ile etki eder (67). Noroendokrin sistemin
ve metabolizmanin diizenlenmesi, puberte, {lireme, hematopoez, immiinite,
gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi, sempatik sinir sistemi aktivasyonu,
anjiogenez ve osteogenezis, hafiza lizerinde ¢ok 6nemli rolleri oldugu saptanmustir (67-

76).

15



2.7.4. Leptin ve Yara Iyilesmesi

Leptin immun sisteme etkilerinden dolay1 yara iyilesmesi {izerinde de etkisi vardir (72).
Leptin defekti (ob/ob) veya leptin reseptor defekti (db/db) olan farelerde Ozellikle
hiicresel immunitede bozukluk oldugu tespit edilmistir. Makrofaj fonksiyonlarinda,
viral ve bakteriyel enfeksiyona yanitta azalma goriliir. Leptin makrofaj aktivitesini
arttirarak fagositozu gii¢lendirir, pro ve anti-inflamatuvar sitokin salinimini uyarir (72,
77). Leptinin yara iyilesme siiresini kisalttigi ve anjiogenezi arttirdigini bildiren

caligmalar vardir (8).

AKUT LEPTIN SENTEZI

REVASKULARIZASYON
&
IYILESME ARTISI

Sekil 6. Leptinin proanjiogenik aktivitesi (78).
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma Erciyes Universitesi Deney hayvanlar1 Etik Kurulu’nun “13.12.2017” tarihli
“17/133” numaral karar onay: alindiktan sonra Erciyes Universitesi Deneysel Klinik
Aragtirma Merkezi’nde iiretilen, 6 aylik ve agirliklar1 250-300 gr. arasinda degisen 42
adet (84 kulak) sprague dawley cinsi eriskin disi rat iizerinde gergeklestirildi. Deney
hayvanlar1 Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda 12 saat aydinlik/12
saat karanlik siklusuna uyarak, sicakligin 21 derecede sabitlendigi, yiyecekten kisitlama

yapilmadigi (pelet yem + su), giivenli kafesler i¢inde barindirildi.

42 rat daha sonra randomize olarak bes gruba ayrildi. Bu ¢alisma sirasinda Helsinki

bildirgesindeki kurallara uyuldu.
3.2. Hayvanlarin Hazirlanmasi ve Deneysel Islem

Hayvanlar intraperitoneal (IP) yolla verilen 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Alfamine,
Ata Fen, Tirkiye) ve 10 mg/kg xyzlazine (Alfazyne, Ata Fen, Tiirkiye) kombinasyonu
ile sedatize edildiler. Tekrarlayan anestezi dozu gerektiginde, ilk dozun 1/3’t kadar
ketamin IP olarak uygulandi. Anestezi sonrasinda, toplam 42 rata otomikroskopik
(Zeiss, S1, Almanya) baki yapildi. DKY’ na uygun spekulum yerlestirilerek DKY ve
TM’lar1 muayene edildi. DKY ndaki debris ve/veya busonlar temizlendi. Dis ve orta

kulak patolojisi olan rat saptanmadi.

Ratlarda, kronik TM perforasyon modeli olusturmak igin 1. giinde zarin PT boliimiine
pik yardimi ile perforasyon olusturulduktan sonra 5. ve 10. giinlerde perforasyon
kenarlarina ucu kor haline gelinceye kadar isitilan pik yardimi ile termal hasar
uygulanmis ve perforasyon siireleri uzatilmistir. Perforasyon kaliciligindan emin

olunduktan sonra 15. giinden itibaren ilag uygulamalarina baslandi.

42 rat daha sonra randomize olarak bes gruba ayrildi. A grubuna (10 rat) topikal saline

(Serum fizyolojik % 0.9, Eczacibasi, Tiirkiye), B grubuna (10 rat) topikal leptin
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(Leptin human 1 mg flakon, SIGMA-Life Science, Almanya), C grubuna (10 rat)
topikal fosfat tampon ¢ozeltisi (Phosphate Buffered Saline tablet-PBS tablet, SIGMA-
Life Science, Almanya), D grubuna (10 rat) IP leptin (Leptin human 1 mg flakon,
SIGMA-Life Science, Almanya) verilmesi planlandi. E grubu (2 rat) sham grubu
olarak belirlendi ve perforasyon sonrasi madde tatbik edilmedi. Topikal ilag
uygulamalarindan sonra, ilacin TM’a ulasilabilirligini arttirmak igin ratin basi 30 saniye

boyunca sabit tutuldu. Gruplar Tablo 1’ de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 1. Calisma gruplari

A Grubu 10 adet yetigkin rat 20 wul/giin saline 3 giinde bir 7 kez topikal
(20 kulak) olarak uyguland.

B Grubu 10 adet yetigkin rat 5 ug/giin (20 ul) leptin 3 giinde bir 7 kez
(20 kulak) topikal olarak uygulandi.

C Grubu 10 adet yetigkin rat 20 ul/giin fosfat tampon ¢ozeltisi 3 giinde
(20 kulak) bir 7 kez topikal olarak uygulandi.

D Grubu 10 adet yetiskin rat 0.1 mg/kg/giin (0.1 ml) leptin 3 giinde bir 7
(20 kulak) kez IP yoldan verildi.

E Grubu 2 adet yetiskin rat Sham grubu olarak belirlendi ve madde
(4 kulak) tatbik edilmedi.

Deney siiresi igerisinde 1. giinde anestezi sonrasinda A grubu ve B grubundan birer
hayvanda kayip yasandi ve 40 rat (80 kulak) ¢alismayr tamamladi. Calismanin 1.
giininde IP yolla verilen 40 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 10 mg/kg xyzlazin
kombinasyonu ile anestezi saglandi. Rat TM’larinin PT boliimine pik yardimi ile
perforasyon olusturuldu. Olusturulan perforasyonun devamliligi, 5. ve 10. giinlerde ayni
sekilde anestezi altinda, kor haline gelinceye kadar isitilmis pik ucunun perforasyon
kenarlarina temas ettirilmesiyle saglandi. Bu sekilde termal hasar ile kronik TM
perforasyon modeli olusturuldu. 15. giin randomize belirlenilen gruplara gore ilag
uygulamasina gegildi. 15. gilinden itibaren, 3 giinde bir olmak iizere toplam 7 kez,
gruplarda belirlenen ilag uygulamalar1 yapildi. P ilag uygulamalari insiilin enjektorii ile

yapilirken, Topikal ila¢ uygulamalarinda mikropipet kullanildi. Caligmanin 35. giiniinde
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otoendoskop ile tiim ratlarin TM’lar1 muayene edildi ve perforasyonlarin kapanip
kapanmadig1 klinik olarak incelendi. Ardindan, tiim ratlar yiiksek doz IP ketamin

hidrokloriir-xylazin kombinasyonu ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen ratlarin temporal

bullalar1 ¢ikarilarak patolojik inceleme igin hazirlandi.

Sekil 8. Calismanin deneysel asamasinin yapilist
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3.3. Histomorfolojik Degerlendirme

Dokular %10 formalinde fikse edildi ve parafine gémiildii. Histopatolojik inceleme igin,
ornekler formik asit ve sodyum sitrat ¢ozeltisinde dekalsifiye edildi. Temporal bullalar
malleusun caput brevesi boyunca ikiye boliinerek, bilateral olarak TM enine kesiti
olusturuldu. Her bir vakadan parafine gomiilii bir doku blogu seg¢ildi ve 5 pm'lik kesitler
halinde kesildi. Hematoksilen ve eozin ile boyand1 ve 1s1k mikroskobu altinda incelendi.
Doku kesitleri ksilen ile deparafinize edildi ve etanol ile yikandi. Histolojik olarak
perfore TM’lar; 16kosit infiltrasyonu, neovaskiilarizasyon, fibroblast proliferasyonu ve
subepitelyal bag dokusunun kalinhiginin karsilastirilmasi acisindan degerlendirildi.
Histopatolojik olarak, subepitelyal bag doku kalinliginin artisi, neovaskiilarizasyon,
1okosit infiltrasyonu ve fibroblast proliferasyonunun varligi ayni patolog tarafindan
subjektif olarak, - (yok), + (zayif), ++ (orta) veya +++ (siddetli) olarak skorlandi.
Subepitelyal bag dokusunun kalinliginin artisi degerlendirilirken; — (yok)=0 pum, +
(zay1f)=0-10 um, ++ (orta)=10-20 pm, +++ (siddetli)= 20-30 um olarak belirlendi.
Neovaskiilarizasyon degerlendirilmesinde, en yogun vaskiiler yapinin oldugu 3 alanda
400x (40xX10x) biiyiitme ile sayim yapildi. Sayim yapilirken damar yapis1 gosteren
hiicreler ve hiicre kiimeleri neovaskiilarizasyon olarak degerlendirildi. Preparattan
alman 3 alandaki mikrovaskiiler sayr toplami verildi. Fibroblast ve 16kosit
infiltrasyonunda en yogun oldugu alanda en az 500 hiicre sayilarak hiicre orani
hesaplandi. Sonuclar dort basamakli skorlama sistemine gore “0”= %0-5 oraninda
boyanma, “1”= 9%6-25 oraninda boyanma, “2”= %?26-75 oraninda boyanma, “3”=
%75’den fazla boyanan hiicre seklinde skorlandi. TM kalinligi kantitatif olarak

mikrometre cinsinden Ol¢iildii.
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Sekil 9. Hematoksilen ve eozin ile boyali topikal leptin verilen gruptan bir ratin TM
histopatolojik goriintiisii.
Solda kas dokusu, ortada TM’1 ¢evreleyen ¢ogunlugu nétrofilden olusan yogun iltihabi

hiicre artis1 mevcut. Ayrica damarlanma ve bag doku artis var.

=== TM iizerinde neovaskiilarizasyon alanlari ¢ :notrofiller

Sekil 10. Hematoksilen ve eozin ile boyali IP leptin verilen gruptan bir ratin TM
histopatolojik goriintiisii.
Ortada belirgin noétrofil hakimiyetinde iltihabi hiicre infiltrasyonu, cevresinde TM

kalinlasmasi, damarlanma artis1 ve 6dem mevcut.

=== TM iizerinde neovaskiilarizasyon alanlari ¢ :notrofiller
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3.4. istatistiksel Analiz

Sonuglar GraphPad Prism 7.00 (Graphad Software Inc. , CA, USA) yazilimi
kullanilarak analiz edildi. Verilerin analizinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.
Anlamli oldugu durumda ¢oklu karsilagtirma amaglit Dunn post-hoc testi kullanilmistir.

p <0,05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismanin deney asamast 5 Nisan 2018 — 9 Mayis 2018 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Deneysel Klinik Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi. Toplam 42 adet
yetigkin disi rat (84 kulak), A, B, C, D ve E gruplar1 olmak {izere randomize 5 gruba
ayrildi. Deney asamasinda 1. glinde anestezi sonrasinda A ve B grubundan birer
hayvanda kayip yasandi. Calisma toplam 40 rat (80 kulak) ile tamamlandi. Gruplar
calisma sonunda 35. giin otoendoskop ile klinik olarak muayene edildi. Muayenede C

grubundaki bir TM ve E grubundaki bir TM haricindeki tiim TM perforasyonlarinin

klinik olarak kapandig1 goriildii.

Sekil 11. Normal rat TM otoendoskopik goriintiisii

Sekil 12. PT boliimiine perforasyon yapilan rat TM otoendoskopik goriintiisii

=2 : perforasyon
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Sekil 13. Topikal leptin verilen gruptan bir ratin ¢aligma bitimindeki TM otoendoskopik
goruntisu

=2 : perforasyonun kapandigi alan

Sekil 14. Topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen gruptan bir ratin calisma

bitiminde perfore kalan TM otoendoskopik goriintiisii

=2 perforasyonun kapandig1 alan
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Sekil 15. IP leptin verilen gruptan bir ratin calisma bitimideki TM otoendoskopik
goruntusu

=2 : perforasyonun kapandigi alan

Sekil 16. Topikal salin verilen gruptan bir ratin ¢alisma bitimindeki TM otoendoskopik
goruntisu

= : perforasyonun kapandig alan
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Sekil 17. Sham grubundan bir ratin ¢alisma bitiminde perfore kalan TM otoendoskopik
goruntiisu

=" : perforasyon

Klinik olarak muayene edilen tiim ratlar muayene sonrasi sakrifiye edilerek, temporal
bullalart histopatolojik inceleme igin c¢ikarildi ve TM’lar1 subepitelyal kalinlik,
fibroblast proliferasyonu, l6kosit infiltrasyonu ve neovaskiilarizasyon dereceleri
acisindan sirasiyla incelendi. TM kalinliklar1 mikrometre cinsinden kantitatif olarak

olgtldi.
4.1. Subepitelyal Kalinhk

Calisma gruplari subepitelyal kalinlik derecelerinin oranlar1 agisindan incelendiginde; A
grubundaki toplam 9 ratin 18 kulagmin, 13’tinde (%72) zayif subepitelyal kalinlik
derecesi goriiliirken, 5’inde (%28) orta derecede kalinlik goriildii. B grubundaki 9 ratin
18 kulagmin, 15’inde (%83) zayif subepitelyal kalinlik derecesi goriiliirken, 3’linde
(%17) orta derecede kalinlik goriildii. C grubundaki 10 ratin 20 kulaginin, 16’sinda
(%80) zayif subepitelyal kalinlik derecesi goriiliirken, 4’tinde (%20) orta derecede
kalinlik gortildii. D grubundaki 10 ratin 20 kulaginin, tamaminda (%100) zayif
subepitelyal kalinlik derecesi mevcuttu. E grubundaki 2 ratin 4 kulaginin, tamaminda
(%100) aym sekilde zayif subepitelyal kalinlik derecesi mevcuttu. Gruplarin hi¢birinde
siddetli subepitelyal kalinlik derecesi goriilmedi. Subepitelyal kalinlik derecelerinin

oranlar1 agagida Sekil 18’de gdsterilmistir.
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Subepitelyal Kalinhk
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Sekil 18. Subepitelyal kalinlik derecelerinin oranlarini gdsteren grafik

Subepitelyal Kalinlik A grubu: Topikal SE uygulanan grup
2.0+ B grubu: Topikal LEPTiN uygulanan grup

€ grubu: Topikal FOSFAT TAMPON COZELTiSI uygulanan grup

E 1.5- D grubu: intraperitoneal LEPTIN uygulanan grup
E = ’ E grubu: Perforasyon sonrasi madde tathik edilmeyen grup (sham)
?} © 1.0
T £
= o
E 05
G
"4

0.0

A B c D E
Gruplar

Sekil 19. Subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalama degerlerini gosteren grafik

A grubunun subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalamasi 1.278+0.4609 idi. B
grubunun subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalamasi 1.167+0.3835 iken, C grubunun
subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalama degeri 1.2+0.4104 olarak bulundu. D ve E
grubunun subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalamasi 1 olarak bulundu. Subepitelyal
kalinlik derecelerinin oranlar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05). Gruplarin subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalama degerleri Tablo 2’de

verilmisgtir.
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Tablo 2. Subepitelyal kalinlik derecelerinin ortalama degerleri

Gruplar A B C
Omek Sayist 18 18 20 20 4
Ortalama 1.278 1.167 12 1 1
Standart Sapma 0.4609 0.3835 0.4104 0 0
Ortalamanin Standart
Hatast 0.1086 0.09039 0.00177 0 0

4.2. Fibroblast Proliferasyonu

Tiim gruplar fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlari agisindan incelendiginde
(Sekil 20); A grubundaki 9 ratin 18 kulaginin, 14’tinde (%78) zayif fibroblast
proliferasyonu goriiliirken, orta derecede fibroblast proliferasyonu goriilen 4 kulak
(%22) mevcuttu. B grubundaki 9 ratin 18 kulaginin 13’iinde (%72) zayif fibroblast
proliferasyonu goriiliirken, 5’inde (%28) orta derecede fibroblast proliferasyonu
goriildi. C grubundaki 10 ratin 20 kulagmin, 10’unda (%50) zayif fibroblast
proliferasyonu goriiliirken, 4’tinde (%20) orta derecede, 6’sinda (%30) siddetli
fibroblast proliferasyonu goriildii. D grubundaki 10 ratin 20 kulaginin tamaminda
(%100) zayif fibroblast proliferasyonu goriildi. E grubundaki 2 ratin 4 kulaginin,
2’sinde (%50) orta derecede, 2’sinde (%50) ise siddetli fibroblast proliferasyonu

gorildii.
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Fibroblast Proliferasyonu
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Sekil 20. Fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlarini gosteren grafik

Gruplar kendi aralarinda Dunn’in ¢oklu karsilagtirma testi ile karsilastirildi (Tablo 3,
Sekil 21). E grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin orani, B grubuna gore
anlamli oranda artmis olarak izlendi (p=0.0186). E grubunun fibroblast proliferasyon
derecelerinin orani, A grubuna gére anlamli oranda artmis olarak izlendi (p=0.0094). C
ve D gruplar fibroblast proliferasyonu derecelerinin oranlari agisindan kiyaslandiginda
C grubunun ortalama degerleri, D grubuna gore anlamli oranda artmig olarak izlendi
(p=0.0024). Gruplar arasinda en anlamli iliski D ve E grubu arasinda saptandi. E
grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlar1 D grubuna gore anlamli oranda

artmis olarak izlendi (p=0.0004).
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Tablo 3. Calisma gruplarmin fibroblast proliferasyonu agisindan istatiksel olarak

birbirleri ile karsilagtirilmasi

Dunn’in ¢oklu karsilagtirma testi Sira Ortalamasi Farki Diizeltilmis P Degeri
A-B -2 >0.9999
A-C -13.45 0.2489
A-D 8 >0.9999
A-E -33.75 0.0094 *
B-C -11.45 0.5620
B-D 10 0.9538
B-E -31.75 0.0186 *
C-D 21.45 0.0024 **
C-E -20.3 0.4463
D-E -41.75 0.0004 ***

Fibroblast Proliferasyonu  agrubu: Topikal 5F uygulanan grup

4 L B grubu: Topikal LEPTi N uygulanan grup
' C grubu: Topikal FOSFAT TAMPOMN COZELTiSI uygulanan grup
—aw = D grubu: intraperitoneal LEPTIN uygulanan grup

(%]

E grubu: Perforasyon sonrasi madde tathik edilmeyen grup (sham)

Proliferasyon derecelerinin
ortalamalan
—I- L]

A B c D E
Gruplar

Sekil 21. Fibroblast proliferasyon derecelerinin ortalama degerlerini gosteren grafik

Calisma gruplarinin fibroblast proliferasyon derecelerinin ortalama degerleri Tablo 4’te
verilmistir. Gruplardan; A grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin degerleri
1.222+0.4278 iken, B grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin degerleri
1.278+0.4609 idi. C grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin degerleri

30



1.8+0.8944, D grubunun fibroblast proliferasyon derecelerinin degerleri 1, E grubunun

fibroblast proliferasyon derecelerinin degerleri ise 2.5+0.5774 idi.

Tablo 4. Fibroblast proliferasyon derecelerinin ortalama degerleri

Gruplar A B C D E
Ornek Sayisi 18 18 20 20 4
Ortalama 1.222 1.278 1.8 1 2.5
Standart Sapma 0.4278 0.4609 0.8944 0 0.5774

Ortalamanin Standart
0.1008 0.1086 0.2 0 0.2887
Hatasi

4.3. Lokosit infiltrasyonu

Lokosit infiltrasyonu igin gruplar degerlendirildiginde (Sekil 22); A grubundaki 9 ratin
18 kulaginin, 15’inde (%83) zayif 16kosit infiltrasyonu goriiliirken, 3’tinde (%]17) orta
derecede lokosit infiltrasyonu goriildi. B grubundaki 9 ratin 18 kulagmm, 16’sinda
(%89) zayif 16kosit infiltrasyonu goriiliirken, 2’sinde (%11) orta derecede lokosit
infiltrasyonu goriildii. C grubundaki 10 ratin 20 kulaginin, 4’tinde (%25) zayif 16kosit
infiltrasyonu, 10’unda (%45) orta derecede 16kosit infiltrasyonu ve son olarak 6 kulakta
(%30) siddetli lokosit infiltrasyonu goriildi. D grubundaki 10 ratin 20 kulagmimn
tamaminda (%100) zayif 16kosit infiltrasyonu izlendi. E grubundaki 2 ratin 4 kulaginin
1’inde (%25) orta derecede 16kosit infiltrasyonu, 3’tinde (%75) siddetli 16kosit

infiltrasyonu gortildii.
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Lokosit inﬁltrasyonu
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Sekil 22. Lokosit infiltrasyon derecelerinin oranlarini gosteren grafik

Gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda (Tablo 5, Sekil 23); E grubunun 16kosit
infiltrasyon orani, A grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0019). C
grubunun 16kosit infiltrasyon orani, A grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi
(p=0.0006). C grubunun lokosit infiltrasyon orani, B grubuna gore anlamli olarak artmis
olarak izlendi (p=0.0002). E grubunun Idkosit infiltrasyon orani, B grubuna gore
anlaml olarak artmis olarak izlendi (p=0.0009). E grubunun 16kosit infiltrasyon orani,
D grubuna goére anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0001). C grubunun l6kosit

infiltrasyon orani, D grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi (p<0.0001).
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Tablo 5. Calisma gruplarinin 16kosit infiltrasyonu agisindan istatiksel olarak birbirleri

ile karsilagtirilmasi

Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi Sira Ortalamasi Farki Diizeltilmis P Degeri
A-B 1.972 >0.9999
A-C -24.31 0.0006 ***
A-D 5.917 >0.9999
A-E -38.58 0.0019 **
B-C -26.28 0.0002 ***
B-D 3.944 >0.9999
B-E -40.56 0.0009 ***
C-D 30.23 <0.0001 ****
C-E -14.28 >0.9999
D-E -44.5 0.0001 ***

Lokosit Infiltrasyonu A grubu: Topikal SF uygulanan grup

B grubu: Topikal LEPTiN uygulanan grup

C grubu: Topikal FOSFAT TAMPOMN COZELTiSi uygulanan grup

49 D grubu: intraperitoneal LEPTIM uygulanan grup

o E grubu: Perforasyon sonrasi madde tathik edilmeyen grup {sham)

Infiltrasyon derecelerinin
ortalamalan

Gruplar

Sekil 23. Lokosit infiltrasyon derecelerinin ortalama degerlerini gosteren grafik

Calisma gruplarmin 16kosit infiltrasyon derecelerinin ortalama degerleri Tablo 6’da
verilmistir. Gruplardan A grubunun 16kosit infiltrasyon oram1 1.167+0.3835, B

grubunun 16kosit infiltrasyon orant 1.111+0.3234, C grubunun 16kosit infiltrasyon orant
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2.05+0.7592 olarak bulundu. D grubunun 16kosit infiltrasyon orani 1 iken, E grubunun

16kosit infiltrasyon orani 2.75+0.5 olarak bulundu.

Tablo 6. Lokosit infiltrasyon derecelerinin ortalama degerleri

Gruplar A B C
Ornek Sayisi 18 18 20 20 4
Ortalama 1.167 1.111 2.05 1 2.75
Standart Sapma 0.3835 0.3234 0.7592 0 0.5
Ortalamanin
0.09039 0.07622 0.1698 0 0.25
Standart Hatas1

4.4. Neovaskiilarizasyon

Neovaskiilarizasyon derecelerinin oranlarinin gruplar arasinda karsilastirildiginda (Sekil
24), A grubundaki 9 ratin 18 kulagmin, 13’iinde (%72) zayif neovaskiilarizasyon
goriiliirken, 5’inde (%28) orta derecede neovaskiilarizasyon goriildii. B grubundaki 9
ratin 18 kulaginin, 14’tinde (%78) zayif neovaskiilarizasyon goriiliirken, 4’tinde (%22)
orta derecede neovaskiilarizasyon goriildii. C grubundaki 10 ratin 20 kulaginin, 6’sinda
(%30) zayif, 7’sinde (%35) orta derecede, son olarak 7 kulakta (%35) siddetli
neovaskiilarizasyon goriildii. D grubundaki 10 ratin 20 kulaginin 19’unda (%95) zayif,
I’inde (%5) orta derecede neovaskiilarizasyon goriildii. E grubundaki 2 ratin 4
kulaginin 1’inde (%25) orta derecede, 3’iinde (%75) siddetli neovaskiilarizasyon

goriildil.
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Sekil 24. Neovaskiilarizasyon derecelerinin oranlarint gosteren grafik

Gruplar birbirleri ile karsilastirlldiginda (Tablo 7, Sekil 25), C grubunun
neovaskiilarizasyon derecelerinin oran1 A grubuna gore istatistiksel agidan anlaml
olarak artmis olarak izlendi (p=0.0201). E grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin
orani, A grubuna gore anlamli olarak artmis olarak bulundu (p=0.0096). C grubunun
neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, B grubuna gore anlamli olarak artmis olarak
izlendi (p=0.0069). E grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, B grubuna gore
anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.005). E grubunun neovaskiilarizasyon
derecelerinin orani, D grubuna gore anlamli olarak artmis olarak izlendi (p=0.0005). C
grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin orani, D grubuna gore anlamli olarak artmis

olarak izlendi (p<0.0001).
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Tablo 7. Calisma gruplarinin neovaskiilarizasyon agisindan istatiksel olarak birbirleri

ile karsilagtirilmasi

Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi Sira Ortalamasi Farki Diizeltilmis P Degeri
A-B 1.944 >0.9999
A-C -19.68 0.0201 *
A-D 7.972 >0.9999
A-E -35.78 0.0096 **
B-C -21.62 0.0069 **
B-D 6.028 >0.9999
B-E -37.72 0.005 **
C-D 27.65 <0.0001 ****
C-E -16.1 >0.9999
D-E -43.75 0.0005 ***
Neovaskiilarizasyon

Agrubu: Topikal SF uygulanan grup

4 o B grubu: Topikal LEPTIN uygulanan grup

C grubu: Topikal FOSFAT TAMPOM COZELTIiSI uygulanan grup

D grubu: intraperitoneal LEPTIN uygulanan grup

E grubu: Perforasyon sonrasi madde tatbik edilmeyen grup (sham)

MNeovaskiilarizasyon derecelerinin
orialamalan

Gruplar

Sekil 25. Neovaskiilarizasyon derecelerinin ortalama degerlerini gosteren grafik

Tablo 8’de neovaskiilarizasyon derecelerinin ortalama degerleri, standart sapmalariyla
birlikte verilmistir. A grubunda neovaskiilarizasyon derecelerinin oran1 1.278+0.4609

iken, B grubunda 1.222+0.4278 olarak bulundu. C grubunda neovaskiilarizasyon
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derecelerinin orami 2.05+0.8256, D grubunda 1.05+0.2236, E grubunda ise 2.75+0.5
olarak bulundu.

Tablo 8. Neovaskiilarizasyon derecelerinin ortalama degerleri

Gruplar JAN B C D E
Ornek Sayisi 18 18 20 20 4
Ortalama 1.278 1.222 2.05 1.05 2.75
Standart Sapma 0.4609 0.4278 0.8256 0.2236 0.5
Ortalamanin 0.1086 0.1008 0.1846 0.05 0.25
Standart Hatas1

4.5. Timpanik Membran Kalinhklar

Gruplarin TM kalinliklarinin ortalama degerleri sirasiyla; A grubunda 15.39+5.359 pum
(10-26 um), B grubunda 14.39+5.863 um (9-29 um), C grubunda 14.45+5.463 pm (9-
27 um), D grubunda 12.05+1.986 um (9-15 um), E grubunda ise 14.75+0.5 pm (14-15
um) idi. Gruplarin TM kalinliklarinin ortalama degerleri birbirleri ile karsilagtirildiginda

anlaml1 bir fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 9. Timpanik membran kalinliklarinin ortalama degerleri

Gruplar A B C D E

Ornek Sayist 18 18 20 20 4
Ortalama 15.39 14.39 14.45 12.05 14.75
Standart Sapma 5.359 5.863 5.463 1.986 0.5
Ortalamanin 1.263 1.382 1.221 0.4441 0.25

Standart Hatas1
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5. TARTISMA

TM perforasyonlar1 sik goriilen bir saglik sorunu olmasina ragmen, Kklinik olarak
insidans1 net olarak bilinmemektedir. Enfeksiyon, c¢arpmalar, delici travmalar,
barotravmalar (hiperbarik oksijen tedavisi), akustik travmalar ve iatrojenik travmalar
(miringotomi ve ventilasyon tiipii takilmasi, kulak kanalindan serumenin temizlenmesi,
kulak lavaji) TM perforasyon nedenleri arasinda yer alir (2). Travmatik perforasyonlar
bliyiik oranda kendiliginden kapanirken; doku kaybi, enfeksiyon gibi faktorler

perforasyon devamliligina neden olarak kalici perforasyon olustururlar (3).

TM perforasyonu akut otitis medianin en sik goriilen sekelidir. Akut otitis medianin
slipiirasyon evresinde, timpanomastoid kavitede toplanan ve 6staki borusunun tikanmasi
ile drene olamayan effiizyonun etkisi ile TM kendiliginden delinir. Olusan
perforasyonlar genellikle zarin PT boliimiindedir ve kiigliktiir (10). Perforasyonlarin
cogunlugu kendiliginden kapanmakla beraber; yetersiz antibiyotik tedavisi, bagisiklik
sistemi bozukluklar1 gibi nedenlerle enfeksiyonun persistan hale gelmesiyle perforasyon
kalict olur. Bu durum akut enfeksiyon durumunun kronik bir siirece girmesine zemin
hazirlar. Kronik enfeksiyon siireci ise; isitme kaybi, kulak akintis1 ve daha bir¢ok
komplikasyonu beraberinde getirerek kisinin yasam kalitesini 6nemli derecede
etkilemektedir. TM perforasyonu deneysel ¢aligsmalarinda akut modeller yillarca perfore
kalan kronik otit vakalarinin tedavisini temsil etmediginden az kabul gdérmiis ve
caligmalarin seyrini kronik modeller iizerine yonlendirerek objektivite agisindan insan
kulaginin esas tedavisine 1s1k tutar hale getirilmeye calisilmistir. Hayvanlarda kronik
TM perforasyon modeli olusturmak amaciyla, ice katlama teknigi, termal hasar,
tekrarlayan miringotomiler, topikal kimyasal ajan uygulamalar1 ve topikal biiyiime
faktor inhibitor uygulamalari gibi yontemler kullanilmistir (79). Ratlarda travmatik TM
perforasyon iyilesmesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, TM’lar malleusun anterior ve
posterior kadranlarindan perfore edilerek travma sonrasi 3. giin 5 TM, 5. giin 5 TM, 7.
giin 5 TM, 10. giin 3 TM ve 14. giin 4 TM hematoksilen-eozin boyama sonrasi
histopatolojik olarak degerlendirilmis. TM perforasyon kapanmasinin 7-10 giin sonra
olustugu, tam iyilesmenin 14. giinde tamamlandig1 tespit edilmistir. Dis epitel
tabakasinin proliferasyonu malleus handle ve timpanik annulusa kadar uzanmis. TM

spontan iyilesmesinin, dis epitel tabakasindan baglayarak LP ve mukoza tabakasinin
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iyilesmesi ile devam ettigi bulunmustur (80). Literatiirdeki c¢alismalarda, kronik TM
perforasyonu olusturmak igin, hayvan TM’larinin santral bdlgelerinde termal koter
yardimu ile perforasyon olusturulmus. TM’lar 2 hafta boyunca gézlemlenmis ve 2 hafta
sonunda 3-5 mm c¢apinda perforasyon devamliligi saglanacak sekilde tekrar TM’lara
termal koter ile hasar uygulanmus. ikinci termal hasar uygulamasindan sonra 6. haftada
TM’lar muayene edilmis. Perforasyonu devam eden ve kuru kalan TM’lar kronik TM
perforasyonu modeli i¢in kabul edilmistir (81, 82). Calismamizda uygulama kolayligi
acisindan termal hasarla kronik TM perforasyon modeli olusturduk. Literatiirdeki TM
perforasyon iyilesme siireleri de goz Oniinde bulundurularak TM’lar PT kismindan
perfore edildikten sonra 5. ve 10. giinlerde perforasyon kenarlarina termal hasar
uygulanarak perforasyon devamliligi saglandi. Perforasyon kaliciligindan emin

olunduktan sonra 15. giinden itibaren ilag uygulamalarina baslandi.

Yara iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, remodeling (yeniden
sekillenme), kontraksiyon gibi evrelerden olusan kompleks bir olaydir (54). TM
perforasyon iyilesmesinde ise; epitelyal ¢ogalma, epitelyal migrasyon, fibroblastik
aktivite artis1, anjiogenezis ve doku remodeling gibi evreler goriliir (48). TM
perforasyon iyilesmesi calismalarinda objektif kriterlere gerek duyulmaktadir. Somers
ve ark. (83), santral TM perforasyonlu olgularda yaptiklar1 histopatolojik ¢alismalarda;
inflamasyon (%97), fibrozis (%97), timpanoskleroz (%80), epitelyal hiperplazi (%82),
epitelin ice dogru biiylimesi (%30), kulak zar1 kalinliginin artmasi (%73), epitelyum
inkliizyon kisti olusumu (%7) gibi bulgular saptamislardir. Calismamizda inflamasyon
varligt; 16kosit infiltrasyonu, fibroblast proliferasyonu gibi parametreler yardimi ile
histopatolojik olarak degerlendirilerken, Somers ve ark.’min raporladigi diger
parametreler degerlendirilmemistir. Wang ve ark.’nin (84) 50 erkek rat ile yaptig
calismada, 40 rata VT tatbik edilerek 14 giin boyunca IT mitomisin C ve deksametazon
uygulanmis ve kronik TM perforasyon modeli olusturulmus. 14., 17. giinler ve 3., 4., 6.,
8., 10. haftalarda sakrifiye edilereck TM’lar1 incelenmis. 5 rat normal TM grubuna dahil
edilmis ve ilk giin sakrifiye edilerek TM’lar1 incelenmis. 5 rat ise akut TM perforasyon
grubuna alinmis ve 3 giin sonra sakrifiye edilerek TM’lar1 incelenmis. Histolojik
muayenede, normal TM ve akut TM perforasyon gruplart karsilastirildiginda,

perforasyon kenarlarini g¢eviren kalinlasmis tabakali skuamoz epitelyum, keratin ve
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kolajen birikiminde belirgin artig, artmis makrofaj infiltrasyonu ve azalmis hiicresel
proliferasyon goriilmiis. Calismanin histolojik sonuclarina dayanarak, kronik TM
perforasyonlarinin progresif gelisimi, artan epidermal kalinlasma, kolajen ve keratin
birikmesi, makrofaj infiltrasyonu ve hiicresel proliferasyonun azalmasi ile iliskili
bulunmustur. Calismalarin 1s18inda; biz de c¢alismamizda rat TM perforasyon
iyilesmesini degerlendirmek i¢in, tim gruplardaki TM’lar1 subepitelyal kalinlik, 16kosit
infiltrasyonu, fibroblast proliferasyonu, neovaskiilarizasyon gibi histopatolojik
parametreler yoniinden inceledik. Histopatolojik olarak bu parametreler subjektif olarak
— (yok), + (zayif), ++ (orta), +++ (siddetli) olarak skorlandi. Topikal leptin verilen
grubun %83’linde zayif subepitelyal kalinlik derecesi goriiliirken, %17’sinde orta
derecede kalinlik goriildii. iP leptin grubunun ise tamaminda zayif subepitelal kalinlik
derecesi goriildii. IP ve/veya topikal leptin verilen gruplarda siddetli subepitelyal
kalinlik derecesi saptanmadi. Subepitelyal kalinlik derecelerinin oranlar1 agisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

TM perforasyonlar: isitme kaybi1 ve kronik enfeksiyon gibi nedenlerle hayat kalitesi
acisindan Onem arz etmektedir. TM perforasyonlarinin cerrahi tedavisi; ekonomik
nedenler, morbidite ve medikolegal problemler nedeniyle medikal tedavileri glindeme
getirmektedir. Bu nedenle insan {izerinde yara iyilesmesini artirict fitoterapi
uygulamalari, ototoksisite ve etik durumlar agisindan problem teskil edeceginden,
deneysel hayvan g¢alismalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Akut TM perforasyon olgularinda
poliklinik sartlarinda kagit ile yama maliyet-etkin sonuglar verebilmektedir (41). Fasya
lata, temporal kas fasyasi, otolog periost, otolog ven, yag gibi greftler de ™™
perforasyon cerrahi onariminda kullanilabilmektedir (40). Rekombinant deoksiribo-
niikleik asit (DNA) teknolojisindeki ilerlemelerle birlikte; perforasyon alanindaki
biiyiime faktorlerinin, migrasyonu ve hiicre proliferasyonunu saglayarak perforasyonun
kapanmasinda etkili olabilecekleri belirtilmistir (42, 43). Lou ve ark.’nin yaptigi
calismada (44), EGF ve bFGF’nin TM perforasyonunda rejenerasyon kapasitesi
tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Lee ve ark. (45), EGF ve EGFR gen salinimli
polietilenimin / kitosan yamalarmin; TM’m hiicre proliferasyonu, adezyonu ve

migrasyon kabiliyetini arttirdiklarin1 gostermislerdir.
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Santa Maria ve ark.’nin (85) yaptig1 ¢alismada, ratlarda TM perforasyonunda keratinosit
growth faktor-1 (KGF1), fibroblast growth faktér-2 (FGF2) ve FGF10 gibi biiyiime
faktorlerinin diizeylerini incelemisler. Perforasyondan 24-48 saat sonra orta kulak
mukozasinda FGF2 ve perforasyon c¢evresinde inflamatuar hiicreler goriilmeye
baglanmig. Calismada transkripsiyon faktorlerinin seviyesinde 3.-5. giinlerde pik
goriilmiis. Malleus ¢evresindeki keratinosit tabakasinda, travmadan 12 saat sonra
baslaylp perforasyon kapanincaya kadar devam eden FGF2 diizeyleri saptanmis.
Boylece FGF2’nin perforasyon kapanmasi i¢in keratinosit gog¢iinde 6nemli bir rolii
oldugu bulunmus. KGF1’in ise konnektif doku ve fibroblastta, travma sonrasi 12.saatte
ve 3. giinde pik yaptigi goriilmiis. Tim bu gelismeler; TM perforasyon onariminda,
bFGF, EGF, platelet derived growth faktér (PDGF), transforming growth faktor (TGF)
gibi bir¢ok biiylime faktoriiniin kullanilabileceginin zeminini hazirlamistir (46, 85).
Mondain ve ark.’nin (51) 7 eriskin ratla yaptigi ¢alismada, ratlarin bir kulaklari perfore
edildikten sonra intratimpanik (IT) olarak bFGF tatbiki yapilmis. Kars1 kulaklarina ise
kontrol grubu igin, plasebo olarak IT sodyum klorid ve benzalkonyum klorid verilmis.
Ratlar perforasyon sonrast 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerde sakrifiye edilerek temporal
bullalar1 ¢ikarilmis ve histolojik ¢alisma igin hazirlanmis. Tedavi edilen ve edilmeyen
grup arasinda TM iyilesmesinin histolojik bulgulari arasinda c¢arpict bir bulguya
rastlanmamis. Baslangi¢ olarak perforasyon kenarlarinda retraksiyon goriliirken,
sonrasinda epitelyal hiperplazi ve bag doku artisi goriilmiis. Bag dokusu iginde
neovaskiilarizasyon alanlart bulunmus. Perforasyon kapanmasi, kontrol grubunda 7.
giinde saptanirken, IT olarak bFGF verilen grupta kapanmanin muhtemelen 6. giinde
oldugu disiiniilmiis. Bizim ¢alismamizda topikal leptin verilen grubun %78’inde zayif
neovaskiilarizasyon goriiliirken, %22’sinde orta derecede neovaskiilarizasyon goriildii.
IP leptin verilen grubun %95’inde zayif, %5’inde orta derecede neovaskiilarizasyon
goriildii. Dolayis1 ile calismamizda, IP ve/veya topikal leptin grubunda diger
calismalardaki gibi neovaskiilarizasyon alanlar1 olmasina ragmen; topikal olarak fosfat
tampon ¢ozeltisi verilen grubun ve sham grubunun neovaskiilarizasyon derecelerinin
oranlari, topikal leptin ve IP leptin verilen grubun neovaskiilarizasyon oranlarindan
istatiksel olarak anlamli olarak artmis olarak izlendi (Tablo 7, Sekil 25).
Calismamizdaki bu bulgulara gore leptinin TM perforasyon iyilesmesinde

neovaskiilarizasyonu azalttigini sdyleyebiliriz.
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Dere ve ark. (86), 14 kobay ilizerinde travmatik TM perforasyonun bFGF etkisini
histolojik olarak degerlendirmisler. Birinci grupta perfore TM’lara lokal olarak ii¢ ayri
dozda bFGF wverilirken, ikinci grupta lokal olarak tek doz bFGF verilmis. Tim
hayvanlarin sol kulaklar1 kontrol grubu olarak belirlenmis. Isik mikroskopi ile
incelemede, calisma gruplarinda TM’lar daha kalin bulunmus ve epitelyal tabakalarda
hiperplazi mevcutmus. Boylece, bFGF nin epitelyal ve bag dokusunun iyilesme siirecini
arttirdigi ve bFGF’nin TM’1n atrofik sekilde iyilesmesine engel olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Eken ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada (87), topikal insiilin uygulaniminin akut
TM perforasyonu iizerindeki ekisi klinik olarak ve TM kalinlig1, fibroblastik reaksiyon,
neovaskiilarizasyon ve kollajenizasyonun histolojik olarak incelenmesi ile
degerlendirilmis. 24 saglikli kobayin her iki kulagina 2 mm ¢apinda perforasyon
olusturulduktan sonra giinliik sag kulaklarina topikal olarak insiilin, sol kulaklarina ise
topikal olarak saline soliisyonu uygulanmis. fla¢ uygulamalari tiim perforasyonlar
kapanana kadar devam etmis. Hayvanlar birinci, {igiincii, besinci ve yedinci giinlerde
otomikroskopi ile degerlendirilmis. Hayvanlar TM perforasyonundan sonra 3. ve 7.
giinde derin anestezi altinda dekapitasyonla sakrifiye edilmis ve histopatolojik
incelemede epitel ve mukozal tabakalar1 incelenmis. Parmaksi ¢ikintilar, LP'nin 6demi,
LP'nin neovaskiilarizasyonu, LP'nin fibroblastik aktivitesi, LP'da inflamatuar hiicre
varligi ve LP'min kollajenizasyon oranlari degerlendirilmis. Calisma grubunda; LP
fibroblastik reaksiyon pozitifligi ve LP kollajenizasyon pozitifligi kontrol grubundan
anlamli olarak yiiksek bulunmus. Kontrol grubu ve deney grubunda perforasyon
alaninda ve perfore olmayan TM bolgesinde ortalama TM kalinlik 6lgtimleri agisindan
anlaml bir fark bulunamamis. Bizim calismamizda da bu caligmaya benzer sekilde
gruplar TM kalinliklart agisindan karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05). Topikal insiilin tedavisinin, c¢esitli dozlarda ve zaman
araliklarinda denendiginde, perforasyon sekeli olan atrofik membranin tedavisinde daha
faydali olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu calismalardaki bulgularin aksine
calismamizda gruplar arasinda subepitelyal kalinlik derecelerinin oranlar1 agisindan
anlaml farklilik izlenmedi (p>0.05). Sham grubunun fibroblast proliferasyon oranlari
ise topikal leptin verilen gruba gore anlamli olarak artmis izlendi. Ancak topikal olarak
fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grubun ve sham grubunun fibroblast proliferasyon

derecelerinin oranlar1 IP leptin verilen gruba gdére anlamli olarak artmis bulundu.
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Leptinin sistemik kullanimi, sham ve topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen
gruba gore TM perforasyon iyilesmesinde fibroblast proliferasyonunu olumsuz
etkilemektedir. Leptinin topikal kullanimi ise sham grubuna gére TM perforasyon
tyilesmesinde fibroblast proliferasyonunu olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle ¢alisma
verilerine dayanarak leptinin TM’in atrofik iyilesmesine engel olmasi konusunda
subepitelyal kalinlik agisindan net bir kamya varillamayacaktir. Fibroblast
proliferasyonu agisindan leptinin sistemik ve topikal kullanmi sham grubuna gore

perforasyon sonrasi atrofik membran olusumunda faydali bir etkisi gériilmemistir.

Lou ve ark.’nin (88) yaptig1 calismada; yiiksek dozda EGF’nin siirekli uygulanmasinin,
kollajen sentezini, fibroblast ve kollajen katabolizmasi ile inhibe ettigi ve bdylece
perforasyon kapanma siiresini arttirdigi bildirilmistir. Diger yandan hafif nemli bir
ortamin; graniilasyon dokusu proliferasyonunu kolaylastirdigin1 ve yara iyilesmesini
hizlandirdigin1 bulmuslar. Islak bir ortamin, yara ¢evresinde maserasyon olusmasina ve
iyilesme siirecinin bozulmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Travmatik TM
perforasyonlari igin en iyi tedavinin, perforasyon kenarinda hafif nemli bir ortam
olusturacak kadar miktarda giinlik EGF uygulamasi oldugunu 6ngérmiislerdir. Daha
once TM perforasyonunda leptin ile yapilan herhangibir c¢alisma olmadigindan,
calismamizda leptin dozu, literatiirdeki ratlarda cilt {izerinde olusturulan yara
modelindeki topikal uygulanan leptin dozu baz alinarak belirlenmistir. Bu dozun TM’da
maserasyon olusturacak kadar islak bir ortama neden olup, perforasyon kapanmasinda

gecikmeye neden olup olmamasi konusunda net bir bilgimiz mevcut degildir.

Ayrica yara iyilesmesinde etkileri bulunan ajanlarin TM perforasyon onariminda da
etkili olabilecegi disiiniilmiis. Platelet zengin plazma, heparin, hyaluronik asit,
hypericum perforatum gibi ajanlar deneysel ¢alismalarda, TM perforasyon onariminda

non-invaziv tedavi modaliteleri olarak denenmistir (43, 81, 82).

Erkilet ve ark.’nin (89) ¢alismasinda, platelet zengin plazmanin perfore rat TM’larina
lokal olarak uygulanmasinin iyilesme siiresi ve histopatolojik sonuglar agisindan etkisini
arastirmak amaglanmis. 44 ratin, 88 kulaginin TM’lar1 standart 3 mm boyutunda perfore
edilmis. Sag TM’larma platelet agisindan zengin plazma uygulanmis. Sol TM’lar

spontan iyilesmeye birakilmis. 44 rat, 20 ve 24 rattan olusan iki gruba ayrilmis. Grup
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1’de 20 ratin TM’larinin giinliik otomikroskopik muayeneleri yapilmis. Grup 2’deki 24
rat, 6’sar rattan olusan 4 gruba ayrilmis ve histopatolojik inceleme i¢in 3., 7., 14. ve 28.
giinlerde sakrifiye edilmis. Birinci grupta platelet zengin plazma verilen TM’larin
perforasyon iyilesme siiresi, spontan iyilesmeye birakilan TM’larin iyilesme siiresine
gore istatiksel acidan anlamli olarak diisiik izlenmis. Histopatolojik inceleme igin
ayrilan grup 2’de ise tek basina ve gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli bir farklilik
bulunmamis. Bu bulgular 1s18inda platelet zengin plazmanin TM perforasyon
tyilesmesini hizlandirmada etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda tiim
gruplarin TM’lar1 perfore edilip kronik TM perforasyon modeli olusturulduktan sonra
15. gilin ilag uygulamalarina gegildi ve perforasyonun kapanip kapanmadigi 35. giin
calisma bitiminde otoendoskopla klinik olarak muayene edildi. Topikal olarak fosfat
tampon ¢oOzeltisi verilen gruptan ve sham grubundan birer TM haricinde tim TM
perforasyonlarinin kapandigi goriildii. Calismamizda ila¢ uygulamasindan calisma
bitimine kadar olan donemde klinik muayene yapilmadi. Gruplardaki TM
perforasyonlarinin ne zaman iyilestigini bilmedigimiz i¢in; ¢alismamizda perforasyon

iyilesme siiresi hakkinda net bir bilgi ortaya konulamamaistir.

Yasar ve ark.’min (90) yaptigi deneysel rat ¢alismasinda, hypericum perforatumun
topikal kullanimimin TM perforasyon kapanmasindaki rolii arastirilmis. 30 disi rat 3
gruba ayrilmis. Tiim ratlarin TM’lar1 perfore edildikten sonra, birinci grubun TM’laria
topikal zeytin yagi, ikinci grubun TM’larina topikal hypericum perforatum ekstresi
uygulanmis. Ugiincii grubun TM’lar1 ise spontan iyilesmeye birakilmis. Histopatolojik
muayenede; 7., 14., 21. giinlerde her gruptan tiger ratin TM’1 incelenmek tiizere, tim
gruplarin temporal bullalart c¢ikarilarak, 16kosit infiltrasyonu, subepitelyal kalinlik,
neovaskiilarizasyon, fibroblast proliferasyonu acisindan degerlendirilmis. Spontan
iyilesmeye  birakilan  grupla hypericum  perforatum grubu birbirleri ile
karsilastirildiginda, hypericum perforatum grubu TM’in yara iyilesmesinde daha etkili
oldugu bulunmus. Calismamizda rat TM kronik perforasyon iyilesmesini
degerlendirmek igin; histopatolojik olarak TM’lari, 16kosit infiltrasyonu, subepitelyal
kalinlik, neovaskiilarizasyon, fibroblast proliferasyonu gibi parametreler yoniinden

inceledik. Bu ¢alismadan farkli olarak ¢alismamizda, IP ve/veya topikal leptin verilen
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grubun spontan iyilesmeye birakilan gruba goére rat TM kronik perforasyon iyilesmesini

olumsuz etkiledigini bulduk.

Bu caligmada, yara iyilesmesi ve anjiogenezi arttirici etkilerinden yola ¢ikarak leptinin
topikal uygulanominin  TM  perforasyon iyilesmesine etkisinin  arastirilmasi
amaclanmistir. Literatiirde, leptinin rat TM kronik perforasyonundaki etkisinin

degerlendirildigi ilk ¢aligma olmasi nedeniyle, calismamiz ayr1 bir 6nem kazanmaktadir.

Viicut agirligini kontrol etmekle gorevli leptin, 145-146 aminoasit uzunlugunda ve 16
k-Da agirhigindadir. Yap1 olarak sitokinlere benzer (58, 60). Ghrelin ile antagonistik
calisan bu hormon, hipotalamustaki Y ndronlar1 aracilifiyla feedback mekanizmalar ile
kontrol edilir (62). Noroendokrin sistemin ve metabolizmanin diizenlenmesi, puberte,
tireme, hematopoez, immiinite, gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi, sempatik
sinir sistemi aktivasyonu, anjiogenez ve osteogenezis, hafiza tizerinde ¢ok 6nemli rolleri
oldugu saptanmistir (67-76). Leptin defekti (ob/ob) veya leptin reseptor defekti (db/db)
olan farelerde; makrofaj fonksiyonlarinda, viral ve bakteriyel enfeksiyona yanitta
azalma goriilir. Bu da leptinin 0Ozellikle hiicresel immunitede rolii oldugunu
gostermektedir. Makrofaj aktivitesini arttirarak fagositozu giiclendirir. Pro ve anti-
inflamatuvar sitokin salinimini uyarir. Immun sisteme olan bu etkilerinden dolay1 yara
iyilesmesinde de etkili oldugu diisiiniilmistiir (72, 77). Leptinin yara iyilesme siiresini

kisalttig1 ve anjiogenezi attirdigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Tadokoro ve ark.’nin (91) yaptigi ¢alismada, Ob-R geni insan ve fare derisinin
epidermal hiicelerinden eksprese edilmis. Leptinin topikal uygulamasinin yara
tyilesmesini 6nemli 6l¢iide arttirdigl saptanmis. Histolojik analizlerde, leptin ile tedavi
edilen grubun dermal bag dokularinda daha fazla kan damar1 oldugu bulunmus. Topikal
uygulanan leptinin; epidermal keratinositlerin proliferasyonunu, farklilasmasini,
fonksiyonunu ve migrasyonunu hizlandirdigr ve yara etrafinda anjiogenezi arttiric
etkisiyle deride yara iyilesmesini destekledigi kanitlanmistir. Stallmeyer ve ark. (92),
leptin eksikligi olan ob/ob genli farelerde, eksojen verilen leptinin reepitelizasyon
stireglerini gelistirdigini gostermigler. Ayrica JAK-STAT kaskadinin aktivasyonunun
yani sira, leptinin de primer keratinositlerde hiicre disi diizenlenen kinaz kontrollii

sinyal yolaklarin1 aktive ettigini bildirmislerdir. Frank ve ark.’nin (93) kiitan6z yara
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iyilesmesinde leptinin fonksiyonunu belirlemek i¢in yaptig1 ¢alismada, leptin eksikligi
olan ob/ob farelerde eksizyonel olarak olusturulan yara modelinde sistemik ve topikal
olarak leptin kullanilmis. IP leptin verilen ob/ob fareler, PBS ile tedavi edilen kontrol
grubu fareleri karsilastirildiginda; iP leptin grubunda yara iyilesme siirecinde belirgin
artis gozlemlenmis. Leptin ile tedavi edilen ob/ob farelerdeki yaralar 13 giin iginde
tamamen yeniden epitelize olurken, PBS ile tedavi edilen kontrol grubunda 13. giinde
yara tlizerinde kabuk kapli oldugu ve epitelizasyonun tamamlanmadiglr goriilmiistiir.
Calismamizda topikal olarak SF verilen grup, topikal leptin grubu, topikal olarak fosfat
tampon ¢ozeltisi verilen grup, IP leptin grubu ve sham grubu olmak iizere toplam 5 grup
vardir. Burada kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi, leptinin ¢dziinmesinde kullanilan bir
sollisyon olup Frank ve ark.’nin ¢alismasina benzer sekilde calismamizda da leptinin
topikal ve sistemik kullanimi topikal fosfat tampon c¢ozeltisi verilen grupla
karsilagtirillmistir. Topikal leptin ve topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grupta
fibroblast proliferasyonu ve subepitelyal kalinlik agisindan anlamli bir fark gézlenmedi.
Ancak topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grubun fibroblast proliferasyon
derecelerinin oranlar1 IP leptin verilen gruba gore anlamli olarak artmis bulundu.
Topikal olarak fosfat tampon c¢ozeltisi verilen grubun I6kosit infiltrasyon ve
neovaskiilarizasyon derecelerinin oranlari, topikal ve/veya IP leptin verilen grubun

oranlarina gore anlamli 6lgiide artmis olarak izlendi.

Ring ve ark. (94) diabetik ob/ob farelerde, sistemik ve topikal uygulanan leptinin,
derideki reseptorleri ile dogrudan etkileserek yara onarimii hizlandirdigr bulmuslar.
Leptinin anjiogenezi 6nemli dlgiide uyarmadigini gostermislerdir. Calismamizda IP ve
topikal leptin verilen rat TM’larinda subepitelyal kalinlik, I6kosit infiltrasyonu,
fibroblast proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon acgisindan istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi. Bu da leptinin TM perforasyon iyilesmesinde sistemik veya topikal
uygulaniminin birbirine Gstiinligi bulunamadigini géstermektedir. Ancak topikal fosfat
tampon c¢ozeltisi verilen grup ve sham grubunun neovaskiilarizasyon ve lokosit
infiltrasyon derecelerinin oranlari topikal ve/veya IP leptin grubundan anlamli olarak
artmis bulundugundan; calismamiz verileri de Ring ve ark.’nin anjiogenez verilerini
desteklemektedir. Calismamizda leptinin anjiogenezi olumsuz yonde etkiledigi

bulunmustur.
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Murad ve ark.’nmin (78) yaptigi c¢alismada, cilt insizyonu ile olusturulan yara
bolgesindeki hiicrelerin, yaralanmadan kisa bir siire sonra leptin sentezinde yer aldiklari
ve leptin liretiminin yara bdlgesindeki tiim iyilesme silireci boyunca devam ettigini
gostermisler. Boylece diger calismalarda belirtildigi lizere bu c¢alismada da; leptin
eksikligi olan (ob/ob) veya leptin reseptor defekti (db/db) olan farelerde, siddetli
iyilesme bozuklugu oldugu ve leptin eksikligi olan (ob/ob) farelerde topikal leptin
tedavisi ile bu defektin tersine gevrilebilecegi gosterilmis. Ayrica leptin geninin hipoksi
ile indiiklenebilen karakterinden dolay1, yara yatagi gibi hipoksik ve iskemik dokularda
upregiilasyon mekanizmasmin aktive oldugu ve yara iyilesmesine eslik eden
neovaskiilarizasyonu arttiran leptinin proanjiogenik aktivitesinin oldugu gosterilmistir.
Calisma sonuglari, normal yara onariminin hem lokal leptin {iretimini (lokal hipoksiye
cevap olarak indiiklenen), hem de yara bolgesindeki fonksiyonel olarak saglam bir
leptin sinyalizasyon sistemi gerektirdigini gostermistir. Bizim c¢aligmamizda; bu
calismada gosterilen leptinin proanjiogenik aktivitesinin tersine, topikal ve/veya IP
leptin verilen grubun anjiogenezi olumsuz etkiledigi saptandi. Leptinin TM diizeyindeki
sinyalizasyon mekanizmasi hakkinda net bir bilgiye sahip olunamamasi nedeniyle,
leptinin bu ¢alismada TM perforasyon iyilesmesinde anjiogenezi olumsuz etkilemesinin

nedenleri tam olarak ortaya konulamamustir.

Calismamizin kisithiliklarina baktigimizda;

v" Leptin transportunda soguk zincir kurallarina azami 6l¢tide uyulmasi ve ilacin
uygulanan dokuda uzun siire bekletilmesi gibi konulara dikkat edilmesi
gerekmektedir. Calismamizda her ne kadar soguk zincir kurallarina uyulmaya
caligilsa da, leptinin ilk uygulanim zamaninda fosfat tampon ¢o6zeltisi ile
¢oziildiikten sonra, ilerleyen doz verilme zamanlarinda kullanim i¢in ¢ikarilmasi
soguk zincirin bozulmasiyla ilacin etkinliginin azalmasina neden olmus olabilir.

v’ Literatiirdeki  c¢alismalarda murine rekombinant leptin  kullanilirken,
calisgmamizda human rekombinant leptin kullanilmasi dolayisiyla leptinin
ratlardaki etkinligi net olarak gosterilememis olabilir.

v’ Calismanin baslangig¢ ve bitis tarihleri arasinda klinik muayene yapilmadigi igin
bu calismada perforasyon iyilesme siireleri agisindan net bir bilgi elde

edinilememistir.

47



6. SONUCLAR

Toplam 42 adet yetiskin disi rat (84 kulak), A, B, C, D ve E gruplar1 olmak iizere
randomize 5 gruba ayrildi. A grubunda topikal olarak SF, B grubuna topikal leptin, C
grubuna topikal olarak fosfat tampon ¢dzeltisi, D grubuna IP leptin verildi. E grubu ise
sham grubu olarak belirlendi ve perforasyon sonrasi madde tatbik edilmedi. Deney
asamasinda 1. gilinde anestezi sonrasinda A ve B grubundan birer hayvanda kayip
yasandi. Calisma toplam 40 rat (80 kulak) ile tamamlandi. Gruplar ¢alisma sonunda 35.
giin otoendoskop ile Kklinik olarak muayene edildi. Muayene edilen ratlar sakrifiye
edilerek TM’lar1 histopatolojik olarak subepitelyal kalinlik, fibroblast proliferasyonu,

16kosit infiltrasyonu, neovaskiilarizasyon gibi parametreler agisindan degerlendirildi.

1. Calismamiz leptinin rat TM kronik perforasyondaki etkisinin degerlendirilmesi

dolayisiyla literatiirdeki ilk calisma olma 6zelligini tagimaktadir.

2. Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak topikal ve sistemik leptin uygulanimi

arasinda TM perforasyon iyilesmesi agisindan anlamli bir fark bulunamadi.

3. Calisma bitiminde otoendoskopla yapilan klinik muayenede topikal olarak fosfat
tampon ¢ozeltisi ve sham grubundan birer TM haricindeki tim TM perforasyonlarinin

kapandig1 gozlendi.

4. Bu caligmada gruplar birbirleri ile karsilagtirildiginda, gruplar arasinda subepitelyal
kalinlik ve TM kalinlilar1 agisindan anlamli bir farklilik bulunamadi. Calismamiza gore
leptinin TM perforasyon iyilesmesinde, subepitelyal kalinlik ve TM kalinlilar1 {izerinde

olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisi saptanmamustir.

5. Calismada; topikal leptin ve topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grupta
fibroblast proliferasyonu agisindan anlamli bir fark goézlenmedi. Sham grubunun
fibroblast proliferasyon oranlar1 topikal leptin verilen gruba gore anlamli olarak artmis
izlendi. Ancak topikal olarak fosfat tampon ¢6zeltisi verilen grubun ve sham grubunun
fibroblast proliferasyon derecelerinin oranlart IP leptin verilen gruba gore anlamli
olarak artmis bulundu. Leptinin sistemik kullanimi, sham ve topikal olarak fosfat

tampon ¢ozeltisi verilen gruba gére TM perforasyon iyilesmesinde fibroblast
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proliferasyonunu olumsuz etkilemektedir. Leptinin topikal kullanim1 ise sham grubuna

gore TM perforasyon iyilesmesinde fibroblast proliferasyonunu olumsuz etkilemektedir.

6. Calismamizda topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grup ve sham grubunun
16kosit infiltrasyon derecelerinin oranlari, topikal ve/veya IP leptin verilen grubun
oranlarina gore anlamli Ol¢lide artmis olarak izlendi. Bu da, leptinin TM perforasyon

Iyilesmesinde 16kosit infiltrasyonu {izerinde olumsuz etkileri oldugunu gostermektedir.

7. Calismamizda topikal olarak fosfat tampon ¢ozeltisi verilen grup ve sham grubunun
neovaskiilarizasyon derecelerinin oranlari, topikal ve/veya IP leptin verilen grubun
oranlarina gore anlamli dlglide artmig olarak izlendi. Bu da literatiirde genel olarak
belirtilenlerin tersine; leptinin TM perforasyon iyilesmesinde anjiogenez tiizerinde

olumsuz etkileri oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak; leptinin sistemik ve/veya topikal kullanimi rat TM kronik perforasyon

iyilesmesini olumsuz etkilemektedir.
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