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RESIM LISTESIi

Resim-1 X20 buyutmede 15 mikronmetre kalinliginda epitel
Resim-2 X10 buyutmede 128 mikronmetre kalinliginda epitel
Resim-3 X20 buyutmede %9 Ki-67 boyama

Resim-4 X10 buyutmede %54 Ki-67 boyama

Resim-5 X10 buyutmede CD-31 ile boyanmis mikrodamar yapilari
Resim-6 X20 bluyutmede kaspaz-3 ile negatif boyanma

Resim-7 X20 buyltmede yodun kaspaz-3 ile pozitif boyanma



KISALTMALAR

AAH: Attikoantral hastalik

ADKM: Arka duvar korunmug mastoidektomi
ADIM: Arka duvar indirilmis mastoidektomi
AK: Austin Kartush

HE: Hematoksilen eozin

KD: Kemik defekti

KS: Kemik Skoru

LSSK: Lateral semisirkuler kanal

MAK: Maksimum

MiN: Minimum

MM: Metalloproteinaz

OKRI: Orta kulak risk indeksi

ORT: Ortalama

SK: Sitokeratin

SS: Standart sapma

TTH: Tubotimpanik hastalik



1. OZET

PEDIATRIK VE ERISKIN HASTALARDA KOLESTEATOM AKTIVITESININ
PROLIFERASYON, ANJIOGENEZ VE APOPTOZ MARKIRLARI iLE
DEGERLENDIRILMESI

Mustafa Aslier
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakdltesi

Kulak Burun Bogaz Anabilim Dall

Amag
Bu calismada pediatrik ve erigkin hastalarda kolesteatomun biyolojik aktivitesi,

Klinik 6zellikleri ile karsilastirilarak arastirildi.

Yontem

Cahsmaya 1993-2013 yillari arasinda kolesteatomlu otitis media nedeniyle
mastoidektomi uygulanmigs 61 hasta dahil edildi. Hastalarin klinik ve cerrahi
Ozellikleri, takip sureleri ve kolesteatom niksleri hasta dosyalari incelenerek
belirlendi. Histopatolojik incelemeler, hastalardan cerrahi sirasinda alinmig ve parafin
bloklarinda arsivlenmis dokulardan hazirlanan yeni kesitler Uzerinde vyapildi.
Kolesteatomun Kklinik aktivitesi ‘Orta Kulak Risk indeksi’ (OKRI), ‘Austin-Kartush
Siniflamas’’ (AK) ve niUks oranlari ile degerlendirildi. Kemik erozyonunu
degerlendirmek icin orta kulak kemikgikleri, tegmen, fasiyal kanal ve lateral
semisirkiler kanalda (LSSK) gelismis kemik defektlerini iceren ‘Kemik Skoru’ (KS)
olusturuldu. Kolesteatomun biyolojik aktivitesini degerlendirmek icin epitel kalinhg,

Ki-67, kaspaz-3 ve CD-31 immunohistokimyasal boyamalari yapildi.

Bulgular

Calismaya 25 pediatrik ve 36 erigkin toplam 61 hasta dahil edildi. Ortalama
takip suresi 27,2 ay saptandi. Ortalama %27,9 niks gelisimi izlendi. Pediatrik grupta
%44 ve erigkin grupta %16,7 oraninda nuks kolesteatom tespit edildi (p:0.019).

OKRI, AK ve KS erigkin grupta daha fazla saptanmasina karsin bu farklar istatistiksel



olarak anlamli bulunmadi. Histopatolojik veriler incelendiginde epitel kalinligi ve Ki-67
erigkin, CD-31 ise pediatrik hasta grubunda istatistiksel ag¢idan anlamli sekilde
yuksek saptandi (sirasiyla p:0.009, p:0.01 ve p:0.037). Korelasyon analizlerinde
OKRI, AK ve KS'lerinin birbirleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon elde edildi
(herbiri icin p:0,001). Histopatolojik veriler kargilastirildiklarinda sadece Ki-67 ve
epitel kalinlig1 arasinda pozitif anlamh korelasyon elde edildi.

Sonug

Kolesteatom nuksu pediatrik hastalarda ve kolesteatomun hiperproliferatif
Ozelligi erigkin hastalarda daha belirgin saptandi. Bu bulgular pediatrik hastalarda
kolesteatomun agresif seyrinin histopatolojik 6zelliklerden kaynaklandigi goértsunu

desteklememektedir.

Anahtar kelimeler: Kolesteatom, imminohistokimya, Kaspaz-3, CD-31, Ki-67,
Mastoid, Pediatrik, Eriskin, Cerrahi



2. SUMMARY

ASSESMENT OF CHOLEASTEATOMA ACTIVITY WITH PROLIFERATION,
ANGIOGENESIS AND APOPTOSIS MARKERS IN PEDIATRIC AND ADULT
PATIENTS

Dr. Mustafa Aslier

Dokuz Eylul University Department of Otolaryngology

Aim
In this study, biological activity of choleasteatoma was investigated in pediatric
and adult patients by comparing their clinical characteristics.

Methods

Sixty one patients who underwent mastoidectomy due to chronic otitis media
with cholesteatoma between 1993-2013 were included. The data of clinical and
surgical characteristics, follow-up durations and recidivism rates were collected from
medical records of the patients. Histopathological examinations were performed on
new sections which were taken during surgery and prepared from archived tissues in
paraffin blocks. Clinical activity of choleasteatoma was evaluated by Middle Ear Risk
Index (MERI), Austin-Kartush Classification (AK) and recidivism rates. A scoring
system called ‘Bone Score’ (BS) which include bone defects in the middle ear
ossicles, tegmen, facial canal and the lateral semicircular canal (LSSC) was
developed to estimate bony erosion. In order to evaluate biological activity of
choleasteatoma; immunohistochemical staining for epithelial thickness, Ki-67,

caspase-3 and CD-31 was performed.

Results

A total of 61 patients, 25 pediatric and 36 adult, were included in the current
study. Mean follow up was 27.2 months. The overall rate of recidivism was 27,9%.
The recidivism rates were 44% and 16.7% in pediatric and adult patients respectively
(p:0.019). Even though MERI, AK and BS found to be higher among adult patients,



this difference did not indicate any statistical significance. Epithelial thickness and Ki-
67 percentage were higher in adult patients, whereas staining for CD 31 was higher
in pediatric patients (p:0.009, p:0.01 and p:0.037 respectively). Correlation analysis
showed significant positive correlation within MERI, AK classification and BS (p:0.001
for each of them). Positive significant correlation was noted only between Ki-67
percentage and epithelial thickness when histopathological data were compared
(p:0.001).

Conclusion

Despite the fact that we observed recidivism rate of choleasteatoma more
common in pediatric patients, hyperproliferative characteristic of choleasteatoma was
more presented in adult patients. These findings do not support the idea that
aggressive clinical course of choleasteatoma is a result of its histopathological
characteristics in pediatric patients.

Key Words: Adult, Cholesteatoma, Caspase-3, CD-31, Immunohistochemistry, Ki-
67, Mastoid, Pediatric, Surgery



3. GIRIiS VE AMAC

Kolesteatom temporal kemigin havali bosgluklari icerisinde skuamoz hucrel
epitelden gelisen, yogun keratin debrisleri iceren, benign fakat lokal destruktif 6zelligi
nedeniyle ©6nemli bir kulak burun bodaz hastahgidir. Patogenezinden epitel
dokusunda artmis proliferasyon ve keratin Gretimi sorumludur . Bu siireg
enflamatuar yaniti tetikler. Sonug¢ olarak artan sitokin ve enzim diuzeyleri kemik
erozyonuna sebep olur “?. Kolesteatomun klinik 6neminden sorumlu mekanizma da
bu kemik destriksiyonudur.

Kolesteatom pediatrik hastalarda daha agresif bir seyir gostermekle birlikte niks
oranlari da yine pediatrik popilasyonda daha fazladir . Kolesteatomun aktivitesini
hastaligin biyolojik aktivitesi ile iligkilendirmis birgcok ¢alisma yapilmis ve bu konuda
farkh gorusler olusmustur. Kimi yazarlar pediatrik hastalarda kolesteatomun biyolojik
aktivitesinin niks ve komplikasyon oranlarini artirabilecegini vurgulamakta fakat bir
kisim yazar ise biyolojik aktiviteden ¢ok hastalik suresinin 6nemli bir risk
olusturduguna inanmaktadir ©.

Bu calismada pediatrik ve eriskin hastalardan olusan populasyonda
kolesteatomun klinik ve biyolojik aktivitesi incelendi. Kolesteatomlu kronik otit
nedeniyle mastoidektomi uygulanmis ve en az 6 ay sire ile takip edilmis hastalarin
klinik Ozelliklerine dosyalarindan ulasildi. Hastalarin cinsiyetleri, yaslari, hastalik
tipleri [Attikoantral hastalik (AAH) ya da tubotimpanik hastalik (TTH)] ve cerrahi
Ozellikleri [Arka duvar korunmus mastoidektomi (ADKM) ya da arka duvar indirilmis
mastoidektomi (ADIM)], orta kulak kemikgiklerinin durumu, fasiyal kanal, tegmen ve
lateral semisirkiler kanal defektleri belirlendi. Kolesteatomun klinik aktivitesini
gbstermek Uzere tim hastalarin OKRI, AK, kemikcik erozyonunun durumunu
skorlayan KS ve niUks durumlari saptandi. Hastalarin operasyonlari sirasinda
histopatolojik inceleme amagli alinan érnekler Uzerinde yapilan immunohistokimyasal
boyamalar ile biyolojik aktiviteleri incelendi. Kolesteatom matriksinde proliferasyon
icin epitel kalinligi ve Ki-67, apoptoz icin kaspaz-3 ve perimatriksinde anjiogenez icin
CD-31 immunomarkirlari kullanildi. Pediatrik ve eriskin hastalarda klinik skorlar ile
histopatolojik 6zellikler karsilastirildi. Ayrica klinik ve histopatolojik verilerin kendi

iclerinde ve birbirleri ile korelasyonlari degerlendirildi.
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4. GENEL BILGILER

Kolesteatom temporal kemigin havali hucreleri igerisinde, skuamo6z hicreli
epitelden gelisen ve merkezinde keratin debrisler iceren epidermal inkliizyon kistidir.
ilk kez 1829 yilinda Cruvelhhier tarafindan makroskopik goérinimi nedeniyle
temporal kemigin ‘inci Timérl’ olarak tanimlanmis ve 1838 yilinda Miiller tarafindan
kolesterin ve yag icerdigi dusunulerek ‘Kolesteatom’ ismi verilmigtir. Modern tanimi ile
kolesteatom temporal kemigin havali hicreleri igerisinde, keratinize skuamoz hucrel
epitelden gelismis keratin kiimesidir ).

Histopatolojik 6zellikleri ile benign bir kitle olmasina karsin ¢evre kemik dokuda
olusturdugu yogun enflamasyon ve kemik erozyonu nedeniyle énemli bir hastaliktir.
Temporal kemik igerisinde gelisen havalanma bozuklugu ve hipoksinin tetikledigi
epitel proliferasyonu kisir bir dongu seklinde artarak devam eder. Kolesteatom
matriksinde gelisen proliferasyon sonucunda artan keratin debris ¢evre yumusak
dokuda kronik enflamasyona sebep olur. Enflamasyon sonucu ortamda artan sitokin

(2.3)

ve osteolitik enzimler kemik erozyonundan sorumludur Kolesteatomun klinik

seyri hemen her hastada farkli olmakla birlikte 6zellikle pediatrik yas grubunda seyri

daha agresiftir ve niks oranlari fazla saptanmistir *°

. Pediatrik hasta grubunda
klinigin daha agir olmasini hastaligin biyolojik olarak daha aktif olmasina baglayan
caligsmalar yaninda biyolojik olarak fark olmadigi sonucuna ulagan calismalar da
mevcuttur ©.

Lim ve Saunders kolesteatomun histopatolojik ézelliklerini belirlemiglerdir. Bazal
membranin Uzerinde epitel hlcrelerinden olusan matriks tabakasi bulunur. Matriks
stratum bazale, stratum spinozum, stratum granilozum ve stratum korneumdan
olusmaktadir . Bazal tabakada germinatif hiicreler bulunur ve bu hiicrelerden
baglayan ve supra bazal tabakalarda apoptoz ile sonlanan hiicre déngusiu epitel
kalinligini  degistirebilir. Proliferasyon fazla ise epitel hicreleri matirasyonunu
tamamlamadan suprabazal tabakalara ilerleyecek ve bu sayede matriksin selller
tabakasinin kalinligi artacaktir. Proliferasyon ve diferansiyasyonun son asamasinda
epitel htcreleri perifere ilerledikce sitoplazmalarinda keratin kiimeleri olusur ve
stratum kornium tabakasinda sadece aseliller keratin topluluklari izlenir. Matriksin

disinda ise enflamatuar hicrelerden zengin bag dokusu karakterinde perimatriks
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olarak adlandirilan tabaka bulunur ). Perimatrikste var olan enflamasyon &zellikle
kemik erozyonundan sorumlu tutulmaktadir.

Kolesteatom epiteli Uzerinde yapilan ¢alismalarda proliferatif streci aydinlatmak
icin blyume faktorleri Uzerinde durulmus ve bu c¢alismalarin bir kisminda
proliferasyonun immunomarkiri olarak Ki-67 antijeni kullaniimigtir. Ki-67 ribozomal
RNA transkripsiyonundan sorumlu bir nukleer proteindir. Hiicre siklusunun G1, S, G2
ve M fazlarinda aktive olarak hiicre bolinmesinde goérev alir ©9. Ki-67 mitoz
asamasindaki hucrelerin nUkleuslarinda fizyolojik olarak artmis oldugu igin
kolesteatom matriksinde bazal hicrelerin hemen hepsinde saptanabilir. Bu nedenle
Ki-67 ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda suprabazal yerlegimli huicrelerin
degerlendirmeye alinmasi daha uygun olacaktir. Suprabazal tabakada artmis olan
proliferatif strecin nedeni ise enflamasyon ve buyume faktérleridir.

CD-31 mikrovaskiler damar endotelinde bulunan immiunohistokimyasal
markirdir ve timér anjiogenezinde tanimlanmistir %'V, Kolesteatomda gelisen
hipoksik sureg, doku hasari ve artan enflamatuar hicreler, vaskiler ve endotelyal
biayime faktorleri aracihgr ile anjiogenezi tetikler. Subepitel dokuda yani
perimatrikste artan anjiogenez kolesteatom aktivitesinin biyolojik markirlarindan biri
sayilabilir 12,

Kolesteatom igerisinde bulunan Kkeratinositlerin normal cilde oranla artmis
apoptotik 6zelligi bilinmektedir ve bu siireg artmis proliferasyon ile aciklanmistir %,
Kaspazlar sistein proteaz ailesindendir ve apoptoz kaskadindan sorumludur. Apoptoz
sirasinda tumor nekroz faktori alfa kaspaz-8i, kaspaz-8 kaspaz-3'U0 ve son
asamada kaspaz-3 apoptotik niikleazlari aktiflestirir “®. Miyao ve ark.’nin yaptiklari
calismada kolesteatomda kaspaz-3 aktivitesini artmis saptamislar ve bu slreci
keratin debrisin birikimi ve enflamasyonla iligkili bulmuslardir (18),

Kolesteatomun olusturdugu enflamatuar reaksiyonlar sonrasi artan sitokin ve
osteolitik enzim duzeyleri cevre kemik dokuda destriiksiyona sebep olur. Gelisen bu
kemik erozyonunun yayginhigini degerlendirmek igcin kabul edilmis bir parametre
bulunmamakla birlikte en sik kullanilan siniflama Austin-Kartush kemik evreleme
sistemidir. 1972 yilinda Austin kemikgik zincir defektlerini 4 gruba ayirmigtir: (1)
malleus manubriumu ve stapes suprastruktirinin korundugu, (2) malleus

manubriumunun korundugu ve stapes suprastruktiuriiniin erode oldugu, (3) malleus
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manubriumunun erode oldugu ve stapes suprastruktiranin korundugu, (4) malleus
manubriumu ve stapes suprastruktiiriiniin erode oldugu ®”. 1994 yilinda Kartush
siniflamayi revize etmis ve attik fiksasyon ile stapes taban fiksasyonunu siniflamaya
eklemistir (8 Bu siniflama temelde orta kulak mekanigi icin énemli kemik yapilarin
durumunu belirler ve kemikgik zincir rekonstriiksiyonu uygulanacak hastalarda
kullaniimaktadir. Kemik erozyonunun yayginhgi hakkinda sinirh bilgi verir. Calismada
AK siniflamasi orta kulak kemikgiklerinin durumunu goéstermek ve diger klinik
parametreler ile korelasyonunu incelemek icin kullanildi. AK siniflamasi
kolesteatomun komplikasyonlarindan sorumlu olan gevre kemik dokularin erozyonu
hakkinda bilgi vermez.

Tegmen, fasyal kanal ve otik kapsuliu (6zellikle LSSK) dederlendirebilmek icin
daha genis igerikli bir evreleme olusturuldu. Bu evrelemede her ¢ kemikgigin salim,
kismi ya da tam erozyonu 0-1-2 olarak skorlandi. Tegmen, fasyal kanal ve otik
kapsulde kismi erozyonun cerrahi sirasinda fark edilememe olasiligi nedeniyle bu
bdlgelerde saptanan kemik defektler 2 puan seklinde skorlandi. Bu sekilde 0O ile 12
araliginda degdisen bir parametre olusturuldu. ‘Kemik Skoru’ olarak adlandirilan bu
siniflama her hastanin cerrahi bulgulari incelenerek hesaplandi.

Calismada hastaligin klinik degerlendirmesinde kullanilan diger bir parametre
olarak cerrahi 6ncesi ve cerrahi sirasinda elde edilen bazi verileri kullanarak bir
siniflama olusturmustur. 2001 de tekrar revize edilen bu indekste ameliyat dncesi
kulak akintisi (Belluci siniflamasi), zar perforasyonunun varligi, kolesteatom varlig,
kemikgik zincirin durumu (AK siniflamasi), orta kulakta granilasyon ve eflizyon
varhgi, 6nceki cerrahinin varli§i (revizyon ya da evrelendiriimis cerrahi) ve sigara
iciminin yer aldigi parametreler mevcuttur 19 Tim bu parametreler kullanilarak O ile
15 araliginda degisen sonug¢ elde edilir ve bu sonuca gore hafif, orta ve agir
hastaliktan bahsedilir. Bu calismada OKRI skoru kullanilmig, hastalarin evresi

degerlendirmeye alinmamistir.
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5. GEREC VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu'nun

2013/17-15 numarali karari ile alinan etik kurul onay! ile galisma baslatildi. Calisma

izlem semasi Tablo-1 de verildi.

Tablo-1 Calisma izlem semasi

Hasta
dosyalarindan
demografik
verilerin, cerrahi
ozelliklerin ve niiks
durumlarinin
belirlenmesi

OKRI, AK ve
Kemik skorlarinin
belirlenmesi

v

Mastoidektomi
uygulanmis 223
hasta

~_~

Calismaya dahil
edilme kriterlerini
karsilayan 82
hasta

~_~

Hemotoksilen Eozin
boyama sonrasi
biyopsi 6rnedinde
yeterli epitel
saptanan 61 hasta

Hematoksilen Eozin
boyamalarda epitel
kalinhigmin
belirlenmesi

-

Ki-67, CD-31 ve
Kaspaz-3 icin
immunohistokimyasal
boyama

?7

Verilerin istatistiksel analizi ve yorumlanmasi
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5.1. Hasta sec¢imi

Bu calismada 1992 - 2013 yillari arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Kulak Burun Bodaz Anabilim Dal’'nda kolesteatomlu kronik otit nedeniyle
mastoidektomi uygulanmis 223 hastanin dosyalari geriye donuk olarak incelendi.
Primer ameliyat sirasinda biyopsi alinmig, en az alti ay sure ile takip edilmis ve
verilerine eksiksiz ulasilabilen 82 hastanin ameliyatlari sirasinda alinmis biyopsi
orneklerinden yeni kesitler hazirlandi. HE boyama yapilarak imminohistokimyasal
boyama vyapilabilecek yeterlilikte epitel dokusu iceren 61 hastanin preparatlari
caligsmaya dahil edildi.

Primer ameliyati sirasinda biyopsi alinmamis, takip suresi 6 aydan kisa, verileri
eksik, HE boyama sonrasi yeterli epitel izlenmeyen ve imminohistokimyasal
incelemelerde biyopsi érnekleri uygunsuz boyanan hastalar ¢alisma disi birakildi.

Hastalarin cinsiyetleri, yaslari, klinik bilgileri, ameliyat ve takip Ozellikleri gibi
verilerine Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Argivilnden temin edilen dosyalarindan
ve ameliyat sirasinda alinan biyopsilerine Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Patoloji
Anabilim Dali Arsivinde saklanan parafin bloklarindan ulasildi. Yasi 18’in altinda

olanlar pediatrik ve 18 ile 18 Ustu olanlar erigkin hasta grubunda degerlendirildi.

5.2. Kemik defeklerinin belirlenmesi

Hastalarin dosyalarindan ameliyat notlari incelenerek kemik defektlerine yonelik
verilere ulasildi. Ameliyatlari sirasinda orta kulak kemikgiklerinde, fasiyal kanalda,
tegmende ya da LSSK'de kolesteatoma bagh gelismis kemik erozyonu gdzlenmedi
ise kemik yapi saglikli olarak degerlendirmeye alindi. Ameliyat sirasinda fasiyal
kanalda, tegmende ya da LSSK'de kemik defekt saptandi ise kemik yapida tam
erozyon varligi kabul edildi. Bu defektlerin anatomik lokalizasyonlari ve boyutlari
degerlendirmeye alinmadi. Orta kulak kemikgiklerinin herhangi bir anatomik kisminda
kolesteatoma bagli defekt saptandi ise kismi erozyon ve kemikgikler tamamen
erozyona ugramis ve ameliyat sirasinda taninamamis ise tam kemik erozyonu olarak
deg@erlendirildi. Stapesin sadece kaputuna sinirh kemik defekti mevcutsa kismi

erozyon, caput ve kruslarin tamamen erode oldugu durumda ise tam erozyon kabul
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edildi. Kemik erozyonlar tespit edildikten sonra veriler OKRIi, AK ve KS'nin
belirlenmesinde kullanildi.

5.3.  Klinik verilerin belirlenmesi

Hastalarin demografik verileri belirlendikten sonra OKRIi, AK ve kemik
defektlerini belirleyen parametreler kaydedildi. Klinik degerlendirme icin OKRI ve AK
kullanildi. OKRI igin 2001 yilinda modifiye edilmis giincel skorlama sistemi kullanild.
AK siniflamasina kemikgiklerin attikte fiksasyonu ve stapes tabani fiksasyonu dahil
edilmedi.

Bu parametrelere orta kulak kemik destriksiyonunu gosterebilmek igin kemikgik
zincir, tegmen, otik kapsul ve fasiyal kanal erozyonunu gosteren bir evreleme sistemi
dahil edildi. Bu evrelemede her U¢ kemikgigin durumu ayri ayri degerlendirildi.
Kemikgigin salim olmasi durumunda 0, kismi erozyonun varligi durumunda 1 ve tam
erozyonun varligi durumunda 2 puan ile skorlandi. Fasyal kanal, otik kapsul ve
tegmen defektlerinde kismi erozyonun saptanamama olasiligi ve sadece tam
erozyonun gozlenebilmesi durumu nedeniyle bu bélgelerdeki defektler 2 puan ile
skorlandi. Bu sekilde O ile 12 araliginda degisen bir skorlama sistemi olusturuldu.
‘Kemik Skoru’ olarak adlandirilan bu evreleme her hasta igin peroperatif bulgular g6z
oniine alinarak hesaplandi. OKRI 0-15, AK 0-4 ve KS 0-12 degisken araliklarinda
hesaplandi. Kemik Skoru Tablo-2 ve OKRI ile AK Tablo-3'de verildi.
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Tablo-2 Kemik Skoru

Malleus
Salim
Kismi erozyon
Tam erozyon

N = O

inkus
Salim
Kismi erozyon
Tam erozyon

N = O

Stapes
Salim
Kismi erozyon
Tam erozyon

N = O

Tegmen
Salim
Aclik

Otik kapstil
Salim
Acik

Fasyal kanal
Salim
Acik

Tablo-3 OKRI ve AK

OKRI

Skor

Otore
Kuru
Aralikli akinti
Persistan akinti
Surekli akinti ve damak deformitesi

WNBEFLO

Perforasyon
Yok
Var

= O

Kolesteatom
Yok
Var

= O

AK _
M+ i+ S+
M+ I- S+
M+ i- S-
M- |- S+
M- I- S-

A WNEFO

Orta Kulakta Granulasyon Dokusu/ Eftizyon
Yok
Var

N O

Onceki Cerrahi
Yok
Evrelenmis
Revizyon

N~ O

Sigara
Yok
Var
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5.4. Patolojik verilerin degerlendirilmesi

Ameliyat sirasinda alinmis ve %10 formaldehit icerisinde tespit edilerek Dokuz
Eyliil Universitesi Patoloji Anabilim Dali Arsivinde parafin bloklar seklinde arsivienen
biyopsi ornekleri Uzerinde c¢aligildi. Calismaya katima kriterlerini  karsilayan
hastalarin parafin bloklarindan yeni kesitler alindi. HE boyama kesitlerinde aselller
keratin iceren ornekler ¢galisma disi birakildi. HE boyamalarinda yeterli epitel dokusu

saptanan 61 érnekte immunohistokimyasal boyamalar yapildi.

5.4.1. Boyama protokol

5.4.1.1. Hematoksilen eozin boyama

Dokular xylol solisyonu icerisinde 10 dakika bekletilerek deparafinize edildi.
Ardindan saf, %95, %80 ve %70 alkol solusyonlari igerisinde 10’ar dakika
bekletilerek dehidrate edildi. Hematoksilen boya icerisinde 5 dakika bekletildikten
sonra su ile yikandi. Asit alkol icerisinde birka¢ saniye bekletilen dokular tekrar su ile
yikandi. Sonrasinda Eozin boya icerisinde 3-4 dakika kadar bekletildi. Fazla eozinin
uzaklastiriimasi i¢in %70, %80 ve %95 alkol solusyonlarina daldirllip ¢ikarildi. Saf
alkol icerisinde 20 dakika kadar bekletildikten sonra son olarak 3 kez 10’ar dakika

kadar xylol solusyonlarinda bekletildi ve kurutuldu.

5.4.1.2. Ki-67 (MiB-1) boyama

Kesitler 52 dakika 95°C CC1 (cell conditioning 1) soliisyonunda bekletildi ve
ardindan Dako marka Ki-67 (MiB-1) kullanima hazir (prediliie) soliisyon icerisinde 32
dakika inktbe edilerek hazirlandi. Boyamalar Benchmark Ultra cihazda Ultraview

Universal DAB Detection kit kullanilarak yapildi.

5.4.1.3. CD-31 (PECAM) boyama

Kesitler 52 dakika 95°C CC1 (cell conditioning 1) soliisyonunda bekletildi ve
ardindan innovex Biosciences marka PECAMdan (MAB346P) 1/50 diliisyon
oraninda hazirlanan sollsyon icerisinde 32 dakika inkibe edilerek hazirlandi.
Boyamalar Benchmark Ultra cihazda Ultraview Universal DAB Detection kit
kullanilarak yapildi.
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5.4.1.4. Kaspaz-3 (E-8) boyama

Kesitler 64 dakika 95°C CC1 (cell conditioning 1) soltiisyonunda bekletildi ve
ardindan Santa Cruz Biotechnology marka Kaspaz-3 (E8, SC-7272) 1/50 dilisyon
oraninda hazirlanan sollsyon icerisinde 32 dakika inkibe edilerek hazirlandi.
Boyamalar Benchmark Ultra cihazda Ultraview Universal DAB Detection kit

kullanilarak yapildi.

5.4.2. Mikroskopik inceleme

5.4.2.1. Epitel kalinligi

Ki-67 boyali kesit goruntileri Nikon Eclips Ci mikroskopta goruntilenerek Nikon
DS-Fi2 kamera ile digitalize edilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayar ekraninda orijinal
buyldtme x 20'de kalibre edilen kameraya ait goruntu analizi yazilimi kullanilarak,
epitel kalinhg1 bazal membrandan yluzeye dik gizgiler seklinde 20 alanda oélguldiu ve
yazilim tarafindan hesaplanan ortalama, kalinlik olarak mikronmetre cinsinden

belirlendi.

5.4.2.2. Ki-67 (MiB-1)

Ki-67 boyall kesit goruntuleri Nikon Eclips Ci mikroskopta orijinal buyitme x
20'de goruntulenerek Nikon DS-Fi2 kamera ile digitalize edilerek bilgisayara aktarildi.
Bilgisayar ekraninda kameraya ait goruntl analizi yazilimi kullanilarak, epitel
bazalinden ylzeyine tum alanlar kapsayacak bi¢cimde Ki-67 pozitif ve negatif hiicre
cekirdekleri Uzerine ayri ayri bilgisayar faresi ile tiklanarak 1000 hdcre sayimi
saglandi ve pozitif hlicre yuzdesi belirlendi. Bazal hucreler, fizyolojik Ki-67 boyanma

olmasi nedeniyle degerlendiriimeye alinmadi.

5.4.2.3. CD-31 (PECAM)

CD-31 boyal kesit goruntuleri Nikon Eclips Ci mikroskopta goruntulenerek
Nikon DS-Fi2 kamera ile digitalize edilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayar ekraninda
orijinal buydtme x 20'de kesit alanindaki CD-31 ile boyanmis mikrodamar sayisi

belirlendi.
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5.4.2.4. Kaspaz-3 (E-8)

Kaspaz-3 boyall kesit gorunttleri Nikon Eclips Ci mikroskopta goérintilenerek
Nikon DS-Fi2 kamera ile digitalize edilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayar ekraninda
orijinal buyutme x 20'de kesit goruntuleri sitoplazmik pozitifik agisindan
deg@erlendirilerek zayif boyanma ve hi¢ boyanma olmamasi durumu negatif, guclu

boyanma olmasi ise pozitif olarak degerlendirildi.

5.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin analizinde SPSS 15.0 istatistik programi kullanildi.
Ortalama degerler ile standart sapmalari hesaplandi. Olglilebilen degiskenlerin
ortalama degerleri Mann Whitney U testi ile karsilastirildi. Sayimla belirlenen
kategorik degiskenler Ki-kare testi ile degerlendirildi. Skor verilerek olusturulan
degiskenler arasindaki korelasyon analizlerinde Kendall's tau-b ve 6lcim yapilarak
hesaplanan degigkenler arasindaki korelasyon analizlerinde ise Pearson testleri
kullanildi. Anlamlihk dizeyi p<0.05 kabul edildi.
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Resim-1 X20 buyutmede 15 mikronmetre kalinliginda epitel

Resim-2 X10 buyutmede 128 mikronmetre kalinliginda epitel




Resim-3 X20 buyutmede %9 Ki-67

Resim-4 X10 biyutmede %54 Ki-67




Resim-5 X10 buyidtmede mikrodamar yapilari

Resim-6 X20 buylutmede kaspaz-3 boyanmamis (negatif)
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6. BULGULAR

6.1. Genel 6zellikler

Calismaya 25 pediatrik ve 36 erigkin toplam 61 hasta dahil edildi. Hastalarin
29'u (%47,5) kadin ve 32'si (%52,5) erkekti. Yaglari 3 ile 71 arasinda degisen
hastalarin yas ortalamalar 27.31 olarak saptandi [ortalama 27,31 (SS +/-18.345),
ortanca 23 (3-71)]. Takip sureleri ortalama 27.2 [ortanca 22 (6-96)] ay idi. Pediatrik
grupta takip suresi ortalama 30.4 ay [ortanca 25 ay (6-96 ay)] ve erigkin grupta 25,03
ay [ortanca 2lay (6-72 ay)] olarak saptandi (p:0,318). Hastalarin 46’sinda (%75)
AAH ve 15’inde (%25) TTH gb6zlendi. Toplam 22 (%36) hastada ADKM ve 39 (%64)
hastada ADIM uygulandi. Hastalarin %27,86’sinin  (17/61) takiplerinde niiks
kolesteatom geligti. Hastalarin genel dzellikleri Tablo-4'de verildi.

Tablo-4 Hastalarin Genel Ozellikleri

Toplam

Hasta Sayisi 61
Cinsiyet

Erkek 32 (%52,5)

Kadin 29 (%47,5)
Yas

Ortalama (+/- SS) 27,31 (SS +/-18.345)

Ortanca (min - mak) 23 (min 3 - mak 71)
Yas Grubu

Pediatrik 25 (%41)

Eriskin 36 (%59)
Hastalik

AAH 46 (%75)

TTH 15 (%25)
Cerrahi

ADKM 22 (%36)

ADIM 39 (%64)
Ortalama Takip Suresi

Min-Mak 6-96 Ay

Ortalama 27,2 Ay
Takipte Nuks

Var 17 (%27,86)

Yok 44 (%72,14)
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6.2. Klinik ve biyolojik degerlendirme
6.2.1. Kemikcik defektleri
6.2.1.1. Malleus - inkus — Stapes

6.2.1.1.1. Malleus

Malleusta gelisen kemik defektleri incelendiginde 15 hastada kismi ve 10
hastada tam erozyon olmak Uzere toplam 25 hastada malleus defekti saptandi.
Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda pediatrik grubun % 32’sinde (7 hastada
kismi kemik erozyonu ve 1 hastada tam kemik erozyonu) ve eriskin grubun %
47,2'sinde (8 hastada kismi kemik erozyonu ve 9 hastada tam kemik erozyonu)
malleus defekti gozlendi. Orta kulak kemikgikleri icerisinde en az defekt malleusta
izlendi ve erigkin grupta malleus defektleri pediatrik gruba kiyasla daha sik ve daha

ileri dizeyde saptandi.

6.2.1.1.2. Inkus

inkusta gelisen kemik defektleri malleus ve stapes defektlerinden daha fazla
gOzlendi. Calismada 26 hastada kismi ve 29 hastada tam inkus defekti saptandi.
Pediatrik hastalarin % 92’sinde ve erigkin hastalarin % 88,9’unda inkus defekti
izlendi. Pediatrik hastalar icerisinde 16 hastanin (% 64) kismi ve 7 (% 28) hastanin
tam inkus erozyonu mevcuttu. Erigkin hastalar icerisinde ise 10 hastanin (% 27,8)
kismi ve 22 (% 61,1) hastanin tam inkus erozyonu mevcuttu. inkus defekti pediatrik
hastalarda daha sik olmasina karsin erigkin hastalarda defekt daha ileri diizeyde

saptandi.

6.2.1.1.3. Stapes

Stapesin sadece kaputuna sinirh kismi kemik defektleri 30 hastada izlenirken
caput ve kruslarin tamamen erode oldugu tam erozyon ise sadece 2 hastada
saptandi. Pediatrik hastalarin % 52’sinde ve erigkin hastalarin % 52,8’'inde stapes

defekti izlendi. Pediatrik hastalar icerisinde tam erozyon gdézlenmezken erigkin
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hastalarin 2’sinde tam erozyon gozlendi. Stapes defekti her iki grup arasinda benzer
olarak saptandi.

Orta kulak kemikgiklerinde saptanan defekleri iceren bilgiler Tablo-5'de verildi.

6.2.1.2. Fasiyal kanal

Dordu pediatrik grupta ve 10’u erigkin grupta olmak Uzere toplam 14 hastada
fasiyal kanalda dehissansi izlendi. Pediatrik grupta fasiyal kanal dehissansi % 16,

erigkin grupta ise % 27,8 oraninda saptandi.
6.2.1.3. LSSK

Dordu pediatrik ve 7’si erigskin grupta toplam 11 hastada LSSK’da dehissans
izlendi. Pediatrik grupta LSSK dehissansi % 16, erigkin grupta ise % 19,4 oraninda

saptandi.

6.2.1.4. Tegmen

Biri pediatrik ve 3’0 erigkin grupta toplam 4 hastada tegmen defekti izlendi.
Pediatrik grupta tegmen defekti % 4 ve erigkin grupta % 8,3 oraninda saptandi.
Hastalarin fasiyal kanal, LSSK ve tegmen defeklerini iceren bilgiler Tablo-5'de

verildi.

Tablo-5 Kemik defektlerinin yerlesimi

Malleus inkus Stapes Fasyal LSSK Tegmen

Kanal
Kismi Tam Kismi Tam Kismi Tam

erozyon | erozyon | erozyon | erozyon | erozyon | erozyon

Pediatrik 7 1 16 7 13 0 4 4 1
Erigkin 8 10 10 22 17 2 10 7 3
Toplam 15 11 26 29 30 2 14 11 4
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6.2.2. Klinik verilerin degerlendirilmesi
6.2.2.1. Pediatrik hasta grubu

Pediatrik hasta grubunda 25 (13 kiz ve 12 erkek) hasta mevcuttu ve yas
ortalamasi 10,6 [ortalama 10,6 (SS +/-4.103), ortanca 10 (3-17)] idi. Hastalarin 5’inde
(%20) TTH, kalan 20 (%80) hastada ise AAH gozlendi. Pediatrik hastalarin 11'inde
(%44) ADKM ve 14’linde (%56) ADIM uygulandigi gériildii. Onbir hastada (%44)
niiks kolesteatom saptandi. OKRI ortalamasi 5,24 (SS +/- 2,026), AK ortalamasi 1,56
(SS +/- 0,768), KS ortalamasi 2,8 (SS +/- 2,198) olarak hesaplandi. Epitel kalinhgi
ortalama 48,76 [SS +/- 20,757 ve ortanca 48 (15-92)] mikronmetre olgildi. Ki-67
skoru ortamala %20,44 [SS +/- 9,319 ve ortanca 18 (8-41)] ve mikrodamar sayisi
ortalama 8,8 [SS +/- 4,61 ve ortanca 8 (3-15)] saptandi. Kaspaz-3 boyamalarinda 12
hastada (%48) pozitif boyanma gozlenirken 13 hastada (%52) negatif boyanma
g0Ozlendi.

6.2.2.2. Erigkin hasta grubu

Erigkin hasta grubunda 36 (16 kadin ve 20 erkek) hasta mevcuttu ve yas
ortalamasi 38,92 [ortalama 10,6 (SS +/-15.08), ortanca 36,5 (19-71)]saptandi.
Hastlarin 10’unda (%27,77) TTH, kalan 26 (%72,33) hastada ise AAH go6zlendi.
Erigkin hastalarin 11’inde (%31) arka duvar korundu ve 6 (%16,66) hastada niks
kolesteatom gelisti. OKRI ortalamasi 5,89 (SS +/- 2,201) , AK ortalamasi 2,14 (SS +/-
1,313) , KS ortalamasi 3,92 (SS +/- 2,771) saptandi. Epitel kalinligi ortalama 80,91
[SS:52,411 ve ortanca 72,5 (22-270)] mikronmetre 6lciildii. Ki-67 skoru ortamala
%29,13 [SS:12,199 ve ortanca 27 (10-53)] ve mikrodamar sayisi ortalama 6,61
[SS:3,659 ve ortanca 6 (2-14)] saptandi. Kaspaz-3 boyamalarinda 10 hastada
(%27,8) pozitif boyanma go6zlenirken 26 hastada (%72,2) negatif boyanma gozlendi.

6.2.2.3. Hastalik tipi

Hastalar mevcut orta kulak hastaliklarinin AAH ya da TTH oluslarina goére 2
gruba ayrilarak incelendi. Hastalarin 46’sinda (%75,4) AAH, 15’inde (%24,6) ise TTH
saptandi. AAH olan 46 hastanin 12’sinde (%26,1) ve TTH olan 15 hastanin 5’'inde
(%33,3) niks kolesteatom gozlendi. Hastalik tipi ve nuks oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Bulgular Tablo-6’da verildi. Pediatrik grup
icerisinde 20 hastada AAH ve 5 hastada TTH, erigkin grupta 26 hastada AAH ve 10
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hastada TTH mevcuttu. Hastalik tipi ile yas gruplari arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi ve bulgular Tablo-7'de verildi. Yas gozetmeksizin hastalik

tipine goére klinik ve patolojik veriler karsilastirildiklarinda sadece OKRI ve AK'da

TTH1 var olan grupta istatistiksel olarak anlamli ylkseklik saptandi. Hastalik tipi ile

klinik ve patolojik bulgular karsilastiran diger verilerde anlamh fark bulunmadi ve

bulgular Tablo-8'de verildi.

Tablo-6 Hastalik tipi ve niiksleri iceren Fisher’in kesin ki-kare testi

Nuks Toplam
Var Yok
AAH 12 34 46
TTH 5 10 15
Toplam 17 44 61
p: 0,741
Tablo-7 Hastalik tipi ve hasta yaslarini igceren Fisher’in kesin ki-kare testi
Yas Toplam
Pediatrik Eriskin
AAH 20 26 46
TTH 5 10 15
Toplam 25 36 61
p: 0,557
Tablo-8 Hastalik tipi ile klinik ve patolojik verilerin oranlari
OKRI AK KS Epitel %Ki67 Mikrodamar Kaspaz Nuks
skoru skoru Kalinhgi sayisi (CD31)
AAH 5,09 1,74 3,28 62,38 25,45 7,11 15 12
n:46 (15-270) (8-48) (2-15) %32,6 pozitif %26,1
boyanma
TTH 7,27 2,40 4 79,20 24,93 8,73 7 5
n:15 (25-187) (10-53) (2-14) %46,7 pozitif %33,3
boyanma
*p: 0,001 | *p:0,03 | *p:0,286 | *p:0,123 | *p: 0,717 *p: 0,206 *p: 0,325 *xp: 0,741

* Mann whitney u testi , ** Pearson'un ki-kare testi, *** Fisher’in kesin ki-kare testi

6.2.2.4.

Ameliyat teknigi

Hastalarin 22’sinde (%36) ADKM ve 39'unda (%64) ADIM uygulandi. Arka
duvarin korundugu 22 hastanin 7’sinde (%31,8) ve arka duvarin indirildigi 39
hastanin 10’'unda (%25,6) niks kolesteatom gelisti (p: 0,605). Ameliyat teknigi ve
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nuks oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi ve bulgular Tablo-
9'da verildi. 25 pediatrik hastanin 11’inde (%44) ve 36 erigkin hastanin yine 11’'inde
(%30,6) arka duvar korundu. Ameliyat teknigi ve yas gruplarinin dagilimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi ve bulgular Tablo-10'da verildi. Yas
gOzetmeksizin ameliyat teknigine gore klinik ve patolojik veriler kargilastiriidiklarinda
sadece AK ve KS’nin arka duvarin indirildigi grupta anlamh sekilde yiiksek saptandigi
g6zlendi. Bu sonug¢ yaygin kolesteatomu bulunan hastalarda acik kavite tekniklerin
tercin edilmesine baglandi. Ameliyat teknigi ile klinik ve patolojik bulgulari
kargilastiran diger verilerde istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi ve bulgular

Tablo-11'de verildi.

Tablo-9 Cerrahi tipi ve nuksleri iceren Pearson'un ki-kare testi

Niks Toplam
Var Yok
ADKM 7 15 22
ADIM 10 29 39
Toplam 17 44 61
p: 0,605
Tablo-10 Cerrahi tipi ve hasta yaslarini igeren Pearson'un ki-kare testi
Yas Toplam
Pediatrik Eriskin
ADKM 11 11 22
ADIM 14 25 39
Toplam 25 36 61
p: 0,282
Tablo-11 Cerrahi tipi ile klinik ve patolojik verilerin oranlari
OKRI AK KS Epitel %Ki67 Mikrodamar Kaspaz Nuks
skoru skoru Kalinhgi sayisi (CD31)
ADKM 5,05 1,41 1,86 68 26,15 7,05 7 7
n:22 (25-142) (8-53) (2-14) %31,8 pozitif | %31,8
boyanma
ADIM 5,95 2,18 4,36 66,16 24,86 7,77 15 10
n:39 (15-270) (9-50) (2-15) %38,5 pozitif | %25,6
boyanma
*p: 0,139 | *p:0,011 | *p:0,001 | *p:0,316 | *p:0,719 *p: 0,393 **p: 0,604 | **p: 0,605

* Mann whitney u testi , ** Pearson'un ki-kare testi
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6.2.3. Gruplarin karsilastirmasi

Pediatrik ve erigkin grup karsilastirildiginda nuks oranlari pediatrik grupta artmig
saptandi (p:0,019). Yas gruplar ile nuks oranlarini igeren bulgular Tablo-12'de
verildi. OKRI, AK ve KS erigkin grupta artmis saptanmasina karsin fark istatistiksel
olarak anlaml bulunmadi (sirasiyla p:0,28, p:0,07 ve p:0,118). Histopatolojik veriler
incelendiginde epitel kalinligi ve Ki-67 eriskin grupta istatistiksel olarak anlaml
sekilde artmis saptandi (sirasiyla p:0,009 ve p:0,01). CD-31 ile boyanan mikrodamar
sayisi ise pediatrik hasta grubunda istatistiksel olarak artmis olarak gozlendi
(p:0,037).

izlenmesine karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p:0,106).

Kaspaz-3 sonuglari incelendiginde pediatrik grupta artmig olarak

Erigkin ve pediatrik hasta gruplarinin klinik ve histopatolojik verilerini iceren bulgular
Tablo-13'de verildi.

Tablo-12 Hasta yaslari ve niuksleri iceren Pearson'un ki-kare testi

Niks Toplam
Var Yok
Pediatrik 11 14 25
Eriskin 6 30 36
Toplam 17 44 61
p: 0,019
Tablo-13 Hasta yaslar ile klinik ve histopatolojik verileri
OKRI AK KS Epitel %Ki67 Mikrodamar sayisi Kaspaz Nuks
skoru skoru Kalinhgi (CD31)
P 5,24 1,56 2,8 48,76 20,44 8,8 12 11
n: 25 (15-92) (8-41) (3-15) %48 pozitif %44
boyanma
E 5,89 2,14 3,92 80,91 29,13 6,61 10 6
n:36 (22-270) (10-53) (2-14) %27,8 pozitif %16,7
boyanma
*p:0,28 *p:0,07 *p:0,118 *p:0,009 *p:0,01 *p:0,037 **p: 0.106 **p: 0,019

* Mann whitney u testi , ** Pearson'un ki-kare testi

Yas gbzetmeksizin takipte nuks gelisen hastalar, niks gelismeyen hastalar ile
karsilastirildiklarinda OKRIi, AK, KS arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
p:0,139, p:0,987, p:0.795).

kalinhgr ve Ki-67 nluks go6zlenmeyen grupta artmis

bulunmadi  (sirasiyla Histopatolojik  bulgular

kargilastirildiginda epitel
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izlenmesine karsin sadece Ki-67'de istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (sirasiyla

p:0,48 ve p:0,012). CD-31 ile boyanan mikrodamar sayisi heriki grupta benzer

oranlarda bulundu (p:0,961). Kaspaz-3 skoru ise nuks izlenen grupta artmis olmasina

karsin fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p:0,266).

NUks gelisen ve

gelismeyen gruplarin klinik ve histopatolojik verilerini iceren bulgular Tablo-14'de

verildi.

Tablo-14 Niks varligi ile klinik ve patolojik verilerin oranlari

OKRI AK KS Epitel %Ki67 Mikrodamar Kaspaz
skoru skoru Kalinhgi sayisi (CD31)
Nuks + 6,24 1,88 3,29 56,71 19,18 7,53 8
n: 17 (18-116) (8-41) (2-15) %47 pozitif
boyanma
NUks - 5,39 1,91 3,52 71,10 27,93 7,50 14
n: 44 (15-270) (9-53) (2-14) %32 pozitif
boyanma
*p: 0,139 | *p: 0,987 | *p: 0.795 | *p: 0,480 | *p: 0,012 *p: 0,961 **p:0,266

* Mann whitney u testi , ** Pearson'un ki-kare testi

6.2.4. Korelasyon analizleri

Tum hastalarin verileri dahil edilerek yapilan korelasyon analizlerinde OKRI, AK

ve KS arasinda pozitif ydnde anlamli korelasyon saptandi. Klinik skorlarin korelasyon

sonuglari Tablo-15'de verildi.

Tablo-15 Klinik skorlarin korelasyonunda Kendall'in iki degiskenli korelasyon analizi

OKRI AK KS

Korelasyon katsayisi 1,000 0,685 0,453

OKRI p : *0,001 *0,001
n 61 61 61

Korelasyon katsayisi 0,685 1,000 0,664

AK p *0,001 . *0.001
n 61 61 61

Korelasyon katsayisi 0,453 0,664 1,000

KS p *0,001 *0.001 .

n 61 61 61

Patolojik skorlar Uzerinde yapilan korelasyon analizlerinde ise sadece epitel

kalinhigi ve Ki-67 arasinda pozitif ydnde anlaml korelasyon saptandi. Diger
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parametrelerde anlaml fark elde edilmedi. Patolojik skorlarin korelasyon sonuglari
Tablo-16’da verildi.

Tablo-16 Klinik ve patolojik skorlarin korelasyonunda Kendall'in iki degiskenli korelasyon analizi

Epitel kalinlig Ki-67 Mikrodamar sayisi

Korelasyon katsayisi 1,000 0,327 0,059

Epitel p . *0,001 *0,532
kahnhig n 61 61 61

Korelasyon katsayisi 0,327 1,000 0,054

Ki-67 p *0,001 . *0,574
n 61 61 61

Korelasyon katsayisi 0,059 0,054 1,000

Mikrodamar p *0,532 *0,574 .

sayisl n 61 61 61

Klinik ve patolojik skorlar arasinda yapilan korelasyon analizlerinin hicbirinde

parametreler arasinda anlamli korelasyon elde edilmedi. Klinik ve patolojik skorlarin

korelasyon sonuglari Tablo-17'de verildi.

Tablo-17 Patolojik skorlarin korelasyon analizinde Kendall'in iki degiskenli korelasyon analizi

OKRI AK KS

Korelasyon katsayisi 0,173 0,095 -0,004

Epitel p *0,072 *0,350 *0,967
kalinhgi n 61 61 61

Korelasyon katsayisi -0,038 -0,014 0,020

Ki-67 p *0,696 *0,890 *0,834
n 61 61 61

Korelasyon katsayisi 0,021 -0,018 0,067

Mikrodamar p *0,829 *0,859 *0,486
sayisi n 61 61 61
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7. TARTISMA

Kolesteatom, temporal kemigin havali bogluklari igerisinde gelisen skuamoz
hicreli epitelden olugsmaktadir. Epitel tabakasi periferde kolesteatom matriksini
olusturur ve merkezinde artmis keratin tretimine bagh aselller tabaka yer almaktadir
™. Matriksin cevresinde ise enflamatuar hicrelerden zengin perimatriks tabakasi
gozlenir. Perimatrikste gelisen enflamasyon ve enzimatik reaksiyonlar kolesteatomun
kemik erozyonundan sorumlu tutulmaktadir .

Akkiz kolesteatomun gelisim slreci incelendiginde farkh teoriler Uzerinde
durulsa da gunimizde AAH varlidinda invaginasyon ve TTH varliginda ise
migrasyon teorileri kabul edilmektedir. invaginasyon teorisinde retraksiyon cebinde
bulunan epitel hucrelerinin orta kulaga ilerledigi gorulur ve AAH'de kolesteatomun
gelisiminden sorumlu mekanizmadir ?® 2. Migrasyon teorisinde ise pars tensada
bulunan 6zellikle marjinal perforasyonlarda, perforasyon kenarindan dis kulak yolu
epitel hucreleri yine orta kulaga ilerler ve TTH'de kolesteatom gelisimi bu sekilde
gozlenir “* 22 AAHnin kolesteatoma ilerleme riski TTH'ye oranla daha fazladir. Bu
calismada 61 hastanin 46’sinde AAH ve 15’inde TTH gozlendi. Heriki hastalik niks
agisindan degerlendirildiginde hastalik tipi ile niks gelisimi arasinda istatistiksel
agidan anlamli fark bulunmadi. AAHda nuks gelisme sikligi %26,1 iken TTH'da
%33,3 saptandi. Hastalik tipinin yas gruplari arasinda dagilimi incelendiginde
pediatrik hastalarin %80’inde ve erigskin hastalarin ise %72,2’'sinde AAH bulundu.
AAH ile TTH bulunan hastalarin klinik ve patolojik skorlarinda, TTH bulunan grupta
OKRI ve AK skorlar istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi. Bu farkin
nedeni ise TTH bulunan hastalarda orta kulak mukozasinin daha ¢ok etkilenmesi ve
tekrarlayan otorelere sebep olmasidir. Bu da OKRIi skorunu arttirmaktadir. TTH
grubunda KS daha fazla saptanmasina karsin bu fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmadi. Histopatolojik verilerde ise gruplar arasinda fark gozlenmedi.

Gelisim sekli nasil olursa olsun patolojinin temelinde orta kulaga ilerlemis epitel
dokusu, artmis keratin Uretimi ve c¢evre dokuda olusturdugu enflamasyon yer
almaktadir. Epitel dokusu normal sartlar altinda orta kulak mukozasi ile temas
ettiginde migrasyonun durmasi beklenir fakat kolesteatomda bu kontakt inhibisyon

bozulmustur ve epitel orta kulaga ilerler 3 Bu mekanizmanin neden ve nasil
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bozuldugu halen aydinlatilabilmis degildir. Enflamasyona bagli artan buyime
hormonlari ve sitokin diizeyleri epitel proliferasyonunu arttirir @* 9. Orta kulak ve
mastoid icerisinde prolifere olan epitel dokusundan kontrolstiz sekilde keratin Uretimi
gelisir ve biriken debris enflamasyonu daha da arttirir. Bu nedenle kolesteatomlu
kronik oftitte tek etkili tedavi segenegi orta kulak ve mastoid kemik igerisindeki epitelin
ve keratin debrisin temizlenmesi yani cerrahidir.

Cerrahinin amaci hastaligi tamamen temizlemek, kuru havalanan bir orta kulak
saglamak ve isitmeyi korumak ya da yeniden restore etmektir. Farkli teknikler
tanimlanmasina kargin cerrahide en onemli degigsken dis kulak yolu arka duvarinin
korunmasi ya da indiriimesidir. Her iki prosedurin birbirine bazi konularda
astlnldkleri bulunmaktadir. Arka duvarin korundugu hastalarda iyilesme hizli ve
isitme esikleri daha yliksektir. Ayrica kulak korumasi gerekmez ®. Komplikasyon
gelismis kolesteatomlu kronik otitis media, pnémotizasyonu kotu sklerotik mastoid,
tek isiten kulak ve nuks olgularda ise arka duvarin indiriimesi gerekmektedir @) Arka
duvarin indirilmesi ile fasiyal reses, sinls timpani ve epitimpanumun goérusu arttirihir
ve bu bolgelerde kalabilecek rezidiu kolesteatom dokusunun daha guvenli sekilde
cikarilabilir. Bu nedenle arka duvarin indirildigi bir cok ¢alismada nuks oranlari daha
dusiik saptanmustir %329,

Bu galismada arka duvarin korundugu ve indirildigi hastalarda nuks gelisimi
agisindan fark saptanmadi. Bu iki grup arasinda klinik skorlar incelendiginde ise AK
ve KS arka duvarin indirildigi hastalarda, arka duvarin korundugu hastalara oranla
anlamli sekilde yuksek bulundu. Bu fark kolesteatomun daha yaygin seyrettigi
hastalarda ADIM vyapilmigs olmasina baglandi. iki grup arasinda OKRIi ve
histopatolojik veriler incelendiginde ise istatistiksel olarak fark saptanmadi.

Kolesteatomda hastaligin biyolojik aktivitesinin niks oranlarini etkileyebilecegi
ve biyolojik aktivitenin artmig oldugu hastalarda kolesteatomun daha agresif
seyredebilecegi dusunulmugstur. Epitelin hiperproliferatif sureci, kontrolsuz keratin
uretimi ve perimatriksin enflamatuar 06zelligi kemik erozyonu ve dolayisiyla
komplikasyon oranlarini arttirdigi varsayilabilir. Pediatrik hastalarda da kolesteatom
naksunun yuksek oldugu bilinmektedir fakat komplikasyon oranlarinda erigkin
hastalara oranla belirgin bir fark saptanmamistir 3231 Bu &zellikleri ile pediatrik
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kolesteatomun patofizyolojisi ve histomorfolojisi bir ¢ok galismada incelenmis ve
siklikla hiperproliferatif 6zelligi ve artmis enflamatuar yanit Gzerinde durulmustur.

Pediatrik kolesteatom, agresif seyri ve niks oranlarinin fazla olmasi nedeniyle
bir cok arastirmacinin dikkatini gekmistir. Ozellikle 1980’li yillarin sonlarinda pediatrik
kolesteatomu konu alan birgok c¢alisma yayinlanmigtir. Elektron mikroskopisi
kullanima girdikten sonra Lim ve Saunders kolesteatomun histomorfolojik yapisini
tanimlamiglardir @, Epitel hdcreleri matriksi olustururken matriksin ¢evresinde yer
alan enflamatuar hicrelerden zengin granilasyon dokusunun olusturdugu yapi ise
perimatriks olarak adlandirilir. Lim ve Saunders’in galigmasindan sonra pediatrik
kolesteatom histomorfolojisi Gizerine yapilmis galigmalar artmigtir.

Qaranta ve ark. pediatrik kolesteatomun klinik 6zelliklerinden perimatriksteki
enflamasyonu sorumlu tutmuslardir. Otuz pediatrik ve 30 erigskin hastanin
kolesteatom dokularinda perimatriksin histomorfolojik 6zelliklerini incelemigler ve
pediatrik grupta perimatrikste mononukleer hucrelerin sayica fazla oldugunu
saptamislardir 2. Bu bulgular ile pediatrik kolesteatomda perimatriksin daha kalin ve
aktif oldugunu ileri surmuslerdir.

Mayot ve ark. kolesteatomlu otit nedeniyle cerrahi uygulanan 14 pediatrik
hastanin doku oOrneklerini incelemisler ve epidermis ile orta kulak mukozasinin
kargilastigr bileskede siddetli bir enflamatuar yanit gozlemiglerdir 33, Mukozada
CD1+ Langerhans hicreleri, mast hucreleri ve IgA Ureten hicreleri saptayarak
gecikmig tip hipersensitivite ile uyumlu bulgular elde etmisler ve kolesteatom
patogenezinde mukozada gelisen bu enflamasyonun sorumlu olabilecegini
dusunmaglerdir.

Dornelles ve ark. ise pediatrik ve erigkin hastalarda enflamatuar reaksiyonlarin
merkezi olan perimatriks kalinligini élgmugler ve 27 ile 1277 mikrometre arasinda
degisen sonuclar elde etmislerdir ®¥. Eriskin hasta grubunda perimatriks kalinliginin
ortalamasi daha fazla olmasina karsin korelasyon analizlerinde yas ile perimatriks
kalinhgr arasinda 1hmli fakat ters yonde korelasyon saptamiglardir. Kisacasi
Dornellesin c¢aligmasinin  sonucunda hasta yasi arttikga perimatriks kalinligi
azalmaktadir.

Perimatrikste gelisen enflamasyonun giddeti sitokin duzeylerini artirir ve

epitelde proliferatif sireci tetikler. Kolesteatomda epitel dokuda artan proliferasyon ve
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diferansiyasyon ile keratin Uretimi de artar. Protein yapida hucre i¢i flamenler olan
sitokeratinler sitoplazmada suprabazal tabakalarda birikir ve matriksin en periferinde
aseliler keratin tabakalarini olusturur ©®. Ozellikle SK-10 ve SK-14 kolesteatom
dokusunda diferansiyasyonla birlikte artan keratin tipleridir. Matrikste biriken bu
keratine kargi gelisen enflamatuar yanit yine kolesteatomun patogenezinden

(35)

sorumludur Epitelin artmig proliferasyonun goruldugu diger dermatolojik

hastaliklarda oldugu gibi SK-16 da kolesteatom dokusunda artmig saptanmistir 34,

Pediatrik kolesteatomda proliferasyon Uzerine yapilan bir diger calismada
Welkoborsky ve ark. epitelin proliferatif 6zelligi icin Ki-67 duzeylerini ve hucreler arasi
etkilesim icin alfalbeta6-integrin, E-cadherin, I-CAM=CD54, alfa ve beta3 intergin ,
V-CAM=CD106, CD44v6 ve fibronektin dizeylerini karsilastirmislardir (36), Calismada
Ki-67 skorlarini pediatrik hastalarda erigskin hastalara oranla ylksek bulmalarina
karsin diger parametrelerde fark saptamamiglardir.

Perimatriksin boyutsal oOzellikleri disinda belki de daha onemlisi metabolik
aktivitesidir. Dornelles ve ark. epitel kalinhdi, perimatriks kalinligi ve perimatrikste
enflamatuar hicre yogunlugu Uzerine pediatrik ve erigkin hastalardan olusan
populasyonda yaptiklar galismada matriks ve perimatriks kalinligi arasinda kuvvetli
korelasyon saptamislardir ®”. Fakat perimatriksteki enflamatuar hiicre yogunlugu ile
ne hasta yasi ne de perimatriks kalinligi1 arasinda korelasyon bulamamiglardir.

Perimatrikste gelisen enflamasyonun siddetinin degerlendirilmesi i¢in Dornelles
ve ark. yine pediatrik ve erigkin kolesteatom dokularindan olugan kesitlerde
anjiogenez icin CD-31 ve metalloproteinaz (MP) aktivitesi icin MP-2 ve MP-9
duzeylerini incelemislerdir. Pediatrik grupta CD-31 ve MP duzeylerini istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiksek saptamislardir 9.

Kolesteatomda gelisen epitel proliferasyonu enflamasyon disinda bulylime
faktorlerinden de etkilenmektedir. Ozellikle epidermal blyume faktorinin
kolesteatom patogenezindeki rolii bir cok calismada gdsterilmistir 239, Alves ve ark.
pediatrik ve erigkin hastalari igeren bir grupta yaptiklari ¢galismada epidermal bluyime
faktord reseptorini sadece bazal tabakada degil suprabazal tabakalarda da artmis
saptamislardir. Fakat epidermal biyume faktorii reseptorii ekspresyonu ile hasta

yas! arasinda bir iliski bulamamislardir “9.
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Proliferatif strecin aydinlatiimasina yonelik son yillarda ise yapilan mRNA ve
DNA calismalari dikkat cekmektedir.

Tum bu calismalar degerlendirildiginde kolesteatomun patogenezi oldukga
karisik suregleri icermektedir. Matriks ve perimatrikste gelisen histopatolojik ve
biyokimyasal olaylar sonugta kemik erozyonu ile sonuglanir. Mekanizmanin temel
bilesenleri ise artmig epitel proliferasyonu ve enflamasyondur. Bu sirecler klinigin
farkl ilerledigi pediatrik ve erigkin hastalarda ise ayri ayri degerlendirilmelidir.

Literatlr incelendiginde pediatrik hasta grubunun farkh ¢alismalarda farkli yas
gruplarini igerdigi gorulmektedir. Siklikla 18 yas ve alti hastalar bu gruba dahil edilse
de kabul edilmis bir sinir bulunmamaktadir. Ayrica kuguk cocukluk déneminde
gelismis kolesteatomun geng¢ erigkin hastalar ile ayni grupta degerlendiriimesi de
tartismaya acik bir konudur. Calismalarda 12, 14, 16 ve 18 yaslarinin Ust sinir olarak
alindig1 gorulmektedir.

Wetmore ve ark. 161 Kkolesteatomlu pediatrik hasta Gzerinde yaptiklar
incelemede insidansin zirve yaptigi yas araligini 6-10 olarak saptamiglardir “D),
Pediatrik kolesteatom Uzerine yapilmig bir diger genis seride ise yine benzer sekilde
insidansin zirve yaptigi yas ortalamasi 10,7 bulunmustur “?. Bazi yazarlar kiigiik
cocukluk doneminde saptanan kolesteatomlarin  konjenital kolesteatomun
progresyonu sonrasi gelistigini 6ne surmekte olsa da bu kanitlanabilmis bir teori
degildir.

Calismamizda pediatrik hasta grubu 18 yas alti olarak belirlendi. Fakat pediatrik
hasta grubu 12 yas ve alti ile 12 yas Ustu olarak 2 gruba ayrilarak
degerlendirildiginde iki grup arasinda OKRI, AK, KS, epitel kalinligi, Ki-67 ve
mikrodamar sayisi agisindan istatistiksel agidan anlamli fark bulunmadi. 9 hastadan
olusan 12 yas ve alti grupta 5 nuks gelisirken 16 hastadan olusan 12 yas ustl grupta
iIse 6 nuks gelisti.

Calismamizda kolesteatom dokusunun histopatolojik o6zelliklerinin hastalarin
klinik 6zellikleri ile degerlendiriimesi amaglandi. Klinik veriler OKRIi, AK ve KS ve
histopatolojik veriler de epitel kalinligi, Ki-67, CD-31 ve kaspaz-3 olarak belirlendi.
Literatlrde yer alan g¢alismalar dogrultusunda epitel kalinhgi ve Ki-67 degerleri epitel
proliferasyonu, CD-31 boyanan mikrodamar sayisi perimatriksteki enflamasyonu ve

kaspaz-3 degerleri ise epitel apoptotik aktivitesini gdostermektedir.

38



Kolesteatomun aktivitesini ve olusturdugu kemik erozyonunu degerlendirmek
icin OKRI, AK ve KS kullanildi. OKRI’'nde hastanin operasyon éncesinde otoresi, zar
perforasyonu, kolesteatom varhigi, orta kulak mukozasi, kemikgikler, 6ncesinde
cerrahi varligi ve sigara igimi gibi degiskenler kullanilarak bir skor belirlenir. OKRI ilk
kez 1994 yilinda Kartush tarafindan olusturulmus ve 2001 yilinda revize edilmistir
(18.19) Timpanoplasti prognozunu ve basarisini belirlemek icin kullanilmaktadir.

Calismamizda OKRI pediatrik hastalarda eriskin hastalara kiyasla daha diisiik
saptandi fakat fark istatistiksel agidan anlamh bulunmadi. TTH bulunan grupta ise
istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek saptandi. Bu hasta grubunda orta kulak
mukozasinin AAH’a oranla daha fazla etkilenmis olmasi, granulasyon dokusu,
hiperplastik mukoza ve tekrarlayan otore ataklari olusturarak OKRIi skorunu
arttirabilecegi disinlldi. Korelasyon analizlerinde OKRI ile AK ve KS arasinda
pozitif yénde anlamli korelasyon elde edildi. Bu korelasyon degerlendirildiginde OKRI
skoru fazla olan hastalarda kemik erozyonunun fazla olabilecegi diisiinilebilir. OKRI
ile diger patolojik skorlar arasinda ise anlamli korelasyon saptanmadi.

Austih-Kartush Siniflamasi ise ilk kez 1972 yilinda Austin tarafindan
olusturulmus kemikgik defektlerini 4 gruba ayiran bir siniflamadir 17 Malleus uzun
kolu ve stapes suprastruktiranin varligr degerlendirilir. 1994 yilinda Kartush
tarasindan stapes taban fiksasyonu ve kemikgiklerin attikte fiksasyonu siniflamaya

eklenerek revize edilmistir 9.

Osiklloplastide kullanilan bu siniflama kemik
erozyonunun durumuna dayali bir sistem olsa da kolesteatomda gelisen kemik
defektlerinin yayginligini belirlemek icin degil asil olarak igitme esiklerini etkileyen
temel anatomik noktalar igerir. AK siniflamasi hastalarin klinik skorlarinda bir
degisken olarak calismaya alinmistir. Calismamizda AK skoru osikuloplasti basarisi
ya da isitme sonuglarini karsilastirmak igin degil kolesteatomun olusturdugu kemik
erozyonunun bir gostergesi olarak ¢alismaya dahil edildi.

Calismamizda AK TTHI bulunan ve ADIM uygulanan hasta gruplarinda
istatistiksel acgidan anlamh sekilde ylksek bulundu. TTH bulunan hastalarda
mezotimpanum tutulumu nedeniyle kemik defektlerinin fazla olmasi, AK skorunun bu
grupta yuksek saptanmasini agiklayabilir. Fakat KS, AAH grubunda AK skoru kadar
yuksek saptanmadi. Bu nedenle hastalik tipinin kemik erozyonu Uzerinde belirgin

etkisinin olmadigi sdylenebilir. OKRI skorunun TTH grubunda yiiksek olmasi ise orta
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kulak mukozasinin TTH'da daha fazla etkilenmesi ve olugturacagi akintili donemler
ile OKRI skorunu arttirmis olabilece@i disiinildi. Erigkin ve pediatrik hastalar
karsilastirildiklarinda ise AK skoru erigkin grupta yiuksek bulunmasina karsin fark
istatistiksel acidan anlamli bulunmadi.

Korelasyon analizlerinde AK ile OKRI ve KS arasinda pozitif ydnde anlamli
korelasyon saptandi fakat bu bilgi degerlendirilirken AK skorunun OKRI igerisinde yer
alan bir parametre oldugu unutulmamalidir. AK skorunun diger patolojik veriler ile
istatistiksel olarak anlamli korelasyonu bulunmadi.

Calismamizda kemik erozyonunu incelemek igin orta kulak kemikgikleri, fasyal
kanal, LSSK ve tegmen defektlerini iceren bir skorlama sistemi kullanildi. ‘Kemik
skoru’ olarak isimlendirilen bu sistemde herbir kemikgik igin kismi erozyon 1 ve tam
erozyonun 2 puan ile, fasyal kanal, LSSK ve tegmen defektlerinin kismi erozyonunun
gosterilememesi nedeniyle bu alanlarda saptanan defektler 2 puan ile skorlandi.
Sonug olarak herbir hasta icin 0 ile 12 arasinda degisen bir sonug elde edildi. KS
erigskin hasta grubunda yuksek saptanmasina ragmen fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmadi. KS ile diger parametreler arasinda yapilan korelasyon analizlerinde ise
pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi. Kemik skoru ile patolojik parametreler
arasinda ise korelasyon bulunmadi.

Daha 6nce yapilan birgok farkli galismada orta kulak kemikgikleri, fasiyal kanal,
LSSK ve tegmen defektleri kullaniimig fakat kemik erozyonunun agirligini gésterecek
rakamsal bir veri olusturulamamistir 3-46),

Mallet ve ark. kemik erozyonunu gostermek igin tek bir kemikgik erozyonu varsa
hafif, birden ¢ok kemikcik erozyonu varsa ya da tegmen, LSSK, fasiyal kanal,
sigmoid sinus duvarlarinda kemik defekt var ise agir kemik erozyonu olarak

degerlendirmislerdir  “7.

Calismalarinda kemik erozyonunu kolesteatomdaki
proliferasyon ile karsilastirmislar ve proliferasyon markiri olarak Ki-67 kullanmiglardir.
Sonug olarak agir kemik erozyonu bulunan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde
Ki-67 skorlarini yiksek saptamiglardir. Ayni galismada 17 yas alti gurubu 17 yas Ustu
ile karsilastirdiklarinda pediatrik hastalarda Ki-67 skorlarini yiksek bulmalarina
karsin bu fark istatistiksel olarak anlaml dedgildir.

Wang ve ark. 155 kolesteatomlu hasta tzerinde yaptiklari ¢galismalarinda kemik

erozyonu icin fasyal kanal, LSSK ve tegmen duvarlarini degerlendirmislerdir “2.

40



Calismada fasyal kanal dehissansini % 29,7 , LSSK defektini % 5,2 ve tegmen
defektini % 16,8 saptamislardir.

Bu 3 kemik olusumu degerlendiren bir diger calisma ise Ozbek ve ark.
tarafindan 2009 yilinda yapilmistir (“4), Calismada toplam 265 kronik otitli hastayi
incelediklerinde fasiyal kanal erozyonunu %21,1 siklikta gozlemisler (56 hasta) fakat
kolesteatomlu kronik ofitli 118 hastada ise fasiyal kanal erozyonunu %37,2 siklikta
saptamiglardir. 68 hastadan olusan pediatrik grupta fasiyal kanal erozyonunu 7
hastada (%10,3), 197 hastadan olusan erigskin grupta 49 hastada izlemislerdir
(%24,9). Calismada 12 LSSK dehissansi saptamiglar (%4,5) ve bu hastalarin
10’'unda fasyal kanal erozyonunun eslik ettigini tespit etmislerdir. LSSK dehissansi
pediatrik grupta %2,9 (2 hasta) ve erigkin grupta %4 (8 hasta) saptamiglardir. Ayni
calismada 4 hastada tegmen defekti saptamiglar ve bu hastalarin hepsinin
kolesteatomlu kulak oldugunu ve ayni zamanda LSSK ile fasiyal kanal defektinin de
eslik ettigini gozlemislerdir.

Fasiyal kanal dehissansini inceleyen galismalarda ise defektin dogumsal mi ya
da kronik otite mi bagli oldugunu anlamak her zaman mumkuin degildir. Histolojik ve
anatomik calismalarda yapilan temporal kemik diseksiyonlarinda Fallop kanal
dehissanslari %25-57 arasinda degisen oranlarda saptanmistir “®. Bu oran klinik
calismalarda daha dusuktur ¢inki operasyon sirasinda otomikroskop ile fasiyal
kanal dehissanslarinin saptanmasi daha zordur.

Li ve ark. 1996 yilinda stapes cerrahisi uygulanmis 1465 hasta Uzerinde
yaptiklari ¢calismada fallop kanal dehissanslarinin sikligini %11,4 saptamiglardir (49),
Kolesteatomlu kulaklarda gozlenen fasiyal kanal dehissansi Uzerine yapilmis
calismalarda ise Selesnick ve ark. 67 kolesteatomlu kulakta %33, Lin ve ark. 117
kolesteatomlu kulakta %33,3, Moody ve ark. 416 kolesteatomlu kulakta %18,8 ve
Magliulo ve ark. 336 kolesteatomlu kulak icerisinde 16 yas alti grupta %7,8 ve erigkin
grupta %29,5 saptamiglardir 462952,

LSSK dehissansini inceleyen ¢alismalarda Magliulo ve ark. 1205 kolesteatomlu
kulak icerisine yaptiklari arastirmada 71 hastada LSSK’da ve 9 hastada otik kapsulin
birden ¢ok bolgesinde yerlesmis fistiiller izlemislerdir ®. Gersdorff ve ark. ise kronik
otitis media nedeniyle cerrahi uygulanan grupta %7 siklikta labirent fistull

saptamiglar ve %61’inde fistiliin LSSK yerlesimligi oldugunu izlemislerdir ®4),
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Calismamizda 61 hastanin %23’unde (14 hasta) fasiyal kanal, %18’'inde (11
hasta) LSSK ve %6,6'sinda (4 hasta) tegmen defekti izlendi. Pediatrik hasta
grubunda fasiyal kanal dehissansi % 16 (4 hasta), LSSK dehissansi % 16 (4 hasta)
ve tegmen defekti % 4 (1 hasta) oraninda saptandi. Erigskin grupta bu rakamlar
sirasiyla % 27,8 , % 19,4 ve % 8,3 olarak elde edildi. Bu sonuglar daha 6nce
yapilmig benzer calismalar ile uyumlu olmakla birlikte erigskin hastalarda fasyal kanal,
LSSK ve tegmen defektleri daha fazladir. Bu durum kolesteatom varliginin zamanla
¢evre dokuda kemik erozyonu geligimini artirmasinin bir sonucu olabilir.

Kolesteatom patogenezinde en onemli mekanizmalarin basinda kontrolsuz
hicre proliferasyonu gelir. Bazal membranin Uzerinde bulunan epitelin en derin
tabakasi germinatif tabakayi olusturur ve surekli bolinen hicreler perifere dogru
hicre gogu ile ilerler. Bu go¢ sirasinda hicre sitoplazmasinda sitokeratin birikimi
gOzlenir. En dig katmanda yani stratum korneumda tamamen aselller bir keratin
kimesi gelisir. Bazal tabakadan perifere dogru ilerleyen bu go¢ sirasinda epitel
diferansiyasyona ve proliferasyona ugrar. Eger proliferasyon fazla ise epitel hicreleri
olgunlasmadan perifere ilerleyecek ve dolayisiyla selller tabakanin genisligi
artacaktir. Kolesteatomda kontrolsiz bir sekilde gelisen bu epitel proliferasyonu
uzerine yapillmis calismalarda hdcre mitozunu gosterebilmek igin immunomarkir
olarak Ki-67 kullanilmistir.

Ki-67 hucre siklusunun G1, S, G2 ve M fazlarinda saptanan proliferasyonun

kuvvetli bir gostergesidir ©3®)

. Bujia ve ark. tarafindan 1996 yilinda yapilan bir
calismada pediatrik hasta grubunda erigkin ve normal dis kulak yolu cildine kiyasla
anlamli olarak fazla saptanmis ve pediatrik kolesteatomun agresif seyrinden sorumlu
olabilecegi diistinilmustur ©®.

Mallet ve ark. Ki-67 dederlerini, kemik destriksiyonu ve yogun inflamasyonu
bulunan hastalarda anlaml sekilde yiiksek bulmuslardir “”. Fakat Welkoborsky ve
ark. ise yine Ki-67 markirini kullanarak yaptiklari analizde osikuler zincir hasari ile
proliferasyonun iliskili olmadigini gézlemislerdir 7.

Calismamizda pediatrik hastalarin Ki-67 duzeyleri erigskin hastalara kiyasla
istatistiksel olarak anlaml sekilde duguk saptandi. Epitel kalinhgi degerlendirildiginde
benzer sekilde pediatrik grupta anlamli olarak dusuk bulundu. Bu sonug pediatrik

hastalarda epitelin hiperproliferatif 6zelliginin eriskin gruba kiyasla daha dusuk
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oldugunu gostermektedir. Nuks gelisen ve gelismeyen gruplar arasinda
degerlendirildiginde ise nuks etmeyen grupta Ki-67 degerleri yuksek bulundu. Nuks
etmeyen grupta erigkin hastalarin fazla olmasi ve erigkin grupta nuks oranlarinin
dusuk ve Ki-67 duzeylerinin yiksek bulunmasi bu ters iligkiyi agiklayabilir. Korelasyon
analizlerinde Ki-67 skoru patolojik verilerden sadece epitel kalinligi ile korele
saptandi. Klinik parametrelerin higbirinde Ki-67 ile korelasyon bulunmadi.

Kolesteatom epitelinde artan proliferasyon epitel hdcrelerinin
diferansiyasyonlarini tamamlamadan perifere ilerlemesine neden olur ve bu sekilde
epitel kalinhg1 artar. Calismamizda epitel kalinhgi ile Ki-67 skorlarinin korele
bulunmasi bunu desteklemektedir. Epitel kalinhgi da Ki-67’ye benzer sekilde erigkin
grupta anlamh oranda artmis saptandi. Yine nlks gelismeyen hasta grubunda
artarken bu fark anlamli bulunmadi. Korelasyon analizerinde ise epitel kalinliginin Ki-
67 disinda patolojik ya da klinik parametreler ile korelasyonu bulunmadi.

Kolesteatomda gelisen hipoksik surecin inflamatuar reaksiyonlari artirdigi ve
inflamatuar hicrelerden salgilanan buyume faktérlerinin  anjiogenezi tetikledigi
uzerinde durulmustur. Perimatrikste artan anjiogenez Uzerinde yapilan g¢alismalarda
Stammberger ve ark. faktor 8 seviyelerini incelemigler ve kolesteatomda normal cilde
oranla artmis faktor 8 duzeylerine ulagmislardir ®9 " sudhoff ve ark. yaptiklari
calismada kolesteatom dokusunda artmig anjiogenezden sorumlu B-FGF, TGF
(transforming growth factor)-a, TGF-1 ve VEGF gibi bliyime faktorlerini hem dis
kulak yolu cildine hem de orta kulak mukozasina oranla artmig saptamislardir 56),

TUmor anjiogenezi Uzerine yapiimis ¢alismalarda damar endotelinde bulunan
bir immunomarkir olarak CD-31 tanimlanmistir. Diger anjiogenez markirlarindan farki
olarak lenfatik damarlarda bulunmamaktadir ‘%%, Kolesteatom dokusunda 6zellikle
perimatrikste artan enflamasyon ve anjiogenez CD-31 degerleri ile gdsterilebilir.
Artan CD-31 bu nedenle kolesteatom aktivitesinin biyolojik markirlarindan biri
saylimistir 112,

Dornelles ve ark. 60 pediatrik ve 60 erigkin hastayi karsilastirdiklari ¢calismada
pediatrik hasta grubunda CD-31 seviyesini perimatrikste anlamli oranda yuksek
saptamislardir @, Ayni galismada metalloproteinazlarin da (sitoplazmik ve nikleer
MMP2 ; MMP9) ylksek saptanmasi gerekgesiyle CD-31'i enflamasyonun derecesi ile

iliskilendirmislerdir.
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Jin ve ark. epidermal biyume faktori reseptori ve CD-31 dizeyleri Uzerine
yaptiklari ¢calismada 32 kolesteatom dokusunu 6 postaurikular cild dokusu ile

karsilastirmislardir 2,

Epidermal buyume faktori reseptérini  kolesteatom
dokusunda istatistiksel agidan anlamh olmasa da yiksek saptamislardir. CD-31
diizeylerini  ise kolesteatom dokularinda cilde oranla anlamh olarak yuksek
saptamislar ve bilylime faktorii reseptorii seviyeleri ile korele izlemislerdir 2.

Calismamizda ise CD-31 immunomarkiri ile boyanmis mikrodamar sayisi
pediatrik hasta grubunda anlamli olarak yuksek bulundu. Nuks gelisen ve gelismeyen
gruplar arasinda ise fark saptanmadi. Korelasyon analizlerinde mikrodamar sayisi ile
hicbir klinik ya da histopatolojik parametre arasinda korelasyon bulunmadi.

Kolesteatom dokusunun hiperproliferatif 6zelligini yansitan bir diger bulgu
artmis apoptotik aktivitedir. Stratum bazalede baslayan ve aselller keratin
tabakasina kadar devam eden epitel gogu bazalde artmig hicre siklusu ve periferde
artmis apoptoz ile karakterizedir “**®. Apoptotik reaksiyonlarda sistein proteaz
ailesinden kaspazlar sorumludur ve kaskadin aktivasyonu ile son basamakta
apoptotik nikleazlar aktiflesir. Kaskadin ilk basamaklarinda timaor nekroz faktori alfa
tarafindan aktiflestirilien kaspaz-8, kaspaz-3'ii ve son asamada kaspaz-3 apoptotik
niikleazlari tetikler ®©.

Huisman ve ark. kolesteatom spesmenlerinde kaspaz-3 seviyelerinde ilimh bir
yukseklik saptamiglardir ®7), Miyao ve ark. yaptiklari ¢alismalarinda kolesteatomda
kaspaz-3 aktivitesini artmis saptanmiglardir. Artmis apoptozun sonucunda daha fazla
keratin debrisin  biriktigini ve bu debrisin inflamasyonu arttirabilecegini
dustinmuslerdir ©.

Calismamizda pediatrik hastalarda kaspaz-3 pozitifligi erigkin hastalara oranla
istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmis bulundu. Niks gelisen ve gelismeyen
gruplar arasinda ise fark saptanmadi.

Calismanin kisitlayici 6zellikleri genel olarak degerlendirildiginde en 6nemli bulgu
mastoidektomi uygulanan hasta sayisinin fazla olmasina karsin incelenebilen doku
orneklerinin ¢ok daha az olmasidir. Mastoidektomi uygulanan her hastadan
histopatolojik inceleme i¢in 6rnek alinmamig olmasi ya da alinan Orneklerin tam
kalinlikta epitel dokusunu igermemesi bu durumun en buylk gerekgesidir. TUm

hastalardan ameliyat sirasinda matriksi ve perimatriksi iceren doku o&rneklerinin
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alinmasi ileride yapilabilecek ¢alismalar igin alt yapi olusturulmasinda ¢ok énemlidir.
Hatta alinan orneklerin formol disinda -80C derecede saklanmasi mRNA ve DNA
calismalarina olanak saglayacaktir. Sinirlayici bagka bir faktor ise geriye donuk
yapilan bu calismada hastalarin dig kulak vyollarindan ya da postaurikular
insizyonlarindan cilt érneklerinin alinmamis olmasi ve histopatolojik verilerin normal
cilt ile karsilastirlamamasidir. Ayrica tUm ameliyatlarin ayni hekim tarafindan
yapillmamis olmasi, hekim tecriibesi ve uygulanan cerrahi tekniklerin ntks oranlarini
etkileyebilecegi g6z 6nunde bulunduruldugunda yine calismayi sinirlandiran bir
Ozellik olarak sayilabilir.

Sonu¢ olarak kolesteatom dokusu artmig proliferasyon ve enflamasyon
Ozelikleri tasiyan ve bu Ozellikleri ile gevre dokuda kemik erozyonu olusturan bir
hastaliktir. Kolesteatomun aktivitesini yansitan klinik ve biyolojik parametreler
hastaligin patofizolojisi ve prognozundaki degigkenleri belirleyebilir. Bu konuda
yapilmis bir cok gcalismada pediatrik kolesteatomun erigkinlere kiyasla daha agresif
seyirli oldugu, niks ve komplikasyon oranlarinin fazla oldugu saptanmistir.

Calismamizda pediatrik hasta grubunda nuks oranlarinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde artmis oldugunu gorduk. Fakat bu fark klinik ve patolojik skorlarda
beklenen sekilde korele bulunmadi. Aksine tum klinik skorlar erigkin hasta grubunda
artmis saptand. istatistiksel olarak anlamli olmasa da AK ve KS'nin erigkin grupta
yuksek olmasi ve epitel kalinhdi ile Ki-67 gibi proliferasyon ile iligkili parametrelerin
anlamli sekilde eriskin hastalarda ylksek c¢ikmasi, pediatrik kolesteatomlarin agresif
seyrinden kolesteatomun biyolojik aktivitesinin sorumlu olmadigini gostermistir.

Erigkin hastalarda kemik erozyonunun epitel kalinhigi ve Ki-67 gibi proliferasyon
markirlari ile birlikte artmis saptanmasi proliferatif strecin kemik erozyonuna sebep
oldugunu dusundurebilir fakat kemik skorlar ile Ki-67 ve epitel kalinhgl arasinda
korelasyon bulunmamasi bu iligkiyi zayiflatmaktadir.

Pediatrik grupta ise sadece CD-31 ile boyanan mikrodamar sayisi perimatrikste
yuksek saptandi ve mikrodamar sayisinin artmis enflamatuar sireci temsil ettigi
dusundlirse kemik erozyonunun bu grupta artirmasi beklenirdi fakat kemik erozyonu
pediatrik grupta fazla olmadigi gibi CD-31 skorlari da kemik skorlari ile korele

bulunmad..
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Tum bu parametreler g6z o©6ninde bulundurulursa pediatrik hastalarda
kolesteatomun biyolojik aktivitesinin eriskinden daha agir oldugu dusunulemez.
Kolesteatomda gelisen kemik erozyonunun ise proliferatif 6zellikler géz o6nunde
bulundurularak daha ayrintil ¢galismalarla incelenmesi gerekmektedir. GUnumuzdeki
bilgiler 1g1ginda kemik erozyonunu kolesteatomun biyolojik 6zellikleri etkilese dahi en
onemli parametre hastaligin suresidir ve bu nedenle erigskin hastalarda kemik

destruksiyonu artmigtir.

46



8. SONUC VE ONERILER

Pediatrik kolesteatomda nuks oranlan literatirdeki diger calismalar gibi bu
calismada da yuksek saptandi. Kolesteatomun proliferatif 6zelligini yansitan epitel
kalinhg! ve Ki-67 gibi veriler ise erigkin hasta grubunda daha yUksek bulundu. Bu
sonuglar ile galismamiz kolesteatomun agresif seyrini artmis proliferasyona baglayan
calismalari desteklememektedir.

Pediatrik hasta grubunda CD-31 ile boyanmig mikrodamar sayilarinin artmis
bulunmasina karsin bu grupta kemik erozyonu erigkin hastalara oranla daha dusuk
izlendi. Bu nedenle artmis mikrodamar sayisi ile kemik erozyonunu arasinda bir iligki
saptanmadi.

Korelasyon analizlerinin sonuglarinda ise klinik ve histopatolojik veriler arasinda
kuvvetli bir iligki izlenmedi.

Sonuc¢ olarak kolesteatomun Klinik seyri histopatolojik ve histomorfolojik
Ozelliklerinden ¢ok hastaligin suresi ile iligkili olabilir. Pediatrik kolesteatomda nuiks
oranlarinin  yuksek olmasini  kolesteatomun histopatolojik  oOzellikleri ile
aciklayabilecek bulgular elde edilmedi.

Patofizyolojik slreclerin aydinlatiimasinda daha énce alinmis doku orneklerinde
yapilan ¢alismalar ile dnemli ilerlemeler saglanmasina ragmen bu sureclerin neden
sonug iligkisini daha iyi ortaya koyabilmek icin taze dondurulmug dokular Uzerinde

yapilacak mRNA calismalari 6nemli yer tutacaktir.
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