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OZET

Calismamizda edinilmis kolesteatomasi olan hastalarda temporal kemik
yapilarindaki yikim, orta kulak kemikg¢ik yapilarindaki yikim ve kolesteatoma
yaygmlhigi ile BMPs, BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 ekspresyonu arasindaki iliskinin
saptanmasini amaclanmistir.

Calisma kolesteatomali ve kolesteatomasiz kronik otit nedeni ile opere
edilen toplam 80 olgu lizerinde yapilmistir. Hastalar calisma ve kontrol grubu
olmak tiizere iki gruba ayrilmistir. Calisma grubu primer edinilmis kolesteatomali
kronik otitli hastalardan, kontrol grubu kolesteatomasiz kronik otitli hastalardan
olugsmaktaydi. Calisma grubu i¢in kolesteatoma dokusundan ve dis kulak yolu
cildinden, kontrol grubu i¢in dis kulak yolu cildinden 6rnekler alinmigtir. BMPs,
BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 ekspresyonu dlciimiinde RT PZR yontemi kullanilmistir.
Doku orneklerinden RNA izolasyonu yapilmis ve PZR ¢alisilmistir.

Calisma ve kontrol gruplarinin dis kulak kanali cildinde BMP ekspresyonu
varlig1 ile karsilasilma oranlarmna bakildiginda BMPs, BMP-2 ve BMP-6’da ¢alisma
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilirken (p<0.05), BMP-4’de ise
anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p>0.05). Kolesteatoma dokusunda BMP
ekspresyonu varligi ile karsilasilma oranlarina bakildiginda ¢alisma grubunda BMPs,
BMP-2 ve BMP-6’da istatistiksel olarak anlamli bir pozitiflik bulunmustur (p<0.05).
BMP-4’de ise anlamli bir pozitiflik tespit edilememistir (p>0.05). Calisma grubunda,
kolesteatoma dokusunda ve dis kulak kanali cildinde BMPs, BMP-2, BMP-4 ve
BMP-6 eksperesyonu varligma gore kemik yapilardaki yikim, kemikgik
yapilarindaki yikim ve kolesteatoma yayginligi degerlendirildiginde, istatistiksel
olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p>0.05). Inkus+malleus+stapeste yikim
olan grupta kolesteatoma dokusunda BMPs eksperesyonunda istatistiksel olarak
anlamli pozitiflik tespit edilmistir (p<0.05).

BMPs, BMP-2 ve BMP-6 ekspresyonu kolesteatoma dokusunda yiiksek
bulunmustur. Ayrica tim kemikgiklerin yikima wugradigi olgularda BMPs
ekspresyonu pozitifliginin  istatiksel anlamlilikta olmasi, bu belirteclerin

kolesteatoma agresifligini degerlendirmede rolii olabilecegi fikrini vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolesteatoma, Ekspresyon, Bone Morfogenetik Protein
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ABSTRACT

THE EFFECT OF BMP-2, BMP-4 AND BMP-6 ON BONE DESTRUCTION
OF CHOLESTEATOMA PRESENCE

The aim of our study was to investigate the relation between the destruction
of temporal bone structures, ossicular chain destruction, and dissemination of
cholesteatoma and the expressions of BMPs, BMP-2, BMP-4 and BMP-6 in
patients with acquired cholesteatoma.

This study was perfomed in total of 80 patients with cholesteatoma and
without cholesteatoma who underwent surgery due to chronic otitis media. The
patients were grouped as study and control group. The study group was consisted of
patients with primary acquired cholesteatoma, and the control group was consisted of
chronic otitis media patients without cholesteatoma. The samples were obtained from
cholesteatoma tissue and external acoustic meatus skin in study group patients and
were obtained from only external acoustic meatus skin in control group patients. The
RT PZR method was used to measurement of BMPs, BMP-2, BMP-4 and BMP-6
expressions. PZR was studied by isolation of RNA from the tissue samples.

When the expressions of BMP in external acoustic meatus skin were
compared between study and control group, the BMPs, BMP-2 and BMP-6 were
statistically significant relation in study group (p<0.05), but BMP-4 was not
significant (p>0.05). When the expression of BMP in cholesteatoma tissue was
investigated in study group patients, BMPs, BMP-2 and BMP-6 were determined as
statistically significant positivity (p<0.05), but no significant positivity for BMP-4
(p>0.05). In study group, there was no statistically significance between the
expressions of BMPs, BMP-s, BMP-4 and BMP-6 in cholesteatoma tissue and
external acoustic meatus skin, and temporal and ossicular chain destruction and
dissemination of cholesteatoma (p>0.05). The statistically significance positivity for
BMPs expression in cholesteatoma tissue was determined in patients with destruction
of incus+malleus+stapes (p<0.05).

The expressions of BMPs, BMP-2 and BMP-6 were elevated in
cholesteatoma tissue. Furthermore, the positivity of BMPs expression were
statistically significant in patients with destruction of all ossicles, and we think that

this marker can be used to evaluate the aggressiveness of cholesteatoma.

Key words: Cholesteatoma, Expression, Bone morphogenetic proteins
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1. GIRIS

Stipiiratif otitis media, siniflamasi 1850’lere dayanan bir hastaliktir. Kramer
1849°da, William Wilde 1853’te, perforasyonun varligi ve yokluguna gore kronik
otitis mediay1 (KOM) tanimlamislardir. Ayni1 donemlerde Joseph Toynbee, akintinin;
1894 yilinda Adam Politzer ise siipiirasyonun varligi ve yokluguna gore siniflamalar
yapmislardir (1). Kronik stipiiratif otitis media (KSOM) komplikasyonlar1 ciddi ve
yasami tehdit edici bir problemdir.

Petit 1790°da, ilk olarak eksfoliatif mastoidektomiyi tanimlamistir. Bilimsel
prosediirlii mastoidektomiyi ilk kez 1873’de Schwartze bildirmistir. Gowers 1886°da
ilk basarili beyin apsesi cerrahisini gerceklestirmistir (2). Lateral siniis trombozu
(LST)’nun cerrahi tedavisi Oncesi mortalite %100 iken, erken cerrahinin
uygulanmasiyla bu oran ¢ok diismiistiir (2). Otitik hidrosefali orta kulak
enfeksiyonunun nadir bir komplikasyonudur ve ilk kez 1931°de Symonds tarafindan
tanimlanmigstir (2).

Gelisen teknikler ve antibiyoterapiye ragmen otitis media komplikasyonlari,
glinlimiizde hala 6liimcil seyrettiginden 6nemini korumaktadir. Erken tani, kisinin
prognozunu anlamli derecede etkilediginden bu konuda dikkatli olmak ve
komplikasyon olasiligini her zaman g6z oniinde tutmak 6nemlidir (3).

Kolesteatoma ektopik bazal germinatif tabakanin siirekli lirettigi deskuame
epitelin ve stratum korneumdan gelen keratinin temporal kemigin havali bosluklari
ve kulak zari icinde birikmesidir (4). Kolesteatoma, hiperproliferatif epitelin
keratin ile birlikte progresif olarak birikimi ile karakterize, benign olmasina
ragmen destriiktif olan bir orta kulak tiimdridiir (5). KSOM’ya bagli gelisen
intrakranial ve ekstrakranial komplikasyonlarin kolesteatomali kronik otitli
olgularda ¢ok daha sik oldugu gosterilmistir (6).

Bone morfogenetik proteinleri (BMP) ilk defa Marshall Urist tarafindan
1960°da tanimlanmis, kemiricilerde ektopik kemik, kartilaj formasyonu ve konnektif
doku olusumunu artirdig: tespit edilmistir (7). Marianne ve ark.’nin (8) yaptiklar1 bir
calismada kolesteatomalarda BMP-2 ekspresyonunun arttigi saptanmastir.

(Calismamizda kolesteatoma dokusunda genel BMP (BMPs), BMP-2, BMP-
4 ve BMP-6 cekspresyonunun edinilmis kolesteatoma agresifligine etkisi

arastirilmis, edinilmis kolesteatomali hastalarin preoperatif goriintiilemelerindeki



ve operasyon esnasinda direk klinik muayenedeki yayilim dereceleri, kemikgik ve
kemik destriiksiyonu ile BMPs, BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 ekspresyonu arasindaki
iliskinin saptanmas1 amaglanmistir.

1.1. Kulak Embriyolojisi

1.1.1. D1s Kulagin gelismesi

D1s kulak, kulak kepgesi ve DKK’dan olusmustur. Bu yapilar birinci ve ikinci
brankial arkuslar ile birinci farengeal cepten olusurlar. Embriyolojik yasamin ti¢lincii
haftasinda birinci ve ikinci arkuslardan His’in tomurcuklar1 diye isimlendirilen alt1
tomurcuk olusur. {lk {i¢c tomurcuk birinci brankial arkusdan, son ii¢ tomurcuk ikinci
brankial arkustan olusur. His tomurcuklarmin birlesmesi ile 12’nci haftada kulak
kepgesi olusur. Erigkin seklini 20°nci haftada alir. Dokuz yasinda eriskindeki
caplarma erisir (9).

Birinci arkus birinci tomurcuk - Tragus

Ikinci tomurcuk - Krus heliks

Ucgiincii tomurcuk - Heliks

Ikinci arkus dordiincii tomurcuk - Antiheliks

Besinci tomurcuk - Antitragus

Altinc1 tomurcuk - Kulak kepgesi lobiili

Embriyolojik yasamin sekizinci haftasinda DKK birinci farengeal cebin
derinlesmesi ile baslar. Epitel doku ile 12’nci haftada doldurulur. Kanal 28’inci
haftada rekanalize olur. Rekanalize olmasinda bozukluk oldugu taktirde, kanal
darlig1 veya kanal atrezisi meydana gelir. DKK’nin kemiklesmesi ii¢ yasinda
tamamlanir ve dokuz yasinda erigkin seklini alir. Brankial ektoderm ile farengeal
endodermin kars1 karsiya geldigi bolge timpanik membrani olusturur. Kulak zar1 ii¢
tabakanin birlesmesinden olusur. En dista ektodermal epitel, ortada mezodermal
fibroz doku, icte endodermal mukoza vardir. 28 haftalik embriyoda kulak zar1 belli
olur (9).

1.1.2. Orta Kulagin Gelismesi

Orta kulak ve dstaki borusu birinci farengeal cebin disa dogru biiylimesinden
olusur. Birinci farengeal cep liciincli haftadan baslayarak disa dogru bir oluk seklinde
gelisir. Birinci ve ikinci brankial arkuslar arasindaki bu oluk dar ve uzun bir boru
halini alir. Buras1 6staki borusunu yapar. En distaki yuvarlak kisim orta kulagi yapar.

Dort- altinci haftalar arasinda orta kulak boslugunun alt kismi olusur. Orta kulak



boslugundaki kaslarin tendonlari, korda timpani ve mukoza plikalar1 3-7. aylar
arasinda olusur. Orta kulak gelisimi yaklasik olarak 30’uncu haftada tamamlanir.
Orta kulak kemikgikleri birinci ve ikinci brankial arkuslarin mezoderminin kondanse
olmasiyla gelisir. Birinci brankial arkus mezoderminden malleusun bas ve boynu,
inkusun govde ve kisa kolu, anterior malleolar ligament, sfenomandibuler ligaman ve
mandibula gelisir. Ikinci brankial arkusun mezoderminden manibrium mallei,
inkusun uzun kolu, stapes, styloid proses, stylohyoid ligaman ve hyoid kemik gelisir.
Stapes tabaninin endoteli kulak mukozasini teskil etmek i¢in kemikgikler etrafini ve
orta kulak boslugunu orter (10).

Antrum 22°nci haftada gelisir ve 34’lncii haftada yaklagik olarak
tamamlanmis olur. Dogumdan sonra pnématizasyonu tamamlanir. Dogumda, sadece
orta kulak boslugu ve antrum mevcuttur. Dogumdan sonra mastoid kemik ve mastoid
hiicreler olusur. Mastoid kemigin pndmatizasyonu dogumla baslar ve 5-6 yaslarinda
tamamlanir (10).

1.1.3. i¢ Kulagin Gelismesi

Embriyonal yasamm 3’lincii haftasinda, ektodermden gelisen isitme
c¢ukurundan olusur. Bu isitme gukuru derinleserek bir kese halini alir. Buna otik
vezikiil denir. Otik vezikiil daha sonra koklea, semisirkiiler kanallar ve vestibiili
meydana getirecek sekilde degisiklige ugrar. I¢ kulak taslagi baslangictan itibaren
bag dokusu ile c¢evrilidir. Bu bag dokusu daha sonra igte jelatindz, dista kikirdak
olmak iizere 2 tabakaya ayrilir. Bu iki tabakanin birbirinden ayrilmasiyla perilenfatik
aralik olusur. Jelatingz tabaka zar labirenti, kikirdak tabaka kemik labirenti olusturur.
I¢ kulagin gelisimi embriyonel gelisimin iigiincii haftasinda baslayip, 28’inci
haftasinda sonlanir. Bu nedenle gebeligin ilk {i¢ ayinda maternal sebeple (toksik veya
enfeksiy6z) i¢ kulagm agenezisine bagli olarak konjenital sagirlik meydana gelir
(10).

1.2. Kulak Anatomisi

Isitme organmi, denge orgam ile birlikte temporal kemik i¢inde yerlesmistir.
Ug kistmdan olusur:

D1s kulak

Orta kulak

Ickulak



1.2.1. Temporal Kemik

Temporal kemik kafatasinin yan ve alt duvarlarinin bir kismini olusturur.
Temporal kemigin petr6z parca, mastoid parca, timpanik parca ve skuamdz parca
olmak tizere dort ayr1 pargasi vardir (11).

1.2.1.1. Skuaméz Parca

Kafatasinin yan duvarmin bir kismini olusturur. Diiz olan dis ylizeyine
temporal kas yapisir. Dis yiiziin alt kismindan processus zygomaticus adi verilen bir
cikint1 6ne dogru uzar. Bu ¢ikintinin alt kisminda mandibuler fossa bulunur. Dig
yliziin arka kisminda Arteriya Temporalis Media’ya ait bir sulcus bulunur. Skuaméz
parcanin i¢ yiizii orta kafa ¢cukuru ile komsudur (11).

1.2.1.2. Mastoid Parca

Temporal kemigin arka ve iist kisminda yer alir. Skuaméz parcanin petroz
parca ile birlesmesinden meydana gelen petroskuamoéz siitiir, zigomatik kokten
asagiya dogru uzanir. Buna linea temporalis superior adi verilir. Orta kafa ¢gukurunun
alt kismmin smirmni yapar. Di1s kulak yolunun arka tist kisminda kiiciik bir kemik spin
bulunur. Bu spine suprameatal spine veya Henle spini denir. Bu spinin arkasinda
lamina cribrosa adi verilen delikli bir kisim vardir. Mastoidin i¢ yiiziinde bir oluk
bulunur, buna sigmoid sulkus denir. Bu sulkusa sigmoid siniis yerlesir. Mastoid
parcanin iist ylizeyinde antrumu Orten ince bir kemik tabakasi vardir. Buna tegmen
mastoideum denir. Arkada, petroz parganin arka yilizii ile birlikte arka kafa
cukurunun 6n sinmrmi yapar. Mastoid kemik hava bosluklariyla doludur. Bu hava
bosluklarinin en 6nemlisi, her zaman bulunan antrumdur (11).

Mastoid pnomatizasyonu antrumdan ¢evreye dogru yayilir. Pndmatizasyon
skuamoz ve petréz kemiklere de yayilir. Bu iki kemik birbirinden petroskuamozal
lamina ile ayrilmistir. Bu lamina zamanla kaybolur, ancak bazen bu lamina yerinde
kalarak bu iki kemigi birbirinden ayirir. Buna Koérner septumu denir (12, 13).

1.2.1.3. Petroz Parca

Ug vyiizlii ve ii¢ kenarli piramide benzer. On iist yiiz orta kafa cukurunun bir
béliimiinii yapar. On iist yiizde impressio trigemini adin1 alan bir cukur alan vardir.
Bu cukurda 5’inci sinirin ganglionu “Gasser ganglionu” yer alir. Bu ¢ukur alanin
hemen yaninda birbirine paralel giden iki ince oluk vardir. Bu arkadaki oluktan
nervus petrosus superficialis majoris, oniinden nervus petrosis superficialis minoris

gecer. Bu oluklarin dis yan kisminda eminentia arcuata adi verilen bir kabariklik



vardir. Bu kabarikligin yanindaki diizgiin alana tegmen timpani denir. Buras1 kavum
timpaninin tavanini olusturur ve malleusun basi ile komsuluk yapar (11). Petroz
kemigin arka iist kisminda meatus acusticus internusun deligi olan porus acusticus
mternus bulunur. Buradan nervus facialis, nervus cochlearis, nervus vestibularis
superior ve nervus vestibularis inferior gecer. Bu deligin arka kisminda fossa
subarcuata ad verilen kii¢lik bir ¢ukur alan vardir. Bu ¢ukur alana apertura externa
aquaductus vestibuli agilir (13).

Petr6z parganin alt yiiziinde procesus styloideus adi verilen bir ¢ikint1 vardir.
Bu ¢ikintinin hemen arkasinda bulunan delige foremen stilomastoideum adi verilir.
Bu delik fallop kanalinin dis deligidir. Processus stilomastoideusun 6n ve i¢ yan
kisminda fossa jugularis adi verilen genis bir ¢ukur alan vardir. Bu ¢ukur alanin
hemen 6n kisminda canalis caroticusun deligi vardir (13).

1.2.1.4. Timpanik Parca

D1s kulak yolunun 6n ve arka kismimi1 ve alt kisminin bir bdliimiinii yapar. On
alt boliimiiniin ortasi ¢ok incedir, bazen foramen huschke denen kiigiik delikler ihtiva
eder. Timpanik kemik iist kism1 agik kalmis bir halka gibidir. Bu acikliga Rivinus
centigi denir. Kulak zarmin pars tensasi sulcus timpanicusa, pars flaccidasi ise
halkanin ac¢ik olan kismina yerlesir (13). Temporal kemik eriskinlerde lateral
pozisyonda, ¢cocuklarda ise lateral-inferior pozisyondadir. Bebeklerde skuamoz parca
digerlerine oranla daha biiyiiktiir, mastoid parca yoktur. Petréz kisim anulus
timpanicus arkasinda, skuaméz kismin altinda uzanmaktadir. Cavum timpani dig
yanda timpanik kisim, i¢ yanda petroz kisim ile smirhidir. Antrum dogumda iyi
gelismemistir. Dis tarafta ve dnde skuaméz parca, 6n ve arkada petroz parca ile
komsudur (11).

1.2.2. Dis Kulak

Dis kulak, aurikula (kulak kepgesi) ve DKK’dan olusur. Aurikula irregiiler
elastik fibrokartilaj ve bunu kaplayan perikondrium ile ciltten olusmaktadir.
Timpanik kemige, fibrokartilajindz kanalla ve daha zayif olarak anterior, superior,
posterior aurikiiler ligamentlerle baglanmistir (13). Aurikulanin isitsel uyaranlari
alict ve artirict fonksiyonu vardir. Ayrica aurikula, atmosferdeki ses dalgalarinin
uzakligmin ve lokalizasyonunun belirlenmesine katkida bulunur (14). DKK 06n
kisminda bulunan ¢ikintiya ‘tragus’ denir (15). DKK, kavum konkadan timpanik zara

kadar olan boliimdiir. Lateralde kartilaj meatus (DKK’nin 1/3 dis kismi1), medialde



ise kemik meatustan (DKK’nin 2/3 i¢ kismi) ibaret olan S seklinde rezonator bir
kanaldir. DKK’nin arka duvarinin uzunlugu 25 mm, 6n alt duvarmin uzunlugu ise 31
mm dir. Bu fark kulak zarmin arkadan ©6ne dogru oblik yerlesmesinden
kaynaklanmaktadir. DKK ses dalgalarin1 sadece yonlendirmez, ayni zamanda
siddetlendirir. 3500 Hz frekansinda bir ses dalgas1 DKK’da yaklasik olarak 15-20 dB
kuvvetlenmektedir (13, 15). Kulak kepgesi ve DKK’nin sensoriyal inervasyonu V,
VII, X kranial sinirler ve 2-3. servikal sinirden saglanir (13, 16). Kulak zar1 (KZ),
orta kulak boslugunu DKK’dan ayiran elips seklinde bir perdedir. Kalinlig1 0.1 mm,
uzunlugu 10-11 mm, genisligi ise 8-9 mm dir. KZ, orta kulagm dis duvarmnin biiyiik
bir kismint yapar. KZ’nm timpanik kemikte yerlestigi yer olan sulkus timpanikusa
“timpanik halka” denir. KZ anulus fibrozus ile timpanik halkaya, santral bir
yapisiklikla da malleusun kisa koluna ve manibrium malleiye baghdir (15). Kulak
zar1, pars tensa ve pars flaksidadan olusur. Pars tensa KZ’nin timpanik kemik
icindeki parcgasidir. KZ’ nin biiyiik bir kismmi olusturur ve ses dalgalar ile titresen
kisimdir. Pars flaksida (Sharpnell zar1) ise timpanik kemigin iki uzantisi arasindaki
aciklik olan rivinius ¢entigini doldurur. Bu iki parca arasinda gerginlik ve histolojik
farklar s6zkonusudur. Pars tensada bulunan fibroz doku, pars flaksidada yoktur.
Ayrica pars tensa damar ve sinir yoniinden daha zengindir. KZ dista skuamoz epitel,
icte mukoza ve ikisi arasinda yerlesmis olan fibroz tabaka olmak {izere ii¢ tabakadan
olusmustur (17).

1.2.3. Orta Kulak

Orta kulak, KZ ile kemik labirent arasinda miik6z membran ile kaplanmig
kemik mesafedir. Vertikal ve on arka capi 15 mm dir. I¢ derinligi ise yukari
kisimlarda 6 mm, umbo ¢evresinde ise 2 mm kadardir. Orta kulak boslugunda dis
kulaktan i¢ kulaga ses dalgalarinin iletimini saglayan malleus, inkus ve stapes
denilen ti¢ adet kemikg¢ik vardir. Bu kemikgikler orta kulak boslugunda kulak zar1 ile
ic kulagin fonksiyonel girisi olan oval pencere arasinda bir koprii olusturur.
Kemikgikleri orta kulak duvarlarina baglayan iki kas (m. tensor timpani, m.
stapedius) ve dort ligament (arka, 6n, tist ve dis malleolar ligament) bulunur (15, 17).
Tensor timpani kasi, malleusun manibriumuna yapisirken, stapes kasi ise stapesin
boynuna yapisir. Bu kaslar kemikcik sisteminin hareketini kisitlayarak siddetli

seslere kars1 i¢ kulak yapilarinin korunmasinda da rol oynar (15, 18).



Orta kulak boslugunun alt1 adet duvari bulunur. Tavani tegmen timpani
olusturur ve orta kulak boslugunu orta kafa c¢ukurundan aymrir. Tabanm ise
hipotimpanik resesi meydana getirir ve alt 6n kisimda arteria karotis interna ile alt
arka kisimda juguler bulbusla yakin komsuluktadir (15, 18). Orta kulak boslugunun
arka duvar1 aditus ad antrum vasitasiyla mastoid antrum ve havali hiicreler ile
devamlilik gdsterir. Onde orta kulak boslugu dstaki tiipii araciligiyla nazofarenks ile
iligkilidir. Orta kulak boslugunun lateral duvar1 kulak zar1 ile epitimpanik resesin yan
duvar1 tarafindan olusturulmustur. Medial duvarm en Onemli yapilarindan biri
kokleanin bazal turunun yan duvarinin yaptigi kabariklik nedeni ile disa dogru
bombeligi ile olusan promontoryumdur. Orta kulak boslugunun medial duvarindaki
diger onemli yapilar stapes tabanmin olusturdugu oval pencere ile koklear kapsiiliin
orta kulak bosluguna diger acilim yeri olan yuvarlak penceredir (15, 17, 18). Orta
kulagin fonksiyonu, timpanik membrana ulasan ses dalgalarimi koklear sivilari
titrestirecek bicime doniistirmektir. Kokleaya direkt olarak gelen ses dalgalari
kokleadaki sivilar titrestirmek icin ¢ok etkisizdir. Orta kulak, hava ile koklea i¢i s1v1
arasindaki akustik impedans farkini azaltir. Bu mekanizmada baslica kulak zar1 ile
stapes tabani arasindaki oran farki ve orta kulak kemikgiklerinin kaldira¢ fonksiyonu

rol oynar (19, 20). Sekil 1°de dis ve orta kulak sematik olarak gosterilmistir.
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1.2.4. i¢ Kulak

I¢ kulak petroz kemikte, kemik labirent icinde yerlesmis néromembrandz bir
yapiudir. Anatomik olarak labirent terimi posterosiiperior yerlesimli semisirkiiler
kanallar1, anteroinferior yerlesimli koklea ve vestibiilii ifade etmektedir. Her biri
yaklasik 1 mm capinda olan li¢ kemik semisirkiiler kanali (lateral, siiperior, inferior)
perilenf denen sivi doldurur. Perilenf vestibiil, kokleanin skala vestibiilisi ve skala
timpanisini de doldurmaktadir. Skala timpanideki perilenf yuvarlak pencere
yakinlarindan baslayan akuaduktus koklearis denilen ve ¢ogunlukla agsi bir fibroz
doku ile dolu olan kanal araciligiyla subaraknoid bosluktaki serebrospinal sivi ile
iligkidedir (17, 18, 20). Vestibiil yaklasik olarak 4 mm c¢apinda oval sekilli bir
kavitedir. Timpanik kavitenin medialinde lokalize olmustur. Timpanik kavite
fenestra koklea ve vestibiili ile iliskilidir (17, 18). Otik kapsiil i¢cinde i¢ kulagin esas
yapist olan otik labirenti ¢evreleyen periotik labirent vardir. Otik labirent, endolenf
iceren ve birbirleriyle devamlilik halinde olan epitel ile doseli bir takim tiipler ve
bosluklar sisteminden olugsmustur. Otik labirent ayr1 fonksiyonlara sahip birbirleriyle
baglantil1 siiperior parga (vestibiiler labirent), inferior parca (koklea), endolenfatik
duktus ve kese olmak iizere {i¢ parcadan olugsmustur (17, 18).

Vestibiiler otik labirent sakkulus, utrikulus ve semisirkiiler duktuslardan
olusur (17, 18). Utrikiiler duktus, utrikulusun 6n yliziinden ayrilir ve 6n duvarin
cevresinde arkaya dogru kivrilir. Utrikiiler duktus, sakkulustan gelen benzeri bir
kanal (sakkuler duktus) ile birleserek endolenfatik duktusu olusturur. Endolenfatik
duktus, vestibiiler akuaduktus denilen kemik kanal i¢inde yerlesmistir. Vestibiiler
akuaduktusun terminal parcasinda endolenfatik duktus genisler ve endolenfatik
keseyi olusturur. Endolenfatik kese kemik akuaduktusun iginde yerlesmistir.
Endolenfatik duktusun distal eksternal parcasi dereceli olarak diiz hale gelir ve petroz
kemigin arka yiiziinde, sigmoid siniise ¢cok yakin olarak durada sonlanir (17, 18, 21).
Sakkulus, utrikulusa benzer ama utrikulusdan daha kiigiiktiir. Kiiclik bir duktus,
sakkulusun duvarindan ayrilarak vestibiiliin tabaninda seyrederek koklear duktusa
girer ve duktus reuniens olarak adlandirilir. Duktus reuniens koklea ile labirentin
diger kisimlar1 arasindaki tek baglant1 yeridir (17, 18, 21). Koklea i¢ kulagin igitme
sistemi ile ilgili olan spiral sekilli, yaklasik olarak 35 mm uzunlugunda, 5 mm

yiiksekliginde, en genis tabaninda 9 mm ¢apinda koni seklinde, iki tam % kivrim



yapmis yapidir. Koklea skala vestibiili, skala media (duktus koklearis) ve skala
timpani olarak {i¢ boliimden olusur (17, 18, 21). Koklea, koklear kivrimlar1 ayirmaya
yarayan modiolus denilen bir yap1 ile desteklenir. Sekizinci sinirin isitsel parcasinin
fibrilleri modiolus i¢inde ve kemik spiral lamina i¢indeki kiigiik kanallar boyunca
ilerleyerek tiiylii hiicrelerde sonlanirlar. Bu noronlarin hiicre gorevleri spiral lamina
tabaninda modiolus boyunca gruplanarak spiral ganglionu olusturur (17, 18). Koklear
duktus (skala media) iiggen seklindedir. Skala media ile skala timpani arasindaki
sinir1 kemik spiral laminanin radial fibr6z uzanimi olan baziller membran yapar.
Baziller membranin ylizeyinde isitmenin end organi olan korti organi bulunur.
Duktus koklearis ve skala vestibiili arasindaki smiri ise iki hiicre tabakasindan
olusmus reissner membrant yapar (16-18). Skala timpani, yuvarlak pencere
vasitasiyla orta kulakla baglantilidir. Skala timpaninin sonu ile subaraknoid mesafe
arasmi baglayan kemik pasaja “koklear akuaduktus” adi verilir. Bu akuaduktus,
spinal s1v1 ile perilenf arasindaki degisime izin verir. Skala vestibiili ise direkt olarak
vestibiile a¢ilir. Skala vestibuli ile skala timpani arasindaki iligkiyi saglayan yapiya
ise “helikotrema” adi verilir (16-18). Korti organi destek hiicreleri, tiiylii hiicreler ve
tektoryal membran denilen jelatindz bir yapiy1 ihtiva eden kompleks bir yapidir.
Sekil 2°de i¢ kulak yapilar1 sematik olarak gosterilmstir (16, 18). Tiiylii hiicreler, tek
sira i¢ tiiylii hiicreler ve 3-5 sira dis tiiylii hiicreler seklinde yerlesmislerdir. I¢ ve dis
tiiylii hiicreleri i¢ ve dis pillar hiicreleri tonofibrilleri ile olusturulan ters “V” seklinde
yapt ile ayrilmiglardir. Pillar hiicreleri arasindaki mesafe korti tiineli olarak
adlandirilir ve burada endolenften farkli bir s1vi olan kortilenf bulunur (16-18). Tiiyli
hiicreler falengeal hiicreler tarafindan desteklenmektedir. Diger destek hiicreleri
hensen hiicreleri, klaudius hiicreleri ve sinir hiicreleridir. Tektoryal membran santral
olarak limbus tarafindan desteklenmektedir. Limbus kemik spiral lamina iizerine
yaslanan kalin bir hiicre tabakasidir ve ayni zamanda reissner membranminda
tutunmasina yardimci olur. Tektoryal membran serbest kenarinda hensen hiicrelerine
sikica tutunarak tliylii hiicrelerin silyalarmi ihtiva eden tiiyli hiicreler ile tektoryal
membran arasindaki bir mesafe olusumunu saglar (16-18). Tiylii hiicreler birkag
noron tarafindan innerve edilirler. Tiylii hiicrelerde biri afferent,digeri efferent
fonksiyonundan sorumlu iki tip sinir sonlanmasi vardir. Bazende tek noron birkag

tiiylii hiicreyi innerve etmek iizere boliinebilir (17, 18). I¢ kulak igindeki alici



organlar esas olarak ayni yapilardan olusmustur. Fakat her biri 6zel mekanik
stimuluslara cevap verecek tarzda organize olmuslardir (18). Membranoz koklea,
korti organini igerir. Utrikulus, semisirkiiler kanallar ve sakkulus ise durum ve
hareket hissi reseptorlerini igermektedir. Duktus ve sakkus endolenfatikusun ig
kulaktaki hidrolik basincin diizenlenmesi ile ilgili olduklar1 diistiniilmektedir

(20, 22).

Dug 4 ]
Falangezl LD Pili Falanzeal

Sekil 2. I¢ kulak yapilarinm sematik gdriiniimii

Noronlar kemik spiral laminanin kanalciklarinda ilerleyerek laminanin
tabaninda spiral ganglion hiicreleri ile bulusurlar. Daha sonra aksonlar modiolusun
merkezindeki kanallar iginde ilerleyerek sekizinci sinirin isitsel pargasini
olustururlar. Bu fibrillerde iki koklear nukleus (dorsal ve ventral) bolgesinde, ponsa
girerler (16-18). Perilenfatik sivi kimyasal ekstraselliiler sivilarda oldugu gibi diisiik

potasyum ve yiiksek sodyum konsantrasyonuna sahiptir. Endolenfatik sivi ise hiicre
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ici swvi niteliginde elektrolit yogunluguna sahiptir ve yliksek potasyum, diisiik
sodyum icerir (21). Lawrence (22), insanda toplam 78.3 mm? perilenf, 2.76 mm?
endolenf oldugunu bildirmis ve i¢ kulak sivilarinin fonksiyonlarini sdyle siralamigtir:

1. I¢ kulaktaki hiicrelerin kanla iliskisini saglayarak hiicrelere besin temin
etmek ve onlarin katabolik tiriinlerini uzaklastirmak,

2. Enerji degigimi i¢in uygun ortam saglamak,

3. Titresimleri stapes tabanindan enerji degisimi yapan elemanlara iletmek,

4. Basincin, sistem i¢inde dagilmasini saglamak.

I¢ kulak sivilarmin kaynagi kesin belli degildir. Ancak biiyiik olasilikla perilenf,
beyin omurilik sivis1 filtrasyonu ile endolenf ise stria vaskiilaris ve vestibiiler
labirentinde bulunan dark hiicrelerinden salgilanma ile olusur. Baziller membran
iizerindeki kan damarlar1 kortilenfin kaynagi olarak kabul edilmektedir. Kortilenf ve
perilenf yiiksek sodyum igermeleri nedeniyle birbirlerine benzemekle beraber, hem
kaynaklarmin farkli olusu hemde perilenfin tiiylii hiicreleri icin toksik olusu
bakimindan birbirlerinden farklidir (17, 18, 22).

1.3. Kolesteatoma

Patogenezi ne olursa olsun kolesteatoma, olmamasi gereken yerde bulunan
deriye ait, yass1 epitel dokusudur (23).

Tarihgesine baktigimizda Ilk olarak 1638’de Du Verney, kolesteatoma igin
‘steatoma’ terimini kullanmistir (24). 1829°da Cruveilhier kolesteatoma
lezyonlarin1 ‘inci tiimor’ (tumeur perlee) adiyla tarif etmistir. Kolesteatoma
ifadesi, patolojinin ortasindaki kolesterol goriiniimii nedeniyle, ilk kez 1838°de
J.Mueller tarafindan ‘¢ok tabakali yag tiimorii’ seklinde ve ‘cholesteatoma’ olarak
isimlendirilmistir (24-26). Lezyonun tanimi i¢in Toynbee, 1850°de dis kulak yolu
arkasindan kaynaklandigmi, Virchow, 1853°de kolesteatomanin hiperplastik
formasyon gosterdigini bildirmistir (27). En kisa tarif 1962 yilinda Gray
tarafindan yanlis yerde gelisen deri seklinde yapilmistir (23). 1868°’de Von
Troeltsch, kolesteatomun orta kulak mukozasinin eksiidatif birikintisi oldugunu
sOylemistir. 1888 yilinda Habermann ve Bezold kolesteatomanin perforasyondan
orta kulaga giren skuamoz epitelden kaynaklandigini bildirmislerdir. 1922 yilinda
da Critchley ve Ferguson ‘epidermoid’ ifadesini kullanmislardir (25, 26).

Dogumsal kolesteatoma ilk kez 1873’de Luchae tarafindan tespit edilmis ve
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1885°de de kendisi tarafindan tarif edilmistir (24, 28). 1965°de Derlacki ve Clemis
tarafindan buglinkii tanim1 yapilmis (28, 29) ve bu tanim 1986°da da Levenson ve
ark. (30) tarafindan yeniden tanimlanmistir.

Keratinositlerin biiytimesi, kontrollii hiicre proliferasyonu ve programlanmis
hiicre Olimiiniin  birlikteligi sayesinde meydana gelir. Bununla beraber
kolesteatomada bu siirecin dengeli birlikteli§i bozulmustur. Daha Onceki
calismalarda, kolesteatoma epitelindeki proliferasyon gosteren hiicrelerin disloke
halde olduklar1 (31) ve proliferasyon marker diizeylerinin artmis oldugu
gosterilmistir (32). Kolesteatoma dokusunu daha iyi anlamak i¢in normal deri
dokusunu tanimlamak gerekir. Deri dokusu; epidermis, dermis ve hipodermis olarak
3 tabakadan olusur. Epidermis en ince tabaka olup 5 kattan meydana gelir. Bunlar
(6):

1. Stratum Corneum: En distadir, 6lii hiicrelerden olusur.

2. Stratum Lucidum: Ince, yogun eozinofilik hiicrelerden olusur.

3. Stratum Granulosum: Bazofilik graniiller iceren 2-4 kat halindeki, oval
hiicrelerden olusur.

4. Stratum Spinosum: Cok kenarli polihedral hiicrelerden olusur.

5. Stratum Germinativum: Bazal tabaka olarakta bilinir. Derinin
yenilenmesini saglayan, mitotik aktivitesi yiliksek hiicrelerden olusur (33).

Dermis, epidermisin altinda yeralir. Papiller ve retikiiler tabakadan olusur.
Hipodermis en derinde olup yag dokusu, bag dokusu, vaskiiler yapilar, sinir ve kil
folikiilleri icerir. Dis kulak kanali (DKK) kemik duvari lizerindeki deri, epidermal
tabakalarin 6zelliklerini tasir. Epidermis altinda ¢ok ince bir tabaka bulunur ve ince
bir periost ile kemige yapisir. Kolesteatomanin yapist da epidermise yakindir. Digtan
ice dogru 4 tabaka igerir (6):

1. Stratum Corneum: Ince, cok kath keratinize ¢ekirdeksiz hiicrelerden
olusur.

2. Stratum Granulosum: Ince olup dejenerasyon gdsteren, sitoplazmalari
bazofilik graniiller i¢eren hiicrelerden olusur.

3. Stratum Spinosum: Polihedral, cok kenarli hiicrelerden olusur. Az sayidaki

keratinositlerin arasinda langerhans hiicreleri yer alir.
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4. Stratum Germinativum: Prizmatik bazofilik ¢ekirdekli hiicrelerden olusur.
Arada, kiigiik Merkel hiicreleri bulunur. Germinatif tabaka kolesteatomun matriksi
olarak da bilinir. Mitotik aktivitesi yiiksek olup derinin yenilenmesini saglar
(dogurgan tabaka). Germinatif tabaka, bazal membran aracilig1 ile bag dokusu ile
temastadir. Bag dokusu tabakasi ince retikiiler ve esnek liflerle kemik diizleme
yapismistir (33).

1.3.1. Kolesteatoma Patogenezi

Kolesteatomlar klinige gore edinilmis ve dogumsal olmak iizere iki ana
gruba ayrilmistir. Edinilmis kolesteatomlar da kendi arasinda primer ve sekonder
edinilmis kolesteatomlar olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. Patogeneze iligkin
birkac teori ileri silirilmiistiir. Bunlar, invaginasyon, bazal hiicre hiperplazisi,
eflizyonlu otitler, epitelyal gog, epitel invazyon, epitel implantasyonu ve epitel
metaplazi teorileridir (34, 35).

1.3.1.1. Edinilmis Kolesteatomalar

1.3.1.1.1. Primer Edinilmis Kolesteatomalar

Burada timpanik membran saglam, tuba Eustachii ag¢ik, ancak ¢alismasi
yetersizdir. Primer edinilmis kolesteatomlar, timpanik membranin dis yiiziinii orten
derinin orta kulak bosluguna girmesiyle olusur. Patogeneze iliskin birkag goris
vardir (34,36).

Invaginasyon Teorisi: Tuba fonksiyon bozuklugu nedeniyle negatif basing
olusur. Pars flaksidada retraksiyon ve enflamasyon sonucu epitel mukoza sinirmda
bozulma meydana gelir ve skuamoz epitel igeri girer. Attik submukozasinda
hiperplazi meydana gelir. Attik bosluk daralarak Shrapnell membraninda ilerleyici
¢cokme oldugu Wittmack tarafindan ifade edilmistir. Dogumda orta kulak, attik ve
mastoidde embriyonel mezenkimal doku mevcuttur. Bu doku bir siire sonra
kendiliginden kaybolur. Bazen bu olay uzar ve kaybolma gecikir. Zamanla steril
veya bakteriyel olmayan enfeksiyonlarla bir enflamasyon gelisir. Sonucta 6zellikle
attikte kalin bir fibrotik doku meydana gelir. Bu fibrotik doku attikte blokaj yapar ve
olusan negatif basin¢ fibr6z dokudan zayif olan pars flaksiday1 eldiven parmag: gibi
iceri ¢ceker. Bu kulaklarda mastoid boslugun havalanmasi da bozulmustur. Zamanla

cebin i¢inde keratin toplanir, klirens bozulur ve enfeksiyonlarla kolesteatoma gelisir.
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Goriintisleri bazen marjinal perforasyon seklinde aldatici olabilir. Gergekte
perforasyon olmayip bir invaginasyon s6z konusudur (34, 36, 37).

Bazal Hiicre Hiperplazisi Teorisi: Pars flaksidadaki epitel hiicreleri
prolifere olarak subepiteliyal dokuya invaze olur. Gergekten de, enfeksiyonlarla
timpanik membranin fibroz tabakasi ve bazal lamina tahrip edilirse, bazal hiicre
artistyla subepiteliyal bosluga papiller ¢ikintilar seklinde epitel dokusu girmektedir.
Burada da bazal lamina yikilir ve epitelyal hiicreler subepiteliyal bag doku igine
girerek mikrokolesteatomlara yol acar (38, 39).

Efiizyonlu Otitler: Uzun siiren eflizyonlarda orta kulak ve mastoid
havalanmas1 bozulur. Arka kadranda, o6zellikle attikte negatif basingla retraksiyon
cepleri olusur. Zaman i¢inde klirens bozulur ve keratin toplanir. Enfeksiyonlarin
yardimiyla kolesteatoma gelisir (38, 39).

Epiteliyal Go¢ Teorisi: Go¢ olay1 sirasinda stratum corneumun hareketidir.
Merkezde hizli, cevreye dogru yavastir. Atelektazik zarlarda ve retraksiyon cepleri
icinde migrasyon hizi diiser. Bu nedenle cepler icinde zamanla keratin birikir. Cep
derinlesir ve enfeksiyon, graniilasyon, kemik erimesi ve sonugta kolesteatoma ortaya
cikar (38, 39).

1.3.1.1.2. Sekonder Edinilmis Kolesteatomlar

Bunlar timpanik membrandaki perforasyondan, 6zellikle marjinal veya attik
bolgesindeki perforasyonlardan, epitel dokusunun igeri, orta kulaga girmesiyle
olusur. Olusumlariyla ilgili ti¢ degisik goriis vardir (38, 39).

Epitel invazyon Teorisi: Buna gore; keratinize skuamoz epitel, timpanik
membrandaki perforasyondan igeri girmektedir. Epiteliyal hiicreler, bulunduklar1
diizlem boyunca ilerler (kontakt ilerleme). Ancak baska tip bir epiteliyal yiizeyle
karsilaginca (mukoza epiteli) ilerlemeleri durur (kontakt inhibisyon). Normalde dis
kulak kanali epitel gog¢ii disa dogrudur. Epitel dokusu ters yonde ilerleyerek
perforasyondan igeri girer. Kolesteatoma matriksindeki epitel gé¢ hizinin, fazla
oldugu bilinmektedir. Enflamasyon nedeniyle mukozal epitel tahrip olmakta ve
perforasyon kenarmdan iceri giren epitel dokusu kolaylikla mukozal epitelyumin
yerini alarak kolesteatoma olusturmaktadir (35, 38, 39).

Epitel Implantasyon Teorisi: Daha ¢ok iyatrojenik kolesteatomalarin

olusumu i¢in gegerlidir. Cerrahi girisimler sirasinda zar veya dis kulak kanali epiteli
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orta kulaga kagar. Greft altinda kalan epitel artiklari, iceri kivrilmis dis kulak kanali
deri flepleri ve Ventilasyon tiipii uygulamalarindan sonra goriilen kolesteatomlar
bunlara Ornektir. Ayrica, kazalar, travmalar ve benzeri nedenlerle olusan
perforasyonlardan iceri implante olan epitel dokusu da ileride kolesteatoma
olusturabilir (39).

Epiteliyal Metaplazi Teorisi: Bu goriise gore orta kulaktaki kiibik epitel,
keratinize skuamdz epitele doniismektedir. Kronik ve yineleyici enfeksiyonlar
sonucunda orta kulak mukozasinda deskuame ve keratinize skuamoz epitel alanlari
ortaya c¢ikmaktadir. Aralikli devam eden enfeksiyon ve enflamasyon, alttan zara
temas ettiginde lizis ve perforasyona neden olarak attik kolesteatoma goriiniimii
verebilir (39).

1.3.1.2. Dogumsal Kolesteatomalar

Kolesteatoma, saglam timpanik membran arkasinda geliserek belirti
vermektedir. Timpanik halka, dis kulak kanali skuamoz epitelinin orta kulakla
iliskisini sinirlamaktadir (40). Timpanik halkanin olugmasi gecikirse, dis kulak kanali
epiteli orta kulak mezenkimine dogru papiller uzantilar géonderir. Timpanik halka
kapanip, zar epiteli ve mukozasi arasinda bariyer yapsa bile, bu papiller ¢ikintilar
orta kulakta kalr ve zamanla saglam timpanik membran arkasinda dogumsal
kolesteatomalar1 olusturur (12).

1.3.1.3. Kolesteatomanin Klinik Tipleri

1.3.1.3.1. Edinilmis Kolesteatomalar

1.3.1.3.1.1. Posterior Epitimpanik Kolesteatoma

Arka attikte yerlesen kolesteatoma, Prussak boslugunu delerek arkaya dogru,
inkusun dis yliziinden gegerek Once aditusa, sonra da antruma girer. Ayni
kolesteatoma, Prussak boslugunun tabanini delerek, Von Troeltsch boslugunun arka
kismini1 kullanarak orta kulaga da gecebilir (40).

1.3.1.3.1.2. Anterior Epitimpanik Kolesteatoma

Bu bolge, malleus bas1 ile supratubal bolge arasinda kalmaktadir.
Kolesteatoma, tlim anterior attiki doldurarak, supratubal resese kadar ulasabilir. Von

Troeltsch cebinin 6n kismindan, asag1 dogru orta kulaga kadar uzanabilir (40).
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1.3.1.3.1.3. Posterior Mezotimpanik Kolesteatoma

Pars tensanin arka kismi, mezotimpanuma dogru retrakte olarak kolesteatoma
kesesi olusturur. Kese genisledikge, sinus timpani ve fasiyal resese dogru ilerler (40).

1.3.1.3.2. Dogumsal Kolesteatoma

Saglam timpanik membran arkasinda beyaz kitle olarak ve ¢ogu kez belirti
vermedigi i¢in rastlantiyla saptanir. Olgularin 2/3’{inde orta kulagin 6niist kisminda
yer alir. Bu bolgeye yerlesenler sakin olup kemikg¢ik zincirini bozmaz, Geri kalan
1/3’1 1se orta kulak boslugunun arka-iist kismma yerlesir ve cogu zaman kemikg¢ik
zincirini etkiler. Olgularm ¢ok az bir kisminda ise, on-alt béliimde yer alir (40).

1.3.1.3.3. Petroz Apeks Kolesteatomasi

Olduk¢a nadir goriilir. Tam1 ve tedavileri sikintilidir. Petr6z apeks
kolesteatomalarinin kokeninin, dogumsal ve edinsel oldugu sanilmaktadir. Dogumsal
kolesteatomalar, kraniyumun i¢inde herhangi bir yerde, ancak 6zellikle orta kulak,
mastoid, petroz apeks ve dis kulak kanalinda yerlesir. Edinilmis kolesteatomalar,
bilindigi gibi, kronik otitler sonucunda orta kulak ve mastoidde goriiliir (40).

1.3.1.3.4. D1s Kulak Kanah Kolesteatomalari

Kemik dis kulak kanalinin arka-alt kadraninda keratin debrislerinin
toplanmasiyla karakterize nadir bir otolojik tablodur. (40)

1.3.1.3.5. iatrojenik Kolesteatomalar

Otolojik cerrahi girisimler sonucunda skuaméz epitelin bir sekilde
implantasyonuna bagli olarak ortaya c¢ikar. Greft altindan, zar kalmtisiin ice
donmesinden veya dis kulak kanali epitelinin orta kulaga girip hapsolmasiyla
timpanik “pearl” kolesteatomalar olabilir; ayrica kanal cerrahisi sirasinda
epidermisin alta katlanip kalmasiyla da olusabilir. Orta kulak boslugunda yerlesenler
icin timpanotomi yapilarak ‘pearl” almnir, cevresi kontrol edilir, gerekirse yeni
greftleme yapilir (40).

1.3.1.3.6. Rezidiv Kolesteatomalar

Bunlar, rezidiiel ve rekiirren olmak iizere iki grupta incelenir:

1.3.1.3.6.1. Rezidiiel Kolesteatoma

Cerrahin ilk ameliyatta bilerek veya hata sonucunda biraktig1 skuamoz epitel
dokusunun olusturdugu kolesteatomadir. Cogunlukla; anterior attik, timpanik

sinlisler ve oval pencere g¢evresinde olusur. Daha az siklikla;  stapes tabani ve
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bacaklar1 arasinda ve fasiyal kanal ile horizontal semisirkiiler kanal ¢cevresinde kalan
epitel dokusundan gelisir (40).

1.3.1.3.6.2. Rekiirren Kolesteatoma

Cerrahi olarak tamamen temizlenen, orta kulakta, retraksiyon cebinden
kaynaklanan yeni bir kolesteatoma olusumudur. Bu tip kolesteatomalar, posterior
attik ve posterior mezotimpanumda oturur. Kapali teknik uygulamalarindan sonra,
ozellikle tuba havalanma sorunu olan durumlarda sik goriiliir. Havalanma yetersizligi
nedeniyle arka {ist kadranda cep olusur ve buradan zamanla kolesteatoma gelisir.
Kapali tekniklerin tersine acik teknik uygulamalarindan sonra bu sorun cok az
goriiliir veya hig¢ goriilmez (40).

1.4. Kronik Siipiiratif Otitis Media

Kronik stiptiratif otitis media (KSOM), orta kulagin tekrarlayan, agrisiz,
mukopliriilan akmtili, genellikle timpanik membranin kalic1 perforasyonu ve iletim
tipi isitme kaybi ile karakterize enflamatuar bir hastaligidir.

1.4.1. Kronik Siipiiratif Otitis Mediada Histopatoloji

Histopatalojik olarak KSOM’lerde kalic1 doku patolojisi vardir. Ilk olarak
mukozada yer yer llserasyonlar ortaya ¢ikar. Bunu graniilasyon dokusu izler ve
burjonlar meydana gelebilir. Mukoza, yuvarlak hiicre infiltrasyonu sonucu
O0demlenir. Bazal membrandaki 6deme bagli olarak polipler gelisebilir. KSOM’da,
mukozada goblet hiicrelerinin artis1 daha fazla mukus olusumuna ve enflamasyonun
artmasina neden olur. Silyali kolumnar hiicrelerin artisiyla mukozal metaplazi
gelisebilir (41, 42). KSOM’da olay mukoperiosteumda smirlidir. Bunun disma
tagsmasi, osteit ve kemik erimesi komplikasyon olarak kabul edilir. Mukozal 6dem,
fibrozis ve subepitelial dokunun kalinlasip skarlasmasi kullanilan sistemik
antibiyotiklerin penetrasyonuna engel teskil edebilir. Bu nedenle oral veya parenteral
kullanilan ajanlarin doku konsantrasyonu tedavi i¢in yetersiz kalabilir (43).

KSOM’da diger bir sorun da orta kulak mukozasinda skarlagsma ve kiiciik kan
damarlarindaki trombozis nedeniyle damarsiz alanlar olusmasidir. Bunun sonucu
basta inkusun uzun kolu olmak tlizere kemik¢ik nekrozu meydana gelir. Buna bagh
olarak inkus ile stapes arasindaki baglant1 kaybolup iletim tipi isitme kaybi ortaya

cikar (41, 43).
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1.4.2. Kronik Siipiiratif Otitis Mediada Mikrobiyoloji

Antibiyotik tedavisi icin KSOM’da izole edilen bakteriler 6nemlidir. Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda KSOM’da siklikla izole edilen bakteriler; gram (+) ve
gram (-) bakteriler, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus, Proteus
mirabilis ve Enterobakterilerdir (44). KSOM’ un patogenezinde anaerob bakterilerin
rolii tam olarak tanimlanmamistir. Ancak KSOM’a bagli intrakranial enfeksiyonlarda
siklikla anaerobik bakteriler sorumlu tutulmaktadir. Anaerobik bakterilere az
rastlanilmasmin nedeni, bu bakterilerin izole edilmesindeki teknik giicliik oldugu
diistiniilmektedir (45). KSOM’lu kulaklarda gram pozitif ve gram negatif aerobik
bakteriler, kolesteatomali ve polipli KSOM’larda ise anaerobik bakteriler rol oynar
(46).

Erkan ve ark. (47), KSOM’lu 183 hastada yaptiklar1 calismada %39 oraninda
aerobik bakteri, %11 oraninda anaerobik bakteri ve %50 oraninda ise miks bakteri
izole etmiglerdir. Bu ¢alismada Aerobik kiiltiirlerde en sik Pseudomonas aeruginosa
(%26), Staphylococus aureus (%17) ve Klebsiella pneumonia (%15), anaerobik
kiiltlirlerde ise en sik Peptostreptokok (%41) izole edilmistir. Espasito ve ark. (48),
KSOM’da %44 oraninda Pseudomonas aeruginosa izole ettiklerini bildirmislerdir.

1.4.3. Kronik Siipiiratif Otitis Mediada Teshis

Orta kulagm kronik enfeksiyonlar1 genellikle ¢cocukluk yaslarinda baglar. Bu
cocuklarda sik sik iist solunum yolu enfeksiyonu ge¢irme hikayesi vardir (49). Sik
tekrarlayan akut otitis media (AOM), KSOM’nin nedeni olabilir. Fakat her AOM,
KSOM’ya doniismez. KSOM genelde kalabalik ortamlarda yasayan ve sosyo-
kiiltiirel seviyesi diisiik kisilerde goriiliir (50). KSOM’nin en dnemli semptomlari
isitme kaybi ve otoredir. Agri, bu hastalikta goriilmez. Ancak kulak kanalindaki
iritasyon, kasmtir ve rahatsizlik hissine neden olabilir. Buna bagli otitis eksterna
gelisebilir. Isitme kaybi iletim tipinde ve orta derecededir. Kemik zincir hasarinda
isitme kayb1 60 dB’e kadar artabilir. Uzun siire tedavi edilmeyen vakalarda
toksinlerin yuvarlak pencere araciligi ile labirentin sisteme ge¢isinden dolayi sinirsel
tip isitme kaybina rastlanabilir (50, 51).

Kulak zarindaki perforasyon igne deligi kadar olabilecegi gibi, subtotal veya
total olabilir. Perforasyonun yeri, marjinal veya santraldir. Perfore zar kenarlari

kalinlagir. Zarin geri kalan kismi ise kollabe olur, incelir ve timpanoskleroz
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gelisebilir (52). Bazi kulaklarda, orta kulak mukozasinda diizlesme, incelme,
skuamoz metaplazi ve subepitelyal timpanoskleroz goriilebilir. Bazen de mukoza
kalin bir mukusla kaplanir. Graniilasyon dokusu sik goriilmez. Akint1 genellikle
yesilimsi, mukopiiriilan ve kotii kokuludur (50). Fazla sik olmamakla birlikte orta
kulakta graniilasyon dokusu varsa akinti kanli vasifta olabilir. Akint1 araklikli
zamanlarda olur, kulak genellikle aylarca kuru kalir. Akintinin baglamasi tipik olarak
bir iist solunum yolu enfeksiyonu takiben olur. Yiizme veya banyo yapma sonucu
orta kulagin su ile temas1 da akitinin nedeni olabilir (50). Komplike vakalarda ve
cerrahi miidahale diisiiniilen vakalarda radyolojiden yararlanilabilir. Mastoid kemik
ve intrakranial komplikasyonlarin degerlendirilmesinde bilgisayarli tomografi
oldukca yararhdir (53).

1.4.4. Kronik Siipiiratif Otitis Mediada Tedavi

Kronik stipiiratif otitis medianin tedavisi medikal ve tibbi tedavi olarak iki
bolimden olusur. Her iki durumda da oncelikle enfeksiyonun eradikasyonu
amaclanir. Cerrahi tedavide amag¢ orta kulak ve mastoiddeki enfeksiyonun
eradikasyonu ile birlikte timpanik membran onarilmasidir. Enfeksiyonun medikal
tedavisinde lokal temizlik, antibiyotikli veya antiseptik soliisyonlar ve oral yada
parenteral antibiyotikler kullanilir (50). KSOM’nin medikal tedavisinde enfekte
mukozal yiizeylerin temizlenmesi gerekir (52). KSOM’nin medikal tedavisinde
genelde antibiyotikli ve steroidli damlalar tercih edilir (54). Sistemik olarak
uygulanan ve ototoksik etkileri oldugu bilinen polimiksin, neomisin gibi ajanlarin
lokal uygulama ile toksitelerinin azalacagi diisiiniilmiistiir. Siprofloksasin igeren
damlalar pseudomonas aeruginosaya etkili olup yan etkisi az oldugu i¢in ilk tercihler
arasindadir. Mukozal ylizeylerin asir1 enfeksiyonu ve ddemi oldugu durumlarda
topikal tedaviye steroidli damlalarda eklenmelidir (50). Sistemik antibiyotikler oral
veya parenteral olarak kullanilir. Beta-laktamaz direngli penisilin analoglar1 topikal
tedaviye eklenmesi iyi bir se¢enektir. Oral siprofloksasin pseudomonaslara etkili ilk
secenek antibiyotikdir. Siprofloksasin grubu ilaglar kartilaj gelisimini olumsuz yonde
etkiledigi icin ancak 17 yasin altinda verilmemelidir. Rezistans1 Onlemek igin

antibiyotikler dikkatli se¢ilmeli ve en az 10 giin kullanilmalidir (50).
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1.4.5. Siipiiratif Otitis Media’nin Komplikasyonlari

1.4.5.1. Komplikasyonlarin Gelismesinde Yayilhm Yollarn

Orta kulak enfeksiyonunun komplikasyona yol agmasi ii¢ yolla olur (55):

1.4.5.1.1. Preforme Yollardan Yayilhim

Orta kulak iltihabr kafa i¢ine ge¢mek icin, dnceden var olan agikliklardan
yararlanir. Bunlara preforme yollar denir.

a) Enfeksiyon, orta kulaktan oval veya yuvarlak pencere yoluyla labirente
veya meatus acusticus internusa gider. Perilenfatik veya endolenfatik kanal ve kese
ile labirentten meninkslere agilir

b) Konjenital acikliklar: Orta kulak ile kafa i¢i arasinda kemik yapida
dogustan agikliklar var olabilir. Hipotimpaniumda juguler bulb iizerinde, tegmen
timpanide, petroskuamozal ve petrotimpanik siitiir hatlarinda, fasial kanalin
horizontal parcasi lizerinde agikliklar olabilir.

c¢) Cerrahi miidahale ya da travma sonucu olusan agikliklar.

1.4.5.1.2. Kemik Erozyonu ile Yayilim

Bu yolla yayilim, iyi pnomatize olmus temporal kemikte, akut ve kronik otit
vakalarinda en sik goriilen yayilma yoludur. AOM’ de kemik erozyonu, bir koelasan
mastoidit sonucu olusur. KOM’da kemik erozyonu kolesteatoma sonucu, bazen de
osteomyelit sonucu olusur. Kolesteatomanin asir1 biiylimesi sadece klinik bir
ozelligidir. Saglikli dokuya invazyon, migrasyon, agresiflik ve diizenli olmayan
farklilasmas1 diger klinik 6zellikleridir. Temporal kemigin proteolitik erozyonu
kolesteatomanin klinik progresyonu ile baglantilidir (55).

Kolesteatomanin progresyonu sirasinda proteolitik enzimlerin rolii hakkinda
cesitli yayinlar bulunmaktadir. Bu proteolitik enzimler, c¢esitli peptidazlar, mast
spesifik proteazlar, serin proteazlar, metalloproteinazlar, katepsinlerdir. Schonermark
ve ark. (55) matriks metalloproteinaz ailesi iiyelerinin koleateatoma dokusunda
yiiksek oranda bulundugunu, buna karsin normal timpanik membran ve orta kulak
mukozasinda metalloproteinaz aktivitesi saptanmadigini ifade etmislerdir (55).

Bu proteazlarin ekspresyonunun sadece kolesteatomun rezorpsiyon yapma
ozelligine sahip olmayip ilave olarak proliferatif stimilusta rol oynadigi ifade

edilmistir. Kemik erozyonu en ¢ok mastoid kemigin havali bosluklari, mastoid kemik
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korteksi, petroz piramid, tegmen timpani, sigmoid sinus 0n ve arkasindaki havali
bosluk bolgelerinde goriiliir (55).

1.4.5.1.3. Venoz tromboflebit yoluyla yayilim:

Normalde orta kulak, petréz piramid, mastoid proces ve kulak arkasi cilt
dokusundaki venler veya veniiller, kemik dokusu i¢inden beyin dokusu ve
subaraknoid bosluktaki venlerle baglant1 halindedir (55).

AOM sonucu olusan komplikasyonlar daha ¢ok;

*Preforme yollar

*Tromboflebit araciligiyla yayilim sonucu,

KOM sonucu olusan komplikasyonlar daha ¢ok;

» Kemik erozyonu yoluyla olusurlar.

Ostaki tiip disfonksiyonunun KOM patogenezinde dnemli rolii vardir. Orta
kulak havalanmasmin 0Ostaki tiip disfonksiyonu nedeni ile azalmasi timpanik
membran retraksiyonu, atelektazi, kronik perforasyona neden olarak kolesteatoma
gelisimine yol agabilir. Yapilan bir ¢calismada ostaki tiip endoskopisi ile KOM’lu
hastalarda ostaki tiip fonksiyonlarina bakilmis ve kolesteatomali hastalarin %89’unda
anormal mukoza, %88 hastada Ostaki tiipiiniin kapali oldugu izlenmistir. KOM’lu
hastalarda ise %53 oraninda anormal mukoza ile %73 oraninda kapalilik izlenmistir.
Kemik¢ik zincir rekonstriksiyonun basaris1 tiip mukozasi normal olanlarda,
olmayanlara gore daha yiliksek oranda bulunmus ve uzun dénem KOM’u olan
hastalarda anormal Ostaki tiip mukozasi goriilme ihtimali daha yiliksek olarak
saptanmistir  (56). Supuratif otitis media komplikasyonlar1 intrakranial ve
ekstrakranial olarak ikiye ayrilabilir (57).

1.4.5.2. intrakranial Komplikasyonlar

1.4.5.2.1. Menenjit

En sik rastlanan intrakranial komplikasyon (IKK)’dur (57). KOM’lu
hastalarda daha siktir ve kemik erozyonu yoluyla IKK komplikasyon olusturur.
AOM’da bazen hematojen yol, bazen de temporal kemik agikliklarindan yayilarak
menenjit olusur. AOM’ a bagli menenjit gelistiginde, tedavi genis parasentez ve
paranteral antibiyotik olmalidir. KOM sonucu gelisirse, genel durum cerrahiye uygun
hale getirilerek, komplet mastoidektomi veya radikal mastoidektomi uygulanir (3,

58).
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1.4.5.2.2. Lateral Siniis Trombozu

Duramater ven siniisleri i¢inde, temporal kemik enfeksiyonlarindan en sik
etkileneni sigmoid siniistiir. AOM ile birlikte goriiliiyorsa, mastoid emisser venler;
KOM sonucu olusuyorsa kemik lamina erozyonu oncelikli olarak diisiiniiliir.
Perisiniis enfiamasyonu, mural trombiise yol agarak, trombiisiin intraluminal
biliylimesi yoluyla limeni tikamasina neden olur. Bu trombiis enfekte oldugunda,
septik emboliye yol agar. Trombiis yukariya dogru ilerlerse superior sagital siniis;
asagiya dogru uzanirsa, internal juguler ven ve subclavian ven tikanir. Tipik olarak,
mastoid emisser venin trombozuna bagli olarak postaurikiiler 6dem goriilmesine,
Greisinger belirtisi denir. Bu ©6dem mastoid kemik iizerinde daha arkada
yerlesmesiyle koelasan mastoidite bagl subperiosteal 6dem ve apseden ayrilir (3).

1.4.5.2.3. Ekstradural Apse

Kolesteatomali KOM ve koelasan mastoiditin kemik destriiksiyonuna yol
acmasi sonucu olusur. Bulgu ve semptomlar1 olmayabilir. Tani, bilgisayarl
tomografi (BT) veya manyetik rezonans (MR) goriintileme veya operasyon
esnasinda tesadiifen konur. Tedavisi, antibioterapi ve cerrahidir (3).

1.4.5.2.4. Subdural apse

Duramater ile araknoid arasinda olusur. Otitis medianin nadir bir
komplikasyonudur. Daha siklikla frontal siniizitin bir komplikasyonudur. Tanida
kontrastli BT veya MR kullanilir. Baglangi¢ tedavisi, ampiyemin bosaltilmasidir (3).

1.4.5.2.5. Beyin apsesi

Beyin apseleri en sik 3-4’ iincli dekattaki erkeklerde goriiliir ve otojenik
kaynakhidir. Siklikla tromboflebit ve periflebit yoluyla olusur. En sik temporal lob
daha sonra serebellumda goriiliir. Tan1 BT veya MR ile konulur. Parenteral, topikal
ilag kullanimi ve antiddem tedavi uygulanir. Cerrahi tedavide, beyin cerrahisi ile
beraber calisilir (3).

1.4.5.2.6. Otitik hidrosefali

Beyin apsesi veya menenjit olmaksizin intrakranial basing artis1 ile
karakterizedir. Lateral siniis trombozu (LST) ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Beyin

omirilik stv1 (BOS) basincini kontrol altinda tutmak esastir (3).
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1.4.5.3. intratemporal Komplikasyonlar

1.4.5.3.1. Fasyal paralizi

Fasyal paralizi ayn1 kulakta, AOM veya KOM’ un alevlenme doneminde
olmalidir. Cocuklarda siklikla AOM sonucu gelisir, bu durum kanalin konjenital
acikligimi distindiiriir (2). AOM’ den 2 hafta veya daha sonra olan fasial paralizi,
kemik destriiksiyonunu distindiiriir (2). KOM sonucu olusmussa, %80 oraninda
kolesteatomlu KOM sonucudur ve fasyal kanal acilmistir (1). Fasyal kanalin en sik
tutuldugu bolim, timpanik segmenttir. Cerrahinin erken donemde yapilmasi
onemlidir. AOM’ de parasentez ve parenteral antibiyotik; KOM’ da mastoidektomi
ve dekompresyon, parenteral antibiyotik ve lokal bakim gereklidir. Perinorium asil
bariyer oldugundan, sinir siirekliligi var ise kilif agilmamalidir (1).

1.4.5.3.2. Labirentit

I¢ kulagm mikrobik ve enflamatuar hastaliklarmin tiimiinii kapsar. Unilateral
oldugunda timpanojenik, bilateral oldugunda meningojenik menenjitten bahsedilir
(3).

1.4.5.3.2.1. Simirh labirentit

Lateral semisiirkiiler kanal (LSSK) kolesteatomalarinda siklikla goriiliir (3).

1.4.5.3.2.2. Diffiiz seroz labirentit

Vertigo, bulanti, kusma tariflenir. Hasta kulaga spontan vuran nistagmus ve
isitme kaybi1 mevcuttur. Genellikle yuvarlak pencereden toksinlerin gecisi s6z
konusudur. Fistiila testi pozitiftir. Bu, labirentin hala fonksiyon gordiiglinii gosterir.
Isitme kayb1 gegicidir (3).

1.4.5.3.2.3. Diffiiz siipiiratif labirentit

I¢ kulakta, inflamatuar hiicre ve piiriilan mayi mevcuttur. Kalic1 ve total
isitme kayb1 vardir. Hizli ve yogun medikal tedavi uygulanir (3).

1.4.5.3.3. Labirent fistiilii

Kolesteatomali labirentin fistiilii kemik ve membrandz labirenti erode eden
genis fistiil, sadece kemik labirenti etkileyen kemik fistiilii olmak tizere iki tiptir.
KOM nedeni ile opere olan hastalarda yaklasik olarak %7 oraninda labirentin fistiil
varlig1 saptanmistir. Kemik tipi fistiil %66 oraninda, yaygm tip fistiil ise yaklasik
olarak %33 oraninda izlenir. LSSK tutulumu %61 oraninda izlenir (59). Labirentin

fistiil kolesteatoma disinda graniilamatéz KOM’da da olusabilir. Canal walldown
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mastoidektomi sonrasinda da enfeksiyon varliginda gelisebilir. Labirent fistiilii
olgularda yapilan temporal kemik c¢alismasinda kolesteatoma matriks veya
inflamatuar doku genelde endosteum veya membrandz labirentin {izerinde izlendigi
saptanmis, ¢ogu vakada i¢ kulak degisimleri fistiil bolgesinde izlenmemistir. Sadece
endosteumda kalinlagsma ve kronik lokalize labirentit tablosu izlenmis, cogu vakada
vestibiiler ve koklear duyu organlarinda degisiklik saptanmamis, serdz labirentit
izlenen vakalarda parsiyel sensdrindral isitme kayb1 (SNIK) saptanmustir (60). Fistiil
tanis1 pozitif fistiila testi, nistagmusun varlig1 ve bas donmesi ile konur. Kitle etkisi
ile fistiil testi negatif sonug verebilir. Tanida, kemik dehisansinin BT ile gosterilmesi
faydalidir. Tedavide mastoidektomi ile kolesteatomanin eradikasyonu ve fistiiliin
tedavisine dikkat edilmelidir (60).

Kronik siipuratif otitis media, SNIK ile baglantil1 olabilir. I¢ kulak KSOM’ya
kars1 hassastir. Ileri yas bu hassasiyeti arttirir. SNIK degisik yollarla meydana
gelebilir. Inflamatuar mediatdrler i¢ kulaga yuvarlak pencere membranindan
gecebilir. Bu gecirgenlik KOM’da artmistir. Bu maddeler kokleadaki kan akim hizini
azaltirlar. Bu mediatorlerden histamin; dis tiiylii hiicrelerin efferent innervasyonunu
engeller. Histamin asetil kolin reseptdrlerine baglanarak effetent innervasyonu
azaltir. Serbest radikaller hiicre cevapli immiin cevap sirasinda direk olarak tiiylii
hiicrelerinde hasara neden olur. Endotoksinler Na-K ATP-azi bloke ederek
endolenfteki iyon konsantrasyonunu degistirir (61). Otite bagh isitme azlig1 yiiksek
frekanslarda daha yiiksek oranda saptanmis. Bunun nedenin yiiksek frakans igitmeyi
saglayan tiiyli hiicrelerin kokleanin tabaninda olmasi ve yuvarlak pencereye
yakinlig1 oldugu One siiriilmiis. Sensorial hiicrelere potansiyel olarak zarar
verebilecek olan inflame orta kulagin yuvarlak pencere diizeyinde yaknlig1 nedeni
ile yiiksek frekanslardaki hiicreler ciddi hasar gormektedir. SNIK 4 kHz de konusma
frekanslarina gore daha fazla oldugu saptanmis (61).

1.4.5.3.4. Petrozit

Petrozit aslinda klinigi 6zellik gdsteren bir mastoidit tipidir. Her zaman
mastoidit vardir. Seyrek goriilen bir komplikasyondur. Labirent g¢evresindeki ve
apeksteki havali hiicrelerin kronik enfeksiyonudur. Klinik olarak; Gradenigo

sendromu (5’inci kranial sinir irritasyonuna bagl retroorbital agri, otore, 6’mci1
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kranial sinir paralizisine bagli diplopi), ates, SNIK, aralikli fasial paralizi, aralikli
vertigo goriilebilir. Tedavisi komplet mastoidektomidir (61).

1.4.5.3.5. Mastoidit

Mastoid kemikteki hiicreler arasindaki septalarin erimesine neden olan
enfeksiyona, koalesan mastoidit denir. Siklikla AOM’de, az oranda da KOM’da
goriiliir. Kulak arkasi sulkusunu i¢ine alan ve sulkusu kaybeden sislik, 6dem ve
kizariklik dikkati ¢eker. Prognoz iyidir. Tedaviye kolay cevap verir. Tedavi, tibbi ve
cerrahi olabilir. Parasentez yapilir. Tibbi tedaviye cevap vermiyorsa kortikal
mastoidektomi gereklidir (61).

1.4.5.3.6. Subperiostal apse

Akut koalesan mastoiditte, korteks destriiksiyona ugrayip periosta ulasirsa,
subperiostal apseden bahsedilir. Postaurikiiler bdlgede olusursa mastoid apse,
aurikula 6n ve lstiinde olusursa zigomatik apse, mastoid tipten boyna yayilirsa
Bezold apsesi olarak isimlendirilir. Mastoid apsenin, diffiiz external otit ile klinik
aymrmminda;  external otitte timpanik membranin intakt oldugu ve kulak arkasi
sulkusun silinmedigi g6z oniinde bulundurulmalidir. Tedavisi, subperiostal apsenin
drenaj1 ve kortikal mastoidektomidir (61).

1.5. Bone (Kemik) Morfogenetik Proteinler

Kemik morfogenetik proteinler, transforming groft faktor- f (TGF- B) ailesi
iiyeleri icinde bulunan biiylime ve farklilagsma faktorleridir. Hiicre proliferasyonu,
diferansiasyonu, hiicre adezyonu ve motilitesini dilizenledigi cesitli tiirlerde
tanimlanmigstir (62). BMP-2 — BMP-9 arasindaki tiirevler TGF-f siiper ailesine bagli
olup TGF-p ile benzerlik gosterir (63). BMP’ler embiyolojik gelismede mezoderm
indiiksiyonunda gorev alirlar (64). Bobrek, goz, sinir, beyin, testis, cilt, kalp ve dis
gelisiminde 6nemli fonksiyonlar iistlenirler (65, 66). BMP’lerin in vitro verilmesi ile
mezensimal hiicrelerden matriks {iretimi olusur. Insan osteoblastlar1 ve insan kemik
ilig1 osteoprogenitor hiicreleri iizerinde kemotaktik etkileri vardir (67). BMP’ler
ayrica osteojenik olmayan yapilarin gelisimine katkida bulunur. Noral indiiksiyon ile
ektodermal hiicrelerin farklilasmasinin belirlenmesinde ilk adimi temsil etmektedirler
(68). BMP’ler 30 kDa agirligindaki homodimerik proteinlerdir (69).

Kemik iyilesmesi ve kemik biiylimesi, uygun bir matrikse mezensimal

hiicrelerin kemotaksisi ve baglanmasi, progenitor hiicrelerin proliferasyonu ve
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takiben kemik, kartilaj, hematopoetik hiicrelerin olusmasi ile cok basamakli bir selale
seklinde meydana gelmektedir. Kemik biiylimesi basladiktan sonra ¢ok sayidaki
biiylime ve diferansiyasyon faktorii, olayn ilerlemesini ger¢eklestirmektedir. (70, 71)
1965 yilinda Marshal Urist, iskelet dis1 bolgelere yerlestirilen dekalsifiye kemik
matriksinin (Demineralized Bone Matriks, DBM) kemik formasyonu indiiksiyonu
yaptigini1 gostermistir. Daha sonra 1979 yilinda yine Urist tarafindan ilk kez BMP
elde edilmistir. BMP’in diger adi Osteojenik proteindir. BMP’ler memelilerde
bulunan ger¢cek morfogendirler. Embriyojenik ve dogum sonrasi donemde kemik ve
bircok dokuda var olduklar1 belirlenmistir. Yasam siirecinde BMP’lerin hedef organi
diferansiye olmamis perivaskiiler bag dokusu hiicreleriyken, biiyiime faktorlerinin
hedefi diferansiye olmus hiicrelerdir. BMP kemik gelisimi i¢in bazi genleri aktive
etmekte ve kirik iyilesmesinde indiiksiyon ile yeni kemik formasyonunu
saglamaktadir (72). Eriskin memelilerde BMP osteoblastlar ve osteositler tarafindan
sentez edilmekte ve primer olarak kemik ve dentinde bulunmaktadir (73). BMP’ler
bir grup protein growth faktor igeren TGF- siiper ailesinin iiyesidir. Bu ailenin
40’dan fazla liyesi tanimlanmistir. BMP’ler, biiyiime ve diferansiyasyon faktorleri,
inhibin ve aktivinler bunlardan bazilaridir. BMP’ler 7 adet disiilfit bag ile baglanmis
dimerler icerirler. BMP’ler iki benzer zincir iceren homodimer olarak veya iki farkl
zincir igeren heterodimer olarak iki sekilde aktiftir. Giinlimiizde 15 adet BMP
tanimlanmistir. Aminoasit dizilis benzerliklerine gore alt gruplara ayrilmislardir.
BMP-2 ve 4 birinci alt grubu, BMP- 5 ve 8 ikinci alt grubu, BMP-3 ve GDF-10
ticlincii alt grubu olusturmaktadir. BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7’ler BMP-2 ‘ye
benzer sekilde kemik indiiksiyonu yapmaktadirlar. Bu proteinler arasinda BMP-2’
nin osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan protein oldugu goriilmiistiir (74- 76). BMP
genellikle endokondral yol ile yeni kemik olustururlar. Tasiyicidan salinan BMP
baslangicta tasiyic1 etrafinda kartilaj doku indiksiyonunu gergeklestirmektedir.
Indiikte edilen kartilaj dereceli olarak tastyici konak doku tarafindan resorbe
edilmekte ve kemik doku ile yer degistirmektedir. Intramemrandz kemiklesme
olabilmesi i¢in zengin vaskiilarize mezensimal doku varlig1 gerekmektedir. (77)
Embriyojenik hiicrelerin BMP’lere cevap vererek Kkartilaj ve kemik
hiicrelerine diferensiye olmalar1t da, BMP’lerin embriyojenik iskelet sisteminin

olusmasinda rol oynadiklarin1 gostermektedir. Primitif hiicre popiilasyonunun iginde
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bulundugu diferansiyasyon sathasi BMP’lerin etkisinde onemli bir belirleyicidir.
Kemik iligi BMP’ye cevap veren hiicreleri saglamaktadir. BMP’nin kemik iligi
hiicrelerini indiikleyerek kemik formasyonu sagladigi bilinmektedir. Cok sayida
primitif hiicrenin bolgede bulundugu iyilesen fraktiirlerde dogal olarak BMP’lerin
salgilandig1, kirik iyilesmesi sirasinda bu proteinlerin lokal olarak diizenleyici rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. lyilesme olmayan fraktiirlerden elde edilen hiicrelerin
BMP’ye cevap verdikleri ve kirik iyilesmesinin olmamasinin nedeninin eksik
miktarda BMP varligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (74).

BMP’ler kemik i¢ dengesi lizerinde birden fazla mekanizma ile etkili
olmaktadirlar;

1) Farklilasmamis mezenkimal hiicreler ve osteoblastik Onciil hiicreler
iizerinde mitojenik etki yaparlar,

2) Kemik hiicrelerinde alkalin fosfataz aktivitesini arttirirlar,

3) Mezenkimal hiicreler ve monositler i¢in kemotaktik hiicre gibi davranirlar.

1.5.1. TGF-p Siiperailesi

TGF-B ailesi, gelisimi c¢ok yonli kontrol eden ekstraselliiler biiylime
faktorlerinin biiyiik bir grubudur. Organizmanmn tiim dokularmmn gelisiminde,
homeostazisinde ve onariminda ¢ok dnemli rol oynayan TGF-p ailesi, yapisal olarak
iliskili ¢cok sayida polipeptid biiylime faktorleri icerir, bunlarin her biri hiicre
proliferasyonu, farklilagsmasi, motilitesi, adezyonu ve 6liimii gibi hiicresel siirecleri
diizenleme yetenegine sahiptir (78). TGF-B ailesi, hedef hiicrenin uyariya verdigi
yanitin ¢esidine bagli etkileri olan ¢ok fonksiyonlu agonistlerdir. Ornegin, bu ailenin
bir liyesi olan TGF-B1, mezensimal gelisimin diizenleyicisi olarak tanimlanmis ve
bundan farkli olarak epitel hiicrelerde antimitojen oldugu goézlenmistir. Aktivinler,
hipofiz fonksiyonunun hormonal diizenleyicileridir, bunun yaninda kurbagalarda
mezodermin olusumuna katilirlar (78, 79). TGF-B ve ilgili faktorler, 2 tip reseptor
olan serin/treonin protein kinazlar1 bir araya getirerek gen ekspresyonunu
diizenlerler. Bu kinazlardan biri digerini fosforlar, bu fosforlanan kinaz SMAD
proteinlerine doniisiir. SMAD’lar, hiicre ¢ekirdegi i¢ine sinyal tasiyan ve 6zel olarak
deoksiriboniikleik asit (DNA)’ e baglanma kabiliyeti ile transkripsiyonel kompleks
olusturan orijinal bir protein ailesidir (78, 80). TGF-B ailesi iiyeleri serin/treonin
kinaz aktivitesine sahip reseptorlere baglanarak hiicresel hareketlerini baglatirlar.

TGF-B ailesi iiyeleri, transmembran protein ailesinden olan serin/treonin kinaz
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aktivitesine sahip TGF-f reseptor ailesine sinyal iletirler. TGF-f reseptor ailest,
yapisal ve fonksiyonel Ozellikleri géz Oniinde tutularak tip I ve tip II reseptorler
olmak iizere 2 alt gruba ayrilmistir (Sekil 3) (81).

Protein kinaz bolgesinin hemen oOniinde ¢ok i1yi korunmus 30 amino asitlik
bolge tip I reseptorii digerlerinden ayirir. Sahip oldugu SGSGSG dizileri nedeni ile
bu bolge GS bolgesi olarak adlandirilir. GS bolgesi, muhtemelen tip I reseptor
kinazlarin katalitik aktivitelerini veya substratlarla etkilesimini kontrol edebilen
onemli bir diizenleyici bolgedir (82). Tip I ve tip II reseptorlerin kinaz bdlgeleri,
serin/ treonin protein kinaz bolgesinin dizileri ile uygunluk gosterir. Buna bagl
olarak, tip I reseptorleri kendi substratlarmi fosforlarken serin rezidiileri tizerindeki
SMAD proteinlerinide fosforlar, tip II reseptorler ise kendi substratlarin1 ve serin-
treonin rezidiileri iizerindeki tip I reseptorlerinide fosforlar fakat tirozin rezidiilerini
fosforlamazlar (83, 84).

1.5.2. Reseptor Kompleks Olusumu

TGF-p ve ilgili faktorler, tip I ve tip II reseptor ¢iftlerine baglanir ve bunlari
birlestirerek sinyalin aktivasyonunu saglarlar. iki farkli ligand baglanma cesidi
gozlenmistir. TGF-P ve aktivin reseptorleri i¢in karakteristik olan 1. baglanma ¢esidi
ligandin tip II reseptore direkt baglanmasi suretiyle gerceklesir, daha sonra tip I
reseptor ile bu kompleks (ligand-tip II reseptor) arasinda etkilesim olur. Tip I
reseptorler ligand: tanir ve tip II reseptore baglamir (85). Ikinci baglanma gesidi ise
BMP reseptorleri ve bu gruba dahil olanlar i¢in tipiktir, tip 1 ve tip II BMP
reseptorleri liganda beraber baglanirlar (86). Oncelikle aktif, ligand-tip I/tip 11
reseptor kompleksi olusur, tip I reseptor fosforilasyon ile tip I reseptorii aktive eder,
daha sonra tip I reseptor sitoplazmadan hiicre cekirdegine sinyal ileten SMAD
proteinlerini fosforlar (Sekil 3) (78, 79, 87). Sinyaller, aktivatorii olan tip II reseptor
(TPRII) tarafindan fosforlanmis TGF-P tip I reseptorlerinden (TPR-I) ortama verilir.
Ligandin baglanmast tip [ ve tip II reseptorlerinin heteromerik kompleks
olusturmasina yol acar (82, 88, 89). Ligandlarin dimerik yapisinda, monomerlerden
biri tip I reseptdrlerden biri ile diger monomer ise tip Il reseptorle birlesir, sonucta
heterotetramerik reseptdr kompleksi olusturulur (89). Bu kompleksin olugsmasi i¢in
sinyal gereklidir. TPBR-I ve TPR-II kinazlar1 igeren kimerik reseptorler farkl
konfiglirasyonlar olusturabilirler, sinyal sadece tip I ve tip II reseptor kinazlarm bir

araya gelmesiyle elde edilir (90). Reseptor aktivasyonundaki en 6nemli basamak
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tetramerik reseptor kompleksin fosforilasyonudur. TBR-11’deki belirli fosforilasyon
bolgeleri reseptoriin sinyal aktivitesini diizenler; Ser 213 ve Ser 409’un
fosforilasyonu TPBR-II aktivitesi i¢in gereklidir, bunun yaninda Ser 416’nin
fosforilasyonu TPR-II sinyal iletimini inhibe eder (91). TPR-II ve aktivin tip 1IB
reseptorii 0zellikle tirozin rezidiileri lizerinde otofosforile olabildigi kadar serin ve
treonin rezidiileri lizerinde de otofosforile olabilir ve dolayisiyla ¢ift 6zellikli
kinazlar gibi fonksiyon gorebilirler. TBR-I, TPR-II tarafindan GS yapis1 icindeki
cesitli rezidiilerden fosforlanir, bu fosforlanma TPR-I kinazin aktivasyonunu saglar
(Sekil 4) (82). TBR-I, GS yapisinin N-terminal boliimiine lokalize olmus Ser 165
iizerinden fosforile olur. Ser 165°teki herhangi bir mutasyon tip I reseptoriin daha
gliclii sinyal vermesine yol agar, giiclii sinyallerde biiyiimenin inhibisyonunu ve
matriks birikimini etkiler. Buna gore, Ser 165’in fosforilasyonu TGF-B sinyal

iletimini diizenleyebilir (87).
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Sekil 3. SMAD’lar ile TGF-f sinyal iletimi: Temel sinyal mekanizmasi; Ligand
reseptor kompleksle birlesir SMAD’lar1 fosforile eder ve SMAD’lar trankripsiyonel

kompleksle birleserek hedef genin sentezini kontrol ederler.

Kolesteatomanin lokal infiltrasyonu ve kemik destriiksiyonu gibi karakteristik
ozellikleri vardir. Kolesteatoma bazi1 hastalarda daha agresif seyretmektedir.

Calismamizda kolesteatoma dokusunda Genel BMP (BMPs), BMP-2, BMP-4 ve
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BMP-6 ekspresyonunun edinilmis kolesteatoma agresifligine etkisi incelenmistir.
Edinilmis kolesteatomal1 hastalarin preoperatif goriintiillemelerindeki ve operasyon
esnasinda direk klinik muayenedeki yayilim dereceleri, kemik¢ik ve kemik
destriiksiyonu ile BMPs, BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 ekspresyonu arasindaki iligkinin
saptanmast amaglanmistir. Boylece bir iligki saptanirsa hiicre proliferasyonu ve
agresif seyreden kolesteatomalar hakkinda bilgi sahibi olmaya, rekiirrens ve kemik
destriiksiyonu gibi risklerin daha onceden saptanmasma yardimci olabilir. Cerrahi
teknige bagl kolesteatoma tedavi basarisizligi, kolesteatoma dokusundan preoperatif
alman Orneklerde BMP ekspresyonunun fazla oldugu vakalarda daha agresif cerrahi

teknikler uygulanarak azaltilabilir.

Tip Il reseptor ailesi Tip | reseptor aile:
ActR-II ActR-IB
ActR-IB TBR-I

o ALK7
o — |GS ATR-I°
il BMPR-IA
TBR-II - TTSGSGSGLP BMPR-IB
@ | Fosforilasyonun g ALK1
BMPR-| S| aktive ediimesi = ActR-I
) > ~ Sax”
Tkv®
FKBP12
e baglanma Daf-1¢

bdlgesi

Sekil 4. Tip I ve Il TGF-p reseptor aileleri. Tip I reseptorde protein kinaz bolgesi GS
bolgesinden oOnde gelir. TPR-I’in karakteristik GS dizisi motifi iizerinde,
fosforilasyon bolgesi ve FKBP12 baglanma bolgesi. Omurgalilardaki iiyeleri

listelenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Denekler

Bu ¢alisma T.C. Saglk Bakanligi Ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigii
Elazig Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun ve ¢alismaya alinacak bireylerin onay1
almarak Kasim 2009- Eyliil 2010 tarihleri arasinda Firat Universitesi T1p Fakiiltesi
KBB servisinde, kolesteatomali ve kolesteatomasiz kronik otit nedeni ile opere
edilen eriskin 80 hasta ilizerinde yapildi. Caligmaya alman tiim hastalarin yasi,
cinsiyeti, hastaneye gelis nedeni, sikdyetlerinin siiresi, kulak akintisinin varligi ve
siresi, kulak agrisi, bas donmesi, bulanti, kusma ve kulak ¢inlamas1 gibi
sikdyetlerinin varligmin yaninda fizik muayene bulgulari, preoperatif isitme diizeyleri,
var ise kolesteatomanin yayginligi, yapilan operasyonunun tipi, operasyon
esnasindaki kolesteatomanin yayilim derecesi, kemik yapilardaki yikim (tegment
kemik, sino dural agi, kemik fasyal kanal) ve kemik¢ik yapilardaki yikim (inkus,
inkus+malleus, inkus+stapes, malleustinkus+stapes) derecesi bilgileri kaydedildi.
Daha 6nce ayn1 kulaktan opere olan hastalar calismaya alinmadi.

Operasyon esnasinda ¢aligma grubu i¢in kolesteatoma dokusundan ve dis
kulak yolu cildinden, kontrol grubu i¢in dis kulak yolu cildinden doku o6rnekleri
alinip -80 °C’de seri tamamlanincaya kadar saklandi. Seri tamamlaninca 6rnekler
T1ibbi Biyoloji ve Genetik Labaratuvari’nda degerlendirildi.

2.2. Gruplar

Hastalar ¢alisma grubu ve kontrol grubu olmak tizere iki gruba ayrildu.

1. Calima Grubu (n=40): Primer edinilmis kolesteatomali kronik otitli hastalar
2. Kontrol Grubu (n=40): Kolesteatomas1 olmayan kronik otitli hastalar

KKOM nedeni ile opere edilen hastalarda kolesteatomanin yayginligi Saleh ve
Mills (92) smiflamasina gore evrelendi. Bu siniflama;  attik, antrum, orta kulak,
mastoid, tuba Ostaki, labirent ve orta fossa olmak iizere yedi bolgeye ayrilmstir.

Evre 1: Kolesteatoma basladig1 bolgede lokalizedir.

Evre 2: Hastalik diger bir bolgeye yayilmis.

Evre 3: Hastalik ii¢ bolgeye yayilmis.

Evre 4. Hastalik dort bolgeye yayilmas.

Evre 5: Primer alana ek olarak dort veya daha fazla bolgeye yayilmas.
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2.3. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon inceleme

Hastalardan revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon (RT PZR)
inceleme i¢in alinan biopsi materyalleri seri tamamlanincaya kadar uygun
kosullarda (-80°C’de) saklandi. BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 ekspresyonu 6l¢iimiinde
RT PZR yontemi kullanildi. Doku 6rneklerinden riboniikleik asit (RNA) izolasyonu
yapilarak belirtilen primerler kullanilarak PZR ¢alisild:.

2.3.1. Bone Morfogenetik Proteinlerin Tayininde Kullanilan Geregler

Agaroz Jel Elektroforez Giig Kaynagi, Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi
(Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium)

Eppendorf Mastercycler Gradient (Netheler MInz GmbH, 23331 Hamburg,
Germany)

UV lambas1 ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama tinitesi (TCP-20-M,
Vilber Lourmat, Cedex, France)

Mikropipetler, Eppendorf (France)

Sogutmali Mikrosantrifiij (Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP,
Germany)

Elektronik Hassas Terazi (Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan)

Etiiv, Niive (NP 400, Tiirkiye)

Elektro-Mag (Tiirkiye)

Ph Metre (Hana Intruments HI8521 pH meter, Italy)

Otoklav, Niive (Tiirkiye)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu —20 °C, Ugur (Tirkiye)

Su Banyosu (Koétterman labortechnic type 3643, Germany)

Vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

2.3.2. Bone Morfogenetik Proteinlerin Tayininde Kullanilan Kimyasallar

Borik asit (Merck, Frankfurt, Germany)

Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma, Germany)

Tris HCL (Sigma, Germany)

Etidium Bromide (Sigma, Germany)

Fikol (Serva, Germany)

Bromofenol Mavisi (Sigma, Germany)
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Xylene Cyanol (Sigma, Germany)

Mutlak Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

100 b¢’lik DNA Markir1 (Fermentas, Litvanya)

Agaroz (Sigma, Germany)

2.3.3. Bone Morfogenetik Proteinlerinlerin Tayininde Kullamlan
Cozeltiler

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X)

%15 fikol

%0.05 bromofenol mavi

%0.05 ksilen siyanol

Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L)

108 g Tris HCI

55 g Borik asit

20ml 0.5 M EDTA

1000 ml ddH2O ile tamamlanur.

EDTA Cozeltisi (0.5 M, 50 ml)

18.6gr EDTA tartilir. pH=8.0’e EDTA c¢oziiliinceye kadar NaOH eklenerek
ayarlanir.

Etidium bromiid (EtBr) cozeltisi (10mg/ml)

10 mg EtBr tartilir, izerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4°C’de saklanir.

2.3.4. Riboniikleik Asit izolasyon Islemi

2.3.4.1. Kullanilan Soliisyon ve Gerecler

RNA purifikasyon kiti (Vivantis, Marsiya), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf research series 2100
pipettes, Germany), otomatik homojenizator, pipet uglar1 (Deltalab 327-17),
mikrosantrifiij, vorteks, etil alkol.

RNA izolasyonu i¢in Vivantis marka RNA izolasyon kiti kullanildi. Kit lizis
tampon, yikama solusyonu 1, yikama solusyonu 2, DNase ve ddH,O igermektedir.

2.3.4.2. Dokulardan Riboniikleik Asit izolasyonunun Yapilmasi

Almman doku ornekleri kullanilincaya kadar deoksiriboniikleaz (DNase),
riboniikleaz (RNase) ve prirojen icermeyen 1.5 ml’lik ependorf tiipler i¢inde -80

°C’de saklandi. Dokulardan RNA izolasyonu Vivantis marka total RNA izolasyonu
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kiti kullanilarak (GF-RT-100, Vivantis, Malaysia) iiretici firmanin yontemine gore
yapildi. Tim islemeler oda sicakliginda gerceklestirildi. Buz kaliplara {izerinde
yaklasik 30 mg doku 6rnegi yeni bir DNase, RNase ve prirojen igcermeyen 1.5 ml’lik
ependorf tiipe alind1.

2.3.4.3. izolasyon Asamalan

1. igerisinde doku bulunan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii icerinse 700 pl
Buffer TR soliisyonu eklendi.

2. Dokular 700 pl lizis tamponu igerisinde otomotik homojenizatorde
homojenizasyon saglanincaya kadar isleme tabi tutuldu.

3. Tipler 14.000xg’de 3 dk santrifiij edildi ve istteki sivi kisim

homojenizasyon kolonuna alind1.

4. 14.000xg’de de 2 dk santrifiij edildi. Toplama tiipiiniin altinda kalan sivi
kisma 650 pl saf alkol ilave edilerek homojen bir soliisyon elde edilinceye kadar
pipetaj yapildu.

5. Homojen hale gelen 6rnek RNA baglayici kolona aktarild1.

6. Kolonlar 10.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

7. Koleksiyon tiipiiniiniin dibinde kalan kisim atilir ve yikama tamponu
1’den 500 pl ilave edildi.

8. 10.000xg’de 1dk santrifiij edildi.

9. Koleksiyon tiipliniiniin dibinde kalan sivi atildi. Kolon igerisindeki
membran lizerine DNase I eklenerek ornekler oda sicakliginda 15dk bekletildikten
sonra 500 pl DNase I inhibitor tamponu kolon igerisine ilave edildi.

10. 14.000g’de 1dk santrifiij edilir.

11. Koleksiyon tiipiiniiniin dibinde kalan siv1 atildi. Yikama tamponu 2’den
500 pl kolon igerisine ilave edildi.

12. Ornekler 10.000xg’de 1dk santrifiij edildi. Bu asama tekrarlandi.
Koleksiyon tiipiliniiniin dibinde kalan s1v1 atild1.

13. Kolon igerisinde kalan c¢ok az miktardaki yikama soliisyonunun
uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler 10.000xg’de 1dk santrifiij edildi.

14. Kolonlar yeni bir toplama tiipii icersine yerlestildi. 60 pl DNase, RNase
ve prirojen icermeyen ddH,O kolonun igerisndeki membran {izerine kondu ve 1 dk

beklendi.
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15. 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtre edildi ve RNA buz iizerinde
saklandi. RNA igeren silipernatan kullanilincaya kadar —80°C’de saklandi (Bu
yontemle 1-5 pg RNA elde edildi.)

2.3.4.4. Riboniikleik Asit Miktar Tayini

-80 °C’den ¢ikarilan RNA’lar buz icerisinde eritilerek, 10 mM pH: 8.0 Tris
solusyonu icerisinde 1: 1000 oraninda seyreltildi. Ornekler ve kor i¢in, UV gecirgen
quartz kiivetler icinde spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm’de optikal dansite
(Absorbance (A)) Olctimleri yapildi (Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000). Asagidaki
formiil kullanilarak, RNA miktar tayinleri ve A260/A280 degerleri kullanilarak ise
RNA kalitesinin degerlendirilmesi yapildi. A260 x 44 x (diliisyon faktorii) =pg/ mL

2.3.5. Bone Morfogenetik Proteinlerin Revers Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyon ile Cahsmasi

BMP genlerinin transkripsiyon tirlinlerinin tespiti i¢in dncelikle RNA’dan
komplementar deoksiriboniikleaz (cDNA) elde edildi ve daha sonra cDNA
kullanilarak PZR ile BMP transkripkriptleri cogaltildi.

2.3.5.1. Komplementar Deoksiriboniikleaz Yontemi

Total RNA elde edildikten sonra RNA’dan DNA’ya cevirim i¢in ¢cDNA
protokolii uygulandi. 4pg total RNA’dan, MBI Fermentas RevertAid® First Strand
cDNA Sentezi kit (K1622)’inde Onerilen sekilde, “random hexamer” ve MMLV
tersten transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA elde edildi. cDNA sentezi i¢in tablo

1’deki protokol uygulandi.

Tablo 1. cDNA sentezi i¢in uygulanan protokol

Reaktifler 1 6rnek icin miktar
Ornek RNA’s1 5ul

5X Revers Transkripsiyon buffer 4 ul

10mM dNTP 2 ul
Random Hekzamer I ul
RNAaz inhibitor 1 pl
Multiscribe Reverz transkriptaz, I ul

ddH20 6 ul
Toplam hacim 20 ul
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Asagidaki siklus ve derecelerde Eppendorf Thermal Cycler cihazinda cDNA

elde etme islemi gergeklestirilmistir.

Sicaklik
25°C’de
42 °C’de
70 °C’de
+4 °C’de

Siire
5dk
60dk
5dk

Sonsuz

Calisma gergeklesene kadar 6rnekler -20°C’ de saklanmastir.

2.3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon Materyalleri

Taq DNA polimeraz (5U/ul) Fermentas EP0402
10XPZR buffer (10mM) Fermentas EP0402
MgCl, (25mM) Fermentas EP0402

100mM dNTP set

Primerler

Fermentas RO186
Iontek, Istanbul, Tiirkiye

2.3.5.3. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon I¢in

Kullanilan Primerler ve Reaksiyon Kosullar

Hedef genlerde transkript diizeyinde ekspresyon degisimi olup olmadigini

degerlendirmek amaciyla RT PZR yontemi kullanildi. Bunun i¢in kullanilan genler

ve primer ciftleri Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2. RT PZR i¢in kullanilan primerler, primer baglanma 1silar1 ve beklenilen

PZR iiriin biiytiklikleri.

Gen Tleri ve geri primer Primer PZR  iiriin

Sembolil Baglanma  Biyiikliigii

Isis1

BMPs 5’-GGITGG(C/A)AIGA(C/T)TGGAT(A/C/T)(A/G)TI 53-58°C 120 bg
GC(A/C/G/T)CCCC-3’ [GW(Q/N)DWI(I/'V)AP]
5’-(A/G)(A/G)GT(C/T)TG(A/C/G/T)AC(A/G)AT(A/G)GC(A/G)TG
(A/G)TT-3’ [NHAIVQTL]

BMP-2 5’-GGAAGAACTACCAGAAACGAG-3’ 55°C 657 bg
AGATGATCAGCCAGAGGAAAA-3’

BMP-4 5’- GATTCCTGGTAACCGAATGCT -3’ 55°C 606 bg
5’- TCTCGTGTCCAGTAGTCGTGTGAT-3’

BMP-6 5’- CGGGTCTCCAGTGCTTCAGATT-3’ 55°C 351bg
5’- GCATCCACAAGCTCTTACAACC-3’

GAPDH 5’-ACGCATTTGGTCGTATTGGG-3’ 55°C 231 bg

5’-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3’
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2.3.5.4. Bone Morfogenetik Proteinlerin Tespiti I¢in Kullanilan

Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolii

Calisilan tim primerler icin aynt PZR protokolii uygulandi. Asagidaki

reaksiyon karigimi

uygulanark PZR gerceklestirildi.

Reaksiyon Karisim

cDNA 2ul
10 x PCR Buffer 3ul
MgCl2 (25mM) 3 ul
dNTP karisimi (10mM) 3ul
Taq DNA polimeraz 0,5 ul
Ileri ve Geri primer (10 pmol) 1,5 ul
Steril distile su 17 pl
Toplam Hacim 30 ul

Degerlendirilen BMP’lerin PZR kosullar.

Sicakhk
94 °C de
55°Cde
72 °C de
94 °C de
58 °C de
72 °C de
94 °C de
55°Cde
72 °C de
4°C de

Siire

5 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
7 dakika

Sonsuz

1 dongii
.............. ( denatiirasyon )
.............. (‘eslesme ) 35 dongii
.............. ('sentez )

1 dongii

2.3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan bu calismada PZR ile ¢ogaltilmis iirtinlerin tanimlanmas i¢in agaroz

jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen triinlerin biiyiikliiklerini tanimlayabilmek

icin %4’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizene§ine uygun hacim; toz

halindeki agarozun 0.5X TBE tamponunda manyetik karistiricili bir mikrodalga

firinda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60
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°C’ye sogutularak 0.25 pug/ml EtBr ilave edildi. Kuyular1 olusturacak olan tarak,
tabagina yerlestirildikten sonra hazirlanan jel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde
buraya dokildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice c¢ikarilarak jel
platformu 0.5XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Bu
tampondan jelin iizerini 1-2 mm gegecek kadar eklendi. Ornekler ve belirteg DNA,
6X yiikleme boyasi ile 5: 1 oraninda karistirilarak kuyulara 15°er pl yiiklendi. Giig
kaynag agilarak 90 V’a ayarlandi. Yaklasik yarim saat sonra giic kaynagi kapatildi.
Jel goriintiileme sisteminde UV 1511 altinda incelendi.

2.3.7. Gliseraldehid-3 Fosfat Dehidrogenaz Normalizasyonu ve Gen
Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Gen diizeyleri karsilastirilacak orneklerde ¢cDNA havuzunun ayni olup
olmadigmi anlamak i¢in, her hiicrede ayn1 miktarda oldugu bilinen geni i¢in tabloda
belirtilen primer dizileri ve 1s1 kullanilarak PZR yapildi. Sonrasinda incelenecek
ozgil genler i¢in gliseraldehid-3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) PZR’nunda
kullanilan ile ayn1 cDNA 6rnekleri kullanilarak Tablo 2’de belirtilen sekilde PZR’ler
yapildi ve PZR firlinlerinin agaroz jelindeki band kalinliklar1 densitometrik olarak
karsilagtirildi.

2.4. istatiksel inceleme

Hasta takip formlar1 araciligi ile toplanan veriler, SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) for Windows 11.5 paket programi kullanilarak veri tabani
olusturulduktan sonra, veriler elektronik ortama aktarildi ve verilerin

degerlendirilmesi yapild1.

Istatistiksel karsilastirmalarda anlamlihk diizeyi olarak 0.05 kullanildi.
Bagimhi ve bagimsiz degiskenin iki kategoriden olustugu durumlarda dagilimin
analize uygunluguna gore Person’un Kikare testi veya Fisher’in Kesin Kikare testi;
bagimsiz degiskenin iki kategoriden, bagimsiz degiskenin bes kategoriden olustugu
durumlarda ise dagilimin Kikare analizine uygun olmamasindan dolay1 Kolmogorov-

Simirnov Z testi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Calisma kolesteatomasi olan ve kolesteatomasi olmayan KOM nedeni ile
opere edilen eriskin 80 olgu iizerinde yapilmistir. Daha 6nce ameliyat olan hastalar,
iki yildan daha kisa siire Once tani almis hastalar, timpanik membrandaki
perforasyondan; 0Ozellikle marjinal veya attik bolgesindeki perforasyonlardan, epitel
dokusunun orta kulaga girmesiyle olusan sekonder edinilmis kolesteatomali hastalar
ve konjenital kolesteatomasi olanlar calisma dis1 birakilda.

Hastalarin 42’si (%52,5) erkek, 38’1 (%47,5) kadind1 (Sekil 5).

404 B Erkek
331 @m Kadm
304

Hasta Sayis1

Grup 1 (n=40) Grup 2 (n=40)

Sekil 5. Gruplara gore cinsiyet dagilimi

Caligmaya alman hastalarin yaslar1 18-61 (yas ortalamasi 33.46 + 14.14)
arasinda degismekteydi. Gruplara gore yas dagilimlar: grup 1 ve grup 2 i¢in sirasi ile
18-59 (yas ortalamasi1 35.07 &+ 12.98), 18-61 (yas ortalamasi 31.85 + 15.20) id1.

Hastalarin gelis sikayetlerine bakildiginda grup 1°de tiim hastalarda isitme
azhig1 sikayeti mevcuttu. Akint1 34 (%85) hastada, bas donmesi dort (%10) hastada,
¢mlama iki (%5) hastada, agri ii¢ (%7,5) hastada mevcuttu. Grup 2’ye bakildiginda
isitme azhig1 40 (%100) hastada, akint1 30 (%75) hastada, bas donmesi iki (%5)
hastada, ¢inlama iki (%5) hastada, agr1 bir (%2,5) hastada mevcuttu. (Tablo 3 )
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Tablo 3. Gruplara gore sikayetlerin dagilimi

Sikayet Grup 1 (Kolesteatomasi olan)  Grup 2 (Kolesteatomasi olmayan)
n (%) n (%)

Isitme azh@ 40 (%100) 40 (%100)

Akint1 34 (%85) 30 (%75)

Cinlama 2 (%5) 2 (%5)

Agr1 3 (%7,5) 2 (%5)

Bag donmesi 4 (%10) 1 (%2,5)

n=hasta say1s1

Hastalarin sikayetlerinin baslama siiresine bakildiginda grup 1 i¢in 2-30 yil
(ortalama 9,32 + 6.94), grup 2 icin 2-20 yil (ortalama 7.15 + 4.87) arasinda
degismekteydi.

Hastalarm isitme diizeyleri piir ton odyodgram ile degerlendirildiginde grup 1
icin 25-92 dB (ortalama 58.32 + 16.00) ve hava kemik aralig1 10-63 dB (ortalama
38.24 £ 12.41), grup 2 i¢in 28-92 (ortalama 50.05 + 18.43) ve hava kemik aralig1 14-
56 (ortalama 42 + 16.18), arasinda degismekteydi.

Gruplara gore yapilan operasyonun tipine bakidiginda grup 1’de iki (%5)
hastaya timpanomastoidektomi, 22 (%55) hastaya radikal mastoidektomi, 15 (%37.5)
hastaya modifiye radikal mastoidektomi yapildi. Grup 2’de 38 (%95) hastaya
timpanomastoidektomi, iki (%35) hastaya modifiye radikal mastoidektomi yapildi.
(Tablo 4)

Tablo 4. Gruplara gore yapilan operasyonun tipi

Operasyonun Tipi Grup 1 Grup 2
(Kolesteatomasi olan) (Kolesteatomasi
n (%) olmayan) n (%)
Timpanomastoidektomi 2 (%5) 38 (%95)
Radikal mastoidektomi 22 (%55) -
Modifiye radikal mastoidektomi 15(%37.5) 2 (%5)

n=hasta sayisi

Yapilan operasyonlar sirasinda kemik yapilardaki yikim degerlendirildiginde

grup 1’de dort (%10) hastada sigmoid siniis duvarinda yikim, bes (%12.5) hastada
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tegment kemikte (tegment antri ve tegment timpani) yikim, dokuz (%?22.5) hastada
fasyal kanalda yikim, dokuz (%22.5) hastada DKK duvarinda yikim mevcuttu. 13
(%32.5) hastada ise yikim mevcut degildi. Grup 2’de ise herhangi bir yikima
rastlanmadi (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplara gore kemik yapilardaki yikim tipi

Kemik yapilardaki yikim tipi Grup 1 Grup 2
(Kolesteatomasi olan) (Kolesteatomasi olmayan)

n (%) n (%)

Sigmoid siniis duvarmda yikim 4 (%10) -

Tegment kemikte yikim 5 (%12.5) -

Fasyal kanalda yikim 9 (%22.5) -

DKK duvarinda yikim 9 (%22.5) -

Kemik yapilarda yikim goriilmeyen 25 (%62.5) 40(%100)

n= hasta say1s1

Yapilan operasyonlar sirasinda tiim hastalarin kemikcik zinciri degerlendirildi.
Grup 1’de hastalarin 30’unda (%75) kemikciklerde yikim gozlendi. Hastalarin
yedisinde (%17.5) inkusta, besinde (%12.5) malleust+ inkusta, dordiinde (%10)
inkus+ stapeste, 14’tinde (%35) malleus+inkus+stapeste yikim mevcuttu. Grup 2’de
10 (%25) hastada kemikg¢ik yikimi goriildii. Hastalarin ikisinde (%10) inkus, altisinda
(%15)  inkuststapes, ikisinde (%10) malleus+inkus+stapeste yikim mevcuttu
(Tablo 6).

Tablo 6. Gruplara gore kemikgik zincir durumu

Kemikgik zincirde yikim tipi Grup 1 Grup 2
Inkus 7 (%17.5) 2 (%10)
Malleus+inkus 5(%]12.5) -

Inkusun+Stapes 4 (%10) 6 (%15)
Malleus+inkus+Stapes 14 (%35) 2 (%10)
Erezyon yok 10 (%25) 30 (%75)

n=hasta sayisi

41



Kolesteatomanm yaygmligi degerlendirildiginde, hastalar en sik hastaligin diger
bir bolgeye yayildigi evre 2 (n=12) (%30) ve primer alana ek olarak dort veya daha
fazla bolgeye yayildigi evre 5 (n=11) (%27.5)’te idi. (Tablo 7).

Tablo 7. Kolesteatomanin yayginligi

Evre

Evre 1 Evre 2 Evre3 Evre 4 Evre5s

Grup 1 (n=40) 4 (%10)  12(%30)  6(%I5)  7(%17.5) 11 (%27.5)

3.2. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon inceleme Bulgular

Hastalar BMP ekspresyon varligina gore degerlendirildiginde primer
kolesteatomal1 kronik otiti olan Grup 1’de DKK cildinde 30 (%75) hastada BMPs,
19 (%47.5) hastada BMP-2, ii¢ (%7.5) hastada BMP-4 ve 20 (%50) hastada
BMP-6 ekspresyon varligi saptandi. Kolesteatoma dokusunda ise 24 (%60)
hastada BMPs, 10 (%25) hastada BMP-2, ii¢ (%7.5) hastada BMP-4 ve 12 (%30)
hastada BMP-6 ekspresyon varligi saptandi. Kolesteatoma dokusunda pozitiflik
saptanan tiim hastalar DKK cildinde pozitiflik saptanan hastalardan olusmaktaydi.
Grup 2’deki DKK cildi degerlendirildiginde dort (%10) hastada BMPs, iki (%5)
hastada BMP-2 ve iki (%5) hastada BMP-6 ekspresyon varlig1 saptandi. BMP-4

icin ise ekspresyon varligi saptanmadi (Tablo 8 ve 9).

Tablo 8. Gruplara gore kolesteatoma dokusunda bone morfogenetik protein (BMP)

ekspresyon oranlar1

Gruplar n (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Grup 1 40(%100) 24 10 3 12
(%60) (%25) (%7.5) (%30)
Grup 2 40(%100)
Y= 34,286 ’=11,429 p=.241 p=,005
p=,000 p=,001

n=hasta sayisi
Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde

Ozetlenmistir.
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Tablo 9. Gruplara gore dis kulak kanali (DKK) cildinde bone morfogenetik protein
(BMP) ekspresyon oranlar1

Gruplar n(%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Grup 1 40 (%100) 30 (%75) 19 (%47.5) 3(%7.5) 20 (%50)
Grup 2 40 (%100) 4 (%10) 2 (%5) 0 (%0) 2 (%5)
=134,578 = 18,660 ¥=20,313

p=.241
p=,000 p=,000 p=,000

n=hasta sayisi
Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde

Ozetlenmistir.

Calisma grubunda kemik yapilarmdaki yikim tipine gére BMP ekspresyon
oranlar1 degerlendirildiginde BMPs ve BMP-2 i¢in en yliksek oran DKK
duvarinda yikim olan hastalarda (%88 ve %44), BMP-6 i¢in ise sigmoid siniis
duvarinda yikim olan hastalarda (%50) goriildii. Kemik yapilarindaki yikim tipine
bakilmaksizin herhangi bir yikim mevcudiyeti goéz oOniinde bulundurularak
degerlendirildiginde yikim goriilen hastalarda pozitiflik orant BMPs’te en yiiksek
(%80), BMP-4’te en diisiik (%6) oranda goriildi. BMP-2’de %33 ve BMP-6’da
%40 oraninda pozitiflik saptandi. Kemik yapilarinda yikim olmayan hasta
gurubuna bakildiginda ise en yliksek pozitiflik BMPs’te goriildii (%72). BMP-2’de
%56, BMP-4’de %4 ve BMP-6’da %56 oraninda pozitiflik saptandi (Sekil 7).
Kemik yapilarindaki yikim tipine gére BMP ekspresyon oranlar1 tablo 10 ve tablo
11°da gosterilmistir. BMP gen ekspresyonlar1 sekil 6’da gosterilmistir.
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700 be
600 b¢
500 bg

400 be
300 bg

200 beg

100 be
Sekil 6. BMP gen ekspresyonlar1 i¢cin PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez
goriintiisi. M: DNA boyut markri. Siitunl: GAPDH ait 231b¢’lik PZR bandi,
Siitun 2:  Genel BMP’ye ait 120 bg’lik PZR bandi, Siitun 3: BMP-2"ye ait 657bg¢’lik
PZR bandi, Siitund: BMP-4’¢ ait 606 bg’lik PZR bandi, Siitun 5: BMP-6’ya ait 351
b¢’lik PZR bandi. (BMP: Bone morphogenic protein, PZR: polimeraz zincir
reaksiyonu, GAPDH: Gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz)

Calisma grubunda kemikgiklerde yikim tipine gére BMP ekspresyon
oranlar1 degerlendirildiginde BMPs ve BMP-2 icin en yiiksek oran inkus +
malleusta yikim olan hastalarda (%100 ve %80), BMP-6 i¢in ise inkus + malleus +
stapeste yikim olan hastalarda (%64) goriildii. Kemikc¢ik yapilarinda yikim olmayan
hasta gurubuna bakildiginda ise en yiiksek pozitiflik BMPs’te goriildi (%60).
BMP-2’de %40, BMP-4’de %0 ve BMP-6’da %40 oraninda pozitiflik saptandi
(Tablo 12 ve 13) (Sekil 8).
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Tablo 10. Calisma grubunda kemik yapilarindaki yikim tipine gore kolesteatoma
dokusunda bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlar1 (n=40)

Yikim Tipi n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6

Sigmoid Siniis Duvarinda Yikim 4 (%100) 2 (%50) 1 (%25) 1 (%25) 1 (%25)
p=1,000 p=1,000 p=,277 p= 1,000

Tegment Kemikte Yikim 5(%100) 3 (%60)  1(%20)  1(%20) 1 (%20)
p=1000 p=1,000 p=,338 p=1,000
Fasyal Kanalda Yikim 9 (%100) 4 (%44) 1 (%ll) - 2 (%22)
Y=1171 ¥=1,195 p=1,000 x*=,036
p=279  p=,274 p=,850
DKK Duvarinda Yikim 9 (%100) 6 (%66) 3 (%33) - 2 (%22)
Y=215  y=.430 p=1,000 x*=,036
p=,643  p=,512 p=,850
Toplam Yikim Gériilen Hasta 15(%100) 9 (%60) 4 (%26)  1(%6) 4 (%26)
¥=,000 ¥=.,036 p=1,000 x*=,667
p=1,000 p=,850 p=.414
Yikim Goriilmeyen 25(%100) 15 (%60) 6 (%24) 2 (%8) 8 (%32)

n*=belirtilen kemik yapilarda yikim goriilen hasta sayisi

Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde
Ozetlenmistir.

Tablo 11. Calisma grubunda kemik yapilarindaki yikim tipine gore dig kulak kanali
(DKK) cildinde bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlari (n=40)

Yikim tipi n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6

Sigmoid Siniis Duvarinda Yikim 4 (%100) 2 (%50) 1 (%25) 1 (%25) 2 (%50)
p= 1,000 p=,607 p=,277 p= 1,000

Tegment Kemikte Yikim 5 (%100) 4 (%80) 1 (%20) 1 (%20) 2 (%40)
p= 1,000 p=,345 p=,338 p= 1,000

Fasyal Kanalda Yikim 9 (%100) 6 (%66) 2 (%22) - 3 (%33)
=430 p=,133 p= 1,000 p=,451

DKK Duvarinda Yikim 9 (%100) 8 (%88) 4 (%44) - 4 (%44)

¥=1,195 p=1,000 p=1,000 p=1,000
Toplamda Yikim Gériilen Hasta 15(%100) 12 (%80) 5 (%33) 1 (%6) 6 (%40)

Y=,320  ¥=1931 p=1,000 ¥*=,960
Yikim Goriilmeyen 25 (%100) 18 (%72) 14 (%56) 1 (%4) 14 (%56)

n*=belirtilen kemik yapilarda yikim goriilen hasta sayisi

Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde 6zetlenmistir.
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O BMP4
O BMP6

Yiizdelik Oran

Yikim  Yikim
Var Yok

Sekil 7. Kemik yapilarda yikim goriilen hastalar ile yikim goriilmeyen hastalarda

BMP ekspresyon oranlari

Tablo 12. Calisma grubunda kemikciklerde yikim tipine gore kolesteatoma

dokusunda bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlari (n=40)

Kemikgiklerde Yikim Tipi n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Inkus 7 (%100) 2 (%28) 1 (%14) - 1 (%14)
¥=,519 =173

p=,094 p= 471 p= 1,000 p=,677

Inkus+Malleus 5 (%100) 3 (%60) 2 (%40) - 1 (%20)
p= 1,000 p=,584 p= 1,000 p= 1,000

Inkus+Stapes 4 (%100) 1 (%25) 1 (%25) 1 (%25) 1 (%25)
p=,283 p= 1,000 p=277 p= 1,000

Inkus+Malleus+Stapes 14 (%100) 11 (%78) 3 (%21) 1 (%7) 5 (%36)
¥=15,934 =147 p= 1,000 =440

p=,015 p=,702 p=,507

Kemikgiklerde Yikim Yok 10 (%100) 6 (%60) 3 (%30) 1 (%10) 4 (%40)
¥=,000 ¥=,178 p= 1,000 =833

p= 1,000 p=,673 p=,361

n*=belirtilen kemikg¢ik yapilarda yrtkim goriilen hasta sayisi

Not: Tablodaki istatiksel karsilagtirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde dzetlenmistir.
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Tablo 13. Calisgma grubunda kemikgiklerde yikim tipine gore dis kulak kanali
(DKK) cildinde bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlari (n=40)

Kemikgiklerde n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Inkus 7 (%100) 4 (%57) 3 (%42) - 3 (%42)
=1,443 p= 1,000 p=1,000 p=1,000
p=,230
Inkus+Malleus 5 (%100) 5 (%100) 4 (%80) 1 (%20) 3 (%60)
p=,306 p=,172 p=.338 p= 1,000
Inkus+Stapes 4 (%100) 1 (%25) 1 (%25) - 1 (%25)
p=,042 p=,607 p= 1,000 p=,605
Inkus+Malleus+Stapes 14 (%100) 13(%93) 7 (%50) 1 (%7) 9 (%64)
¥="1,179 =054 p=1,000 ¥=1,758
p=,007 p=.816 p=,185
Kemikgiklerde ~ Yikim 10 (%100) 6 (%60) 4 (%40) - 4 (%40)
Yok ¥’=1,600 =301 p=1,000 =533
p=206 p=.,583 p=,465

n*=belirtilen kemikgik yapilarda yrtkim goriilen hasta sayisi
Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde

Ozetlenmistir.

60+ ] @ BMPs
mBMP2
304 Ll 0OBMP4
20+ — O BMP6

Yiizdelik Oran
s
o
|

i i+M i+  i+M+S  Yikim
Yok

Sekil 8. Kemikgiklerde yikim tipine goére BMP ekspresyon oranlar1 (I=inkus,

M=malleus, S=stapes)

Calisma grubunda kolesteatoma yayginligima goére BMP ekspresyon
oranlar1 degerlendirildiginde BMPs i¢in en yiiksek oran Evre 5’te (%90), BMP-2
icin en yiiksek oran Evre 3’te (%67), BMP-6 i¢cin ise Evre 4’te olan hastalarda
(%71) gortldi (Tablo 14 ve 15).
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Tablo 14. Calisma grubunda kolesteatoma yayginligina goére kolesteatoma

dokusunda bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlari1 (n=40)

Yayginlik n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Evre | 4 (%100) 1 (%25) 1 (%25) 1 (%25) 1 (%25)
Evre 2 12 (%100) 7 (%58) 5 (%42) 1 (%8) 3 (%25)
Evre 3 6 (%100) 3 (%50) 2 (%33) - 1 (%17)
Evre 4 7 (%100) 5 (%71) 1 (%14) - 3 (%43)
Evre 5 11 (%100) 8 (%73) 3 (%27) 1 (%9) 4 (%36)

Z= 516 7= 274 Z= 495 7= 316

p=.952 p= 1,000 p=.967 p= 1,000

n*=belirtilen evredeki hasta sayisi
Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde

Ozetlenmistir.

Tablo 15. Calisma grubunda kolesteatoma yayginligma gore dis kulak kanali (DKK)
cildinde bone morfogenetik protein (BMP) ekspresyon oranlar1 (n=40)

Yayginlik n* (%) BMPs BMP-2 BMP-4 BMP-6
Evre | 4 (%100) 2 (%50) 1 (%25) - 1 (%25)
Evre 2 12 (%100) 8 (%67) 7 (%58) - 5 (%42)
Evre 3 6 (%100) 5 (%83) 4 (%67) 1 (%17) 3 (%50)
Evre 4 7 (%100) 6 (%86) 4 (%57) - 5 (%71)
Evre 5 11 (%100) 10 (%90) 5 (%45) 1 (%9) 6 (%54)

7= 730 7= 507 7= 495 7= 632
p=,660 p=,960 p=.967 p=819

n*=belirtilen evredeki hasta sayisi

Not: Tablodaki istatiksel karsilastirmalar her iki durumun pozitif oldugu durumlarin verilmesi seklinde 6zetlenmistir.

Kolesteatoma yayginligina gore yapilan evrelemeye gore BMP ekspresyon
oranlar1 degerlendirildiginde biitiin evrelerde BMPs ekspresyon oraninin yiiksek
oldugu goriildii ve sirasiyla Evre 1’de %50, Evre 2°de %67, Evre 3’te %83, Evre
4°de %86 ve Evre 5’te %90 oraninda pozitiflik saptandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Kolesteatoma yaygimligina gore BMP ekspresyon oranlar1

Hastalar BMP ekspresyon varligma gore degerlendirildiginde Grup 1°de
DKK cildinde 30 (%75) hastada BMPs, 19 (%47.5) hastada BMP-2, ii¢ (%7.5)
hastada BMP-4 ve 20 (%50) hastada BMP-6 ekspresyon varlig1 saptandi.
Kolesteatoma dokusunda ise 24 (%60) hastada BMPs, 10 (%25) hastada BMP-2, ii¢
(%7.5) hastada BMP-4 ve 12 (%30) hastada BMP-6 ekspresyon varlig1 saptandi.
Calisma grubunda kemik yapilarindaki yikim mevcudiyeti goz Oniinde
bulundurularak degerlendirildiginde yikim goriilen hastalarda pozitiflik orani
BMPs’te en yliksek (%80), BMP-4’te en diislik (%6) oranda goriildii. Kemikgiklerde
yikim tipine gore BMP ekspresyon oranlar1 degerlendirildiginde BMPs ve BMP-2
icin en yliksek oran inkus + malleusta yikim olan hastalarda (%100 ve %80), BMP-6
icin ise inkus + malleus + stapeste yikim olan hastalarda (%64) goriildi. Calisma
grubunda  kolesteatoma  yayginligma goére BMP  ekspresyon oranlari
degerlendirildiginde BMPs i¢in en yiliksek oran Evre 5’te (%90), BMP-2 i¢in en
yikksek oran Evre 3’te (%67), BMP-6 i¢in ise Evre 4’te olan hastalarda (%71)

goriildil.
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4. TARTISMA

Normal epitel ile karsilastirildigi zaman kolesteatoma dokusunun artmis
proliferasyon varhigi  yapilan c¢esitli ¢alismalarda  gosterilmistir.  Artmis
proliferasyonun ise ¢esitli faktorlere bagh oldugu gosterilmistir. Biiyiime faktorleri,
mitotik ve inflamatuar faktorlerin ve sitokinlerdeki artisin, kolesteatomadaki
hiperproliferasyonun  nedeni  olabilecegi  ifade edilmistir. ~ Kolesteatoma
keratinositlerinin, hiperproliferatif karakteri ve farklilasmasindaki degisiklikler
arastirmalar sonugunda gosterilmistir (93-95).

Yapilan arastirmalarda lokal infiltrasyon, kemik destriksiyonu ve inflamatuar
parametreler gibi cesitli faktorler calisilmistir. Lokal infiltrasyon, ve kemik
destriksiyonu i¢cin telomeraz ve e-kadherin, inflamatuar parametreler igin
interlokinler, epidermal groft faktor (EGF) ve TGF-f3 gibi biiyiime faktorleri, mitotik
faktorler (Ki-67, PCNA, P27, P21, P53, aktif caspase 3, kollejen 4) ve epitelyal
markerler (filaggrin, sirokeratin, BerEp4, EMA) arastirilmistir (5, 96-98). Ayrica
sarkolektin, ICAM-1 Kkalsisiklin (23), fosfolipaz C y1, 1s1 sok proteinleri, fas/APO1
protein (24) gibi molekiiler diizeyde olusan degisimler ve bunlarin etkileri de
arastirilmstur.

Kolesteatomanin lokal infiltrasyon ve kemik destriiksiyonu gibi karakteristik
ozellikleri vardwr. Kuczkowski ve ark. (99) kolesteatomada telomeraz ile artmis
proliferasyon indeksi arasinda iliski oldugunu saptayarak proliferatif kapasitenin
artmastyla tahribatin artabilecegi fikrini ileri siirmiislerdir. Lee ve ark. (100)
kolesteatomada Telomeraz aktivitesi ve hiicre proliferasyon indeksi ile klinik olarak
isitme kaybi, kolesteatoma yaygmhigi ve kemik destriikksiyon derecesini
karsilagtirmiglar fakat anlamli bir farklilik bulamamiglardir.

E kadherin; embriyonun preimplantasyonu doneminde morula ve blastosist,
hiicre-hiicre baglanma bolgelerinde yogun olarak izlenir. Epitel biitiinliglni
saglayan interseliiler bir yapistirici olarak islev goriir. Zonula adherenslerde yogun
olarak bulunur ve kateninlerin baglandig1 sitoplazmik bolgeleriyle aktin
filamentlerine yapigmayi saglarlar (101). E kadherin eksikliginde, tiimor hiicrelerinin
invazif olarak yayilma egiliminde olduklar1 ileri siiriilmektedir. Boylece, E

kadherinin metastazi baskilayic1 bir gérev yaptig diisiiniilmektedir (102). B-catenin
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Cadherin-catenin kompleksinin 6nemli bir baglayici faktorii olarak tanimlanmaktadir
(103). B-catenin epitelyal dokunun devamliligr ve onarmminda kritik rol oynayan
hiicre-hiicre adezyon kompleksinin 6nemli bir pargasidir (104). Naim ve ark. (105)
B-cateninin kolesteatoma epitelindeki roliinii bulmak ve kolesteatoma dokusundaki
invaziv bliyiime saglayan hiicre-hiicre adezyonundaki muhtemel kaybin
immiinohistokimyasal dagilimini gostermek amaciyla kolesteatoma dokusunda e-
kadherini tespit etmisler fakat dis kulak yolu cildi ile aralarinda istatiksel bir fark
bulamamiglardir.

Hans ve ark. (106) cocuk yas gurubundaki kolesteatomlarm erigkin yas
gurubundaki kolesteatomlara kiyasla neden daha agresif seyrettigini saptamak i¢in
iki gurup arasindaki e-kadherin seviyelerini karsilastiran bir calisma yapmislardir.
Cocuk yas gurubu ile eriskin yas gurubu arasinda proliferasyonda farklilik
goriiliirken hiicre ylizey belirleyicilerinde bir farklilik goriilmemistir.

Kolesteatomada epitelinde DKK cildine nazaran yiikksek EGFR ve TGF-a
ekspresyonu gosterilmistir. Kolesteatomada keratinositlerin %75’1 EGFR eksperese
ederken normal DKK’da bu oran sadece % 10’dur (107). Yetiser ve ark. (108),
kolesteatoma epitelinin yiliksek oranda EGF igerdigini ve normal deriye gore daha
invazif Ozellik gosterdigini saptamiglardir. Bu bulgular, asir1 EGFR ve TGF-a
sentezinin, kolesteatomada hiperproliferasyon i¢in rol oynadigmi diisiindiirmektedir.

Monoklonal antikor olan Ki-67, prolifere olan hiicrelerde goriilen bir niikleer
proteinidir (109). Bu antikor, normal ve neoplastik hiicre populasyonlarinin biiyiime
oranlarmin hizli ve kolay yolla degerlendirilmesini saglar (110). Sudhoft ve ark. (93),
yaptiklar1 ¢alismada Ki-67’nin normal DKK cildinde %7, kolesteatomada ise %17
oraninda eksprese edildigini bildirmislerdir. Kolesteatoma keratinositlerinde
proliferasyon oranmin normal DKK ile karsilastirildiginda 6nemli derecede yiiksek
oldugu saptanmistir. Yapilan diger c¢alismalarda da kolesteatoma stromasi ve
suprabazal tabakasinda yiiksek oranda Ki-67 bulunmustur (111). Ayrica Ki-67
ekspresyonunun c¢ocuk kolesteatomalarinda daha fazla oldugu ve c¢ocuklarda
kolesteatomanin daha agresif seyretmesinde rol aldigi da bildirilmistir (112).

Yine cesitli yaymlarda apopitotik etkenler calisilmis ve kolesteatomayla

iligkisi arastirilmstir.
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ErbB gen ailesi liyelerinin aktivasyonu hiicresel prolilerasyona yol acar.
Bunun yaninda belirli durumlarda, bir ErbB reseptoriiniin aktivasyonu hiicre
diferansiasyonu, hiicre siklusunun durmasi ve hatta apopitozu uyarabilir (113).
Sakamoto ve ark. (114), C-erbB-2’nin artmis ekspresyonu ile artan apopitozun
keratin debrislerinin birikimine neden olarak kolesteatomanin patogenezinde 6nemli
rol oynadig1 belirtilmistir.

Solid ve hematolojik malignensilerde eksprese adilen survivin, apopitoz
inhibitoriidiir (115). Ayrica cogalan hiicrelerde yliksek oranda eksprese edilmektedir
(116). Park ve ark. (117), yaptiklar1 caligmada kolesteatomada survivinin belirgin
sekilde artmis oldugunu, dolayisiyla kolesteatomada apopitozun baskilanmis
oldugunu saptamstir.

Niiklear fosfoprotein p53 tiimdr supressor geni hiicre siklusunda ve
apoptozda rol almaktadwr (118-122). Albino ve ark. (123), tim kolesteatoma
formlarnda p53 gen ekspresyonunu incelemis ve kolesteatomada normal
postaurikuler cilt yada kulak zarina gore 9-20 kat daha fazla eksprese edildigini
bildirmis ve normal ciltle kiyaslandiginda kolesteatoma epitelinde apopitotik hiicre
oranlar1 daha yiiksek olarak saptamustir.

Bcel-xL, bel-2 ile iliskili bir gendir ve bcl-2 proteini gibi DNA hasarinda
tiimOr hiicrelerinin apopitozunu inhibe eder (124, 125). Kojima ve ark. (126),
kolesteatoma epitelinde diferansiasyon ve apopitozda bcl-xL proteinin roliinii
arastirdilar ve ¢caligmalarinin sonunda apopitotik hiicrelerin ortak sekilde siiperfisyal
epidermal tabakalarda oldugunu fakat bazal hiicrelerde olmadigmi ve ayrica
kolesteatoma epiteli ile normal DKK cildi arasinda fark olmadigini gordiiler.

Kronik otitis mediali hastalarda proinflamatuvar ve immun sitokinlerin kemik
destriksiyonu iizerine etkisi yapilan calismalarla degerlendirmistir. Kuczkowski ve
ark. (127) yaptiklar1 ¢calismada KOM’lu hastalarda bu sitokin diizeyleri ile kemik
yikim derecesi arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon tespit etmislerdir. timor nekroz
faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-1 alfa (IL-1a) ve IL-6 artis1 ile kolesteatoma veya
graniilasyon dokusunda yikic1 davranis gosterdiklerini saptamislardir.

Yetiser ve ark. (108) vyaptiklar1 bir calismada kolesteatoma olan ve
kolesteatoma olmayan KOM’lu hastalarda IL-la, TNF-a ve EGF diizeylerini

karsilagtirmiglardir. Kolesteatoma olan grubun doku orneklerinde IL-1a, TNF-a ve
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EGF diizeylerinin kolesteatoma olmayan guruba ve kontrol grubuna gore daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir ve kolesteatomanm daha yikicit davranisina sitokinlerin
ve EGF’1lin aracilik ettigi sonucuna varmislardir.

Hastalarin yasindan, hastalarin cinsiyetinden ve hastalifin siiresinden
bagimsiz olarak kolesteatoma bazi hastalarda daha agresif seyretmektedir.
Literatiirde kolesteatomanin destriktif etkisini artiran etmenler incelenmis ve
ozellikle TNF-a, IL-lo. ve EGF’iin bunda rol aldigi belirtilmistir (108, 127).
Calismamizda TGF-f subtipi olan BMP’lerin bu olaydaki rolii arastiriimistir.

Literatiirii taradigimizda kolesteatomal1 hastalarda BMP’ler ile ilgi sadece bir
calismaya rastladik. Bu ¢alismada, Marianne ve ark (8), BMP-2 nin kolesteatoma
patolojisindeki roliinii saptamak i¢in dis kulak kanali ve kolesteatoma dokularmnin
epitelyal ve stromal hiicrelerinde BMP-2 salinimimi arastrmiglar, DKK cildi ve
kolesteatoma dokusunun fibroblastlarindan ve keratinositlerinden BMP-2 salinimini
gostermislerdir. Caligmalarinda BMP-2’nin artisinda ana sorumlu etkenin keratinin
kendisi olmakla birlikte debris artiklarmnin da rol oynayabilecegi fikrine varmiglardir.
Elde ettikleri bulgular ile orta kulakta kolesteatoma gelisiminde BMP-2’nin IL-1a ve
potansiyel olarakta PGE?2 ile beraber osteoklast formasyonunda etkiye yol acarak
etki ettigini soylemislerdir. IL-1o’nimn tek basma osteoklast formasyonuna ve kemik
rezorpsiyonuna neden olabilecegi, osteoblastlar tarafindan yapilan kemik
rejenerasyonu ve osteklastlar tarafindan yapilan kemik yikimi keskin bir dengede
tutulacagi bilisinden yola ¢ikarak inflamatuar siireclerde bu dengenin yikim tarafina
kaydigin1  ve IL-lo’nin  varliginda BMP-2’nin  yikimda etkili oldugunu
belirtmislerdir.

Bu ¢aligmada Marianne ve ark. kolesteatomal1 hastalarda yalnizca BMP-2"yi
degerlendirmiglerdir ~ fakat  diger =~ BMP’lerin  kolesteatomadaki  roliinii
degerlendirmemislerdir. Ayrica yaptiklari ¢alismada tiim kolesteatomali hastalar tek
bir gurupta degerlendirilmis, hastalar kolesteatomanin yayilim derecesine, kemik ve
kemikeik yapilardaki yikim derecesine gore degerlendilmemistir. Bizim ¢calimamizda
tiim edinilmis kolesteatomali hastalar kolesteatomanin yayilim derecesine, kemik ve
kemikc¢ik yapilardaki yikim derecesine gore gruplandirilarak degerlendirilmistir.
Yayilim derecesi ve kemik ve kemikg¢ik yapilardaki yikim derecesi fazla olan hastalar

ile az olan veya yikim olmayan hastalar karsilastirilmisti. Boylece BMP
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ekspresyonunun kolesteatoma agresifligi tizerine etkileri objektif bulgular 1s1gimnda
degerlendirilmeye ¢aligilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgularin istatiksel yorumu yapildiginda;
Calisma ve kontrol gruplarmm DKK cildinde BMP ekspresyonu varligi ile
karsilagilma oranlarina bakildiginda BMPs, BMP-2 ve BMP-6’da ¢alisma grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki ya da farklilik tespit edilirken (p<0.05), BMP-
4’de ise anlaml bir iligki ya da farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Calisma ve kontrol gruplarmin kolesteatoma dokusunda BMP ekspresyonu
varlig1 ile karsilasilma oranlarina bakildiginda BMPs, BMP-2 ve BMP-6’da calisma
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edilirken (p<0.05),
BMP-4’de ise anlaml1 bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Calisma grubunda, kolesteatoma dokusunda ve DKK cildinde BMPs, BMP-2,
BMP-4 ve BMP-6 -eksperesyonu varligma gore kemik yapilardaki yikim
degerlendirildiginde, sigmoid sinlis duvarinda yikim, fasyal kanalda yikim, DKK
duvarinda yikim, tegment kemikte yikim ve kemik yapilarda yikim goriilmeyen
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir iliski ya da farkhlik tespit edilmemistir
(p>0.05).

Calisma grubunda, kolesteatoma dokusunda ve DKK cildinde BMPs, BMP-2,
BMP-4 ve BMP-6 eksperesyonu varligina gore kemik¢ik yapilarindaki yikim
degerlendirildiginde, inkus, inkus+malleus, inkus+stapes ve kemik¢ik yapilarda
yikim goriilmeyen gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir iligki ya da farklilik tespit
edilmemistir (p>0.05). Inkus+malleus+stapeste yikim olan grupta kolesteatoma
dokusunda ve DKK cildinde BMPs eksperesyonu varligma gore istatistiksel olarak
anlaml bir iligki ya da farklilik tespit edilmis olup (p<0.05) BMP-2, BMP-4 ve
BMP-6 eksperesyonu varligma gore ise istatistiksel olarak anlamli bir iligki ya da
farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Calisma grubunda, kolesteatoma dokusunda ve DKK cildinde BMPs, BMP-2,
BMP-4 ve BMP-6 eksperesyonu varligina gore kolesteatoma yayginhigi
degerlendirildiginde, Evre 1, Evre 2, Evre 3, Evre 4 ve Evre 5 gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki ya da farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

Kolesteatomas:1 olan kronik otitlerde BMPs, BMP-2 ve BMP-6

ekspresyonuna rastlanmigtr. BMP-4  ekspresyonunun ise anlamli olmadig:
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goriilmiistiir. Bulgular gostermektedirki BMPs, BMP-2 ve BMP-6 ekspresyonu
seviyesinin kolesteatomanin etyopatogenezinde rol oynayan faktorlerden biri
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hastalarda ekspresyonunun hem DKK cildinde
hemde kolesteatoma dokusunda istatiksel olarak anlamli olarak ¢ikmasi yassi epitel
invaginasyonunu kolaylastirdigini gostermektedir. Ayrica inkus + malleus ve inkus +
malleus + stapes kemikc¢ik yikim gruplarinda yiiksek oranda BMPs ekspresyonunda
pozitiflik saptanmistir. Kemikgik yapilardaki yikim ile BMPs ekspresyonu arasinda
pozitif korelasyon olabilir. Bu durumun istatiksel yorumunun daha net yapilabilmesi
icin daha genis vaka serilerine ihtiya¢ vardir. Toplam kemikg¢ik yapilarda yikim olan
hastalar ile yikim olmayan hastalar ekspresyon orani agisindan karsilastirildiginda
kolesteatomanin bazi1 hastalarda neden daha agresif seyrettigi, daha fazla
komplikasyon meydana getirdigi, neden daha fazla yaygmn oldugu ve neden
rekiirenslerin daha fazla gorildiigii gibi sorulara net cevap verememektedir. Bu
sorularin cevaplarmin net olarak ortaya konabilmesi i¢in daha ileri caligmalara

ihtiya¢ vardir.
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