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1. GIRIS

Aural kolesteatom, temporal kemik i¢inde yerlesmis, histolojik olarak
benign ancak lokal agresif ve destriiktif epidermoid dokudur (1). Kolesteatom
dokusu i¢in sOylenebilecek en Onemli karakteristik o6zellik, yikict ve invaziv
yapisidir. Kronik orta kulak iltithab1 (kronik otitis media-KOM) ile iliskili
hastaliklara baktigimiz zaman, ortaya c¢ikan mortalite ve morbiditeden sorumlu
hastalik grubu olarak kolesteatomlu KOM grubunun ilk sirada yer aliyor olmasi,
bu tehlikeli 6zelliginin klinik yansimasidir. Kendine has bu patolojik doku, iligkili
temporal kemik ve orta kulak boslugunda yer alan kemikg¢ik zincirin ve diger
anatomik yapilarin tahribine bagli olarak morbidite ve nadir olarak da
mortalitesini ortaya koymaktadir. Bu oran cesitli serilerde farkli degerler olarak
ortaya ¢ikmis olsa da Osma ve arkadaglarinin genis serisine ait ¢alisma, KOM’a
ikincil komplikasyon gelisen hastalarin %78’inde kolesteatom mevcudiyetini
gostermistir (2).

Kolesteatom dokusunun makroskopik olarak goze carpan kitlesel yapisi
disinda, gozle goriilmeyen fakat tahrip giliciinii biiylik Olgiide belirleyen ¢esitli
ultrastriiktiirel 6zellikleri mevcuttur. Son dekatlar boyunca kolesteatom dokusu ile
iligkili arastirma ve yayinlar, dokunun o&zellikle genetik diizeyde gosterdigi
degisimlerin, normal dokudan farkli olarak karsimiza ¢ikan molekiiler
davraniglarindan sorumlu oldugunu isaret etmektedir (3, 4).

Bir diger onemli 6zellik, kolesteatom mikrogevresinde siiregelen kronik

inflamasyon ve eslik eden kronik infeksiyondur. Yine son yillarda iizerinde



durulan bir diger konu, kulak burun bogaz ile iliskili kronik hastaliklarda saptanan
ve kronik otitis media vakalarinda da mevcudiyeti gdosterilen biofilm
formasyonudur. Ozellikle, kolesteatom dokusunda siiregelen kronik inflamatuvar
reaksiyonun, ortaya c¢ikan yikici ve lokal invaziv sonuglarla yakin iligkide oldugu
bircok arastirma ile kanitlanmstir (5, 6).

Kolesteatomlu kronik otitis media vakalarinda siiregelen kronik
inflamasyonun ve etkilerinin ciddiyeti g6z oniine alindig1 zaman, daha uzun yillar
igerisinde bu konunun birgok arastirmaya zemin olacagi asikardir. Bu noktada biz
calismamiz da, inflamasyon ile iligkili {i¢ ana inflamasyon geninin
“Cyclooxygenase-1I (COX-II), Lipoxygenase-12 (LOX-12) ve inducible-
(uyarilabilir) nitric oxide synthase (i-NOS)” kolesteatom matriks dokusundaki
ekspresyon orani ile dis kulak yolu derisindeki ekspresyon oraninini messenger
riboniikleikasit ~ (m-RNA)  diizeyinde  karsilagtirdik.  Amacimiz gen
ekspresyonlarindaki degisimlerin kolesteatom etyopatogenezi ile iliskisini ortaya

koymakti.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLESTEATOM

2.1.1. Tanim

1683 yilinda Du Verney tarafindan yapilan ilk tanimdan (7) bu yana gegen
336 yillik siire zarfinda pek ¢ok arastirmaci, pek ¢ok yeni tanimlama getirmis olsa
da suan ki bilgilerimiz bu patolojik doku i¢in secgilen kolesteatom kelimesinin
yanlis bir adlandirma oldugunu gdstermektedir. Ancak sunu rahatlikla
sOyleyebiliriz ki kolesteatom ‘temporal kemik igerisinde yerlesik cok katl
keratinize yass1 epitel” olarak tanimlanabilir. Kolesteatom dokusu en sik orta
kulak boslugu igerisinde karsimiza ¢iktig1 gibi, temporal kemigin diger kisimlari,
petroz apeks, dis kulak yolu ve hatta intradural olarak santral sinir sistemi
igerisinde dahi yerlesebilmektedir. Ki, intradural yerlesim mevcudiyetinde lezyon
‘epidermoid’ olarak adlandirilmaktadir.

Kolesteatom dokusu ile iligkili akilda tutulmasi gereken en 6nemli 6zelligi
invaziv ve yikict yapisidir. Bu oOzelligi ¢ok kathi yassi epitel dokusu
‘hiperkeratinize’ oldugu andan itibaren kazanmaktadir (8). Bu noktadan sonra
patolojik doku yerlestigi alanda ve iliskili anatomik yapilarda erime ve yikima yol
acarak tahrip giicii cok yiiksek bir doku halini almaktadir.

Histolojik ve biokimyasal analizlerin sonucu gostermistir ki kolesteatom
dokusu kolesterol ve esterlerini ihtiva etmekte ancak yapisinda yag molekiili

bulundurmamaktadir (9)(10). Ayrica ortada benign tiimoral olusumlari



adlandirmak i¢in kullanilan —oma ekini hak ettigini gosteren yeterli sayida calisma
da bulunmuyor iken, kolesteatom adi1 yaklasik 336 yildir yanlis bir adlandirma

olarak kullanilmaktadir.

2.1.2. Tarihge

Kolesteatom tarihgesine baktigimiz zaman karsimiza bu konuda yorum
yapan ilk isim olarak Fransiz bilim adami Du Verney ¢ikmaktadir. 1683 tarihli
Fransizca yazilmis olan makalesinde Du Verney kolesteatom kelimesini hig
kullanmamaktadir. Ancak kolesteatomlu kronik otitis media ile iliskili ‘fistiilize
mastoidit’ vakasini o kadar net ve eslik eden semptomlar1 o kadar agik tarif
etmektedir ki, bilim ¢evreleri tarafindan Du Verney’in yaptig1 bu tanimlama o ana
kadar yapilan ilk kolesteatom tanimi olarak kabul gérmiistiir. Hatta taniminda
kolesteatom i¢in patognomonik sayilan ‘fistiil ile iliskili kat kat doku’ varlig1 acik
secik kolesteatomda karsimiza ¢ikan yassi epitel katmanlarini tariflemektedir (7).

Bu tariften yaklasik olarak 150 yil sonra, 1829 yilinda Cruveilhier
lezyonun ‘subaraknoid bolgede yerlesik hiicrelerden koken alan avaskiiler bir
tiimor’ olabilecegini belirmistir (7). Bu tariften hemen sonra 1838’de alman bilim
adam1 Johannes Miiller kolesteatom kelimesini ilk kullanan kisi olarak kayitlara
gecmistir. Ancak bu kayit hastaliga o tarthten bu yana gelecek bir yanlis
isimlendirmede olacaktir. Miiller gdzlemlerinde kolesteatom dokusu ile iligkili
yasst epitel katmanlarini (squamae) derinin stratum korneum tabakasi ile

benzestigini belirtmis olsada, olas1 bir epidermal orijinden bahsetmemistir (7).



1850 yilina gelindiginde, -her ne kadar orta kulakta epidermal dokunun
varlik nedenini agiklayamamis olsa da- kolesteatom dokusu ile malloskum
kontagiosumda ve derinin stratum korneum tabakasinda oldugu gibi squmoz
yapinin benzerligini Joseph Toynbee vurgulamistir (7). Takip eden 50 y1l boyunca
calisma ve yorumlar epidermal dokunun nasil olupta orta kulak gibi olmamasi
gereken bir anatomik lokalizasyonda oldugunu agiklamay1 amaclamistir.

1855 yilina gelindiginde Virchow kolesteatomu yassi1 hiicreli kanserler ve
ateromlar arasinda smiflamistir. Ona gore temporal kemik igerisinde yer alan
kemik iligi hiicreleri 6nce dedifferansiye olmakta, daha sonra redifferansiye
olarak epidermal hiicre halini almakta ve boylece heteroplastik bir tiimor temporal
kemik icerisinde gelisim gdstermektedir (7). Bu diisiince mezangimal hiicrelerin
metaplazi ile kolesteatoma neden olabilecegini 6ne stiren ilk teoridir. Bu tarihten
sonraki siirecte kolesteatom gelisimine yonelik cesitli teoriler belli miktarlarda
taraftar edinerek ortaya atilmaya baslandi. Ornegin Adam Politzer kolesteatoma,
orta kulak mukozasinda yerlesik glandiiler yapilarin tiimoral gelisimi neden
olmaktadir seklinde bir hipotez One siirmiis ancak kisa siirede destek
bulamamasinin da etkisi ile bu diisiincesinden vazgegmistir (7).

Takip eden yillarda ii¢ ana teori ortaya atilmistir. Bunlardan ilki Gruber
tarafindan  tanimlanan, perfore timpanik membran {izerinden kronik
inflamasyonun da etkisi ile orta kulak mukozasinda gelisen metaplazik degisim ve
sonucta orta kulak boslugunda yassi epitel olusumudur (7). Bu teori 19. ylizyil
ikinci yarisinda pek ¢ok destek¢i bulmus ve hatta Politzer metaplazi teorisinin siki

bir savunucusu olacak sekilde glandiiler neoplazi diisiincesinden vazgegmistir.



Ikincisi Von Troeltsch tarafindan ortaya atilan epitelyal debris gelisim
teorisidir. D1s kulak yolu boyunca desquame olan yassi epitelin birikmesi ve dis
kulak yolu kemigini eritebilenlitik bir kitle olusumu tizerine kurulu bir teori olarak
kabul edilmistir (7).

Bezold ve Habermann {iglincii bir teori daha ortaya atmis ve kolesteatomun
dis kulak yolunu doéseyen yassi epitelin orta kulaga migrasyonu neticesinde
gelisebilecegini belirtmislerdir (7). Bu teori pek cok bilimsel ¢evre tarafindan
olumlu tepkiler almis, pratik olarakta pek ¢ok hasta grubunda uygulanabilirligi
oldugu i¢inde uzun bir siire yogun destek bulmustur. Ancak 19. yiizyil ikinci
yarisinda Oykii ve muayene bulgularinin neticesinde belli bir hasta grubu igin
‘konjenital kolesteatom’ (KK) tanimi ortaya atilinca bu teori bir miktar
gecerliligini kaybetmistir. Konjenital kolesteatom ile ilgili ana hatlar1 belirleyen
kisi 1899 yilinda yayinladigi konjenital kolesteatom kriterleri ile Korner olmustur
(7). Ona gore ti¢ ana kriter gerekmekteydi. Birincisi erken donemde, cocukluk
caginda ortaya c¢ikmasi, ikincisi taniya kadarki siire zarfinda herhangi akinti
hikayesinin olmamasi ve son olarakta muayenede intakt kulak zar1 mevcudiyeti
idi. Bu hasta grubunun varligi Bezold ve Habermann’in migrasyon teorisi
tizerinde olumsuz bir etki birakmis, pek cok destekcinin kaybi ile sonuglanmastir.

Kolesteatomun ilk taniminin yapildigi 1683 yilindan sonraki 250 yillik
stire¢ bu sekilde 6zetlenebilir. Ancak sunuda belirtmek gerekir ki glinlimiize kadar
ki yani 20. ylizy1l icerisinde olusan bilgi birikimi ona kadar ki yorumlarin hepsini
cesitli derecelerde desteklemekte ve kolesteatomun pek ¢ok boyutta arastirilmasi

gereken yonleri oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle son yiizyil igerisinde



sekillenen kolesteatom gelisim teorilerini ileriki boliimlerde daha detayli

tartisacagiz.

2.1.3. Epidemiyoloji

Kolesteatom ile ilgili prevalans ve insidans c¢aligsmalar1 pek c¢ok farkl
sonuglar oldugunu belirtse de, en ¢ok kabul goren kolesteatom insidans degeri bir
yilda cocuklar i¢in 3/100.000, erigkinler i¢cin 9,2 / 100.000 dir. Bu degerler
Finlandiya ve Danimarka ic¢in saptanan insidans degerleridir. Yine aym c¢alisma
yillik insidans i¢in belirgin bir erkek predominansi ortaya koymaktadir. (Yaklasik
1,4 kat erkeklerde insidans daha fazladir) (11). Konjenital kolesteatom vakalari
i¢in saptanan ortalama yas 5.6 = 2.8 iken ¢ocuklarda saptanan akkiz kolesteatom
vakalar1 i¢in ortalama yas 9.7 &+ 3.3 diir (12). Cogu hastalik i¢in belirlenen 1rksal
farkliliklarin kolesteatom icinde gegerli oldugunu sdyleyebiliriz. En sik beyaz
irkta (kokasian) goriiliirken, daha nadir olarak Afrika yerlileri ve ¢ok daha az
olarak Asyalilarda goriilmektedir. Kemppainen ve arkadaslarina gore farkli sosyal
gruplar i¢in ayni siklik géze carpmaktadir (11). Ancak sunu da belirtmek gerekirki
Eskimolar icin prevalans ¢ok cok diisiik degerlerde saptanmistir. Bunun icin
getirilen en mantikli aciklama, irka 6zgili genis nazofarengeal yap1 ve buna bagh
olarak da artmis orta kulak havalanmasidir. Bu 6zellik Eskimolar1 kronik orta

kulak hastaliklarindan ve uzun donem sekellerinden koruyor gibi goriinmektedir

(13).



2.1.4. Smiflama

Kolesteatom {izerine yapilan calismalarin sayisinin ve bilgi birikiminin
artis1 ile paralel olarak, siniflamasina yonelik sayisiz tartisma ve goriis farklilig
da ortaya ¢ikmistir. Klasik olarak kolesteatom ii¢ ana grupta incelenebilir.
Birincisi, intakt kulak zar1 arkasinda gelisen ‘konjenital’ ya da ‘primer’
kolesteatomdur. Ikincisi pars flaksidanin sinirli bir divertikiil seklinde goriinmesi
ile iligkili olan ve kulak akintisinin klinik tabloya ¢ok nadir katildigi ‘primer
akkiz’ kolesteatomlardir. Ugiincii grup kolesteatom vakalarinda klinik tabloya
kulak akintis1 hakim iken, muayene bulgusu olarak orta kulakta graniilasyon
dokusu ve polip olusumu eslik eder. Bu grup kolesteatom vakalarinda timpanik
zarin posterosiiperior kadraninda perforasyon mevcuttur ve ‘sekonder akkiz’
kolesteatom olarak isimlendirilirler.

Ancak kolesteatomun klinik davranisindaki ve lokalizasyonundaki
cesitliligin yansimasi olarak, klasik siiflamanin disinda pek ¢ok arastirmaci, pek
cok smiflama one siirmiistiir. Ornegin Tos, kolesteatomun orijin aldig1 bolgeye
gore simiflanabilecegini ve bunun cerrahi prosediir ve prognoz agisindan onemli
oldugunu belirtmistir . Bu smiflamaya gore, pars flaksida da gelisen retraksiyon
attik kolesteaoma, pars tensanin posterosiiperior kadraninda yerlesen retraksiyon
ve perforasyonlar siniis kolesteatomuna, pars tensanin geri kalan kismindan kdken
alan adezyon ve retraksiyonlar ise tensa kolesteatomuna neden olmaktadir.

1986’da  Meyerhoff ve Truelson kolesteatomu, patofizyolojisine,
lokalizasyonuna, Ostaki tiipiine, kemikgik zincir defektine ve komplikasyon varligi

yada yokluguna gore siniflayarak dort gruba ayirmistir (14). Boylece literatiire



primer akkiz, sekonder akkiz, tersiyer akkiz ve konjenital kolesteatom seklinde
yeni bir siniflama daha eklenmistir.

Tos ayrica otoskopik bulgulara gore yaptigr bir bagka siniflama daha
onermistir (15). Bu siniflamaya gore kolesteatom attik, pars tensa I (marjinal
hastalik), pars tensa II (santral hastalik) seklinde {i¢ gruba ayrilmakta idi. Daha
sonra Mills ve arkadaslar1 Tos’un yapmis oldugu otoskopik siniflamaya, intakt
kulak zar1 arkasinda yerlesik konjenital kolesteatom grubunuda dahil etmislerdir
(16).

1993 yilinda Mario Sanna, kolesteatomu temporal kemikte yerlestigi
anatomik lokalizasyona gore siniflayarak bes farkli bolge ile iliskilendirmistir
(17). Supralabirentin, infralabirentin, masif labirentin, infralabirentin-apikal ve
apikal olarak bes anatomik bolge tariflemistir. Hastaligin yaygihigini ise
etkilenen bolge sayisi ile derecelendirmistir. Buna goére S1; basladigi anatomik
bolgede sinirli vakalari, S2; ikinci bir anatomik alana uzanan vakalari, S3; ti¢ ayri
anatomik bdlgenin tutuldugu vakalari, S4; dort ayri anatomik bolge tutulan
vakalar1, S5; basladig1 anatomik alana ek olarak dort ya da bes ek bolge uzanimi
olan vakalar1 yansitmaktadir. Sanna’nin yapmis oldugu bu siniflama klinik ve
pratik olarak cogu vaka grubuna adapte edilebilmektedir. Ancak petréz apeks
yerlesimli lezyonlarin otoskopik tani olanagi olmamasi dolayist ile bu grup
hastalara uygulanabilirligi yoktur (18).

Kemik¢ik  zincire  uygulanan  rekonstriiksiyon  prosediirlerindeki
ilerlemelere bagli olarak, hastaligin iletim zinciri tlizerinde yaptigi tahribatin

derecesi ile iliskili bir siniflama ihtiyact dogmustur. Bu ihtiyact karsilamak tizere



Waullstein ve Austin, kemikgik zincir hasarin1 dort grupta incelemislerdir (19, 20).
Buna gore OO0; kemik zincirin intakt oldugu hastalari, O1; kemik zincir
devamliliginin bozuldugu, inkusun erimis oldugu vakalari, O2; incus ve stapes
suprastriiktiiriiniin eridigi vakalari, O3; malleus ve inkusun olmayip, stapes
suprastriiktiiriiniin erode oldugu vakalar1 simgelemektedir.

Bir bagka smiflamada kolesteatomun komplikasyon ortaya c¢ikartip
cikartmadigini hesaba katmaktadir. Buna gore bes ana komplikasyonun varligi
arastirilmaktadir; Lateral semisirkiiler kanal fistiilli, fasyal paralizi, sensorinoral
isitme kaybi, siniis trombozu ve intrakranial invazyon. CO; komplike olmayan
vakalari, C1; bir komplikasyonun gelistigi vakalari, C2; iki ya da daha fazla
komplikasyon gelisen vakalar1 temsil etmektedir (18).

Bahsi gegen cesitli siniflamalar yapilmis olsa da, kolesteatom gelisimi ile
iliskili teoretik mekanizmalarin temel alindig1 iki ana kolesteatom grubu
mevcuttur ‘Konjenital ve Akkiz’. Bundan sonraki boliimlerde detayli olarak bu iki
kolesteatom tipinin, ana 6zelliklerinden ve olusumu ile iliskili mekanizmalardan

bahsedecegiz.

2.1.4.1. Konjenital Kolesteatom

Konjenital kolesteatom ile ilgili ilk makalenin 1885 yilinda yayinlanmis
olmasma ragmen hastaligin gercek insidansi, etyolojisi ve patogenezi ile ilgili
tartigmalar halen devam etmektedir. Konjenital kolesteatom dokusu intradural
yada extradural yerlesim gosterebilir. Intradural yerlesim varliginda lezyon

‘epidermoid’ olarak adlandirilmaktadir. Intradural olarak lezyon en sik
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serebellopontin kdseden koken alirken ekstradural olarakta orta kulak boslugu ve
mastoid havali hiicrelerde karsimiza ¢ikmaktadir (21). Derlacki ve Clemis alti
vakalik serilerinde konjenital kolesteatom i¢in gerekli tani kriterlerini ortaya
koymuslardir (22). Buna gore konjenital kolesteatom tanisi i¢in hastanin
otoskopik muayenesinde intakt kulak zar1 medialinde yerlesik beyaz renkli kitle
goriiniimii olmali, pars tensa ve pars flaksida da anatomik sorun bulunmamali,
hastanin Oykiisiinde kulak akintisi, kulak zar1 perforasyonu ve gecirilmis kulak
operasyonu olmamali. Bu tanimdan sonra Levenson kriterleri revize etmis ve
hastanin daha once otitis media veya orta kulak efflizyonu gecirmesinin onu tani
disinda tutmamasi gerektigini belirtmistir (23).

Konjenital kolesteatom vakalar1 igin gercek bir insidans oranindan
bahsetmek zor olacaktir. Ancak oranlar son dekatlar boyunca artma egilimindedir
ve bu oran son serilerde 0,12/100.000 olarak bildirilmistir (24). Son yillarda otitis
media ve allerjinin etkin tedavisi akkiz kolesteatom vakalarinin azalmasina ve
goreceli olarak konjenital kolesteatom vakalarinda artisa sebep olmaktadir. Tabii
ki bu artisa katkida bulunan bir diger onemli faktor pediatristlerin ve kulak burun
bogaz doktorlarmin bu konuda bilingli olmasi, detayli otoskopik muayene
uygulamasidir. Ayrica erken donemde yapilan isitsel testler, iletim tipi kaybi
saptanan hasta grubuna otoskopik incelemenin daha ayrintili yapilarak atlanabilen
vakalarinda tan1 almasini saglamaktadir.

Bilindigi tizere orta kulakta yerlesik herhangi bir kitlesel lezyon, boyutu,
lokalizasyonu ve histolojisi ile iligkili olarak ¢esitli semptom ve bulgulara sebep

olur. Konjenital kolesteatom vakalarinda da erken tani ile lezyonun nispeten
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kiiciik boyutlarda saptanmast hem sekelleri hemde tedavi i¢in uygulanacak
prosediirleri en aza indirecektir. KK genellikle kendini rutin otolojik muayene
sirasinda saptanan asemptomatik, intakt kulak zar1 medialine (cogunlukla 6n-iist
kadrana) yerlesmis beyaz renkli kitle olarak gdsterir. Genel tan1 yasi ortalama 4 ve
5 yas aras1 olarak bilinmektedir.

Otoskopik muayene en sik yerlesim yeri On-list kadrandir. Bu
lokalizasyonu arka-iist kadran takip eder. Tani1 yasinin ilerlemesi ile birlikte arka
mezotimpanik bolge yerlesimi sik¢a saptanir. Bliyiime genellikle posteriora dogru
olmaktadir. Koltai’nin tanimladigi gibi ilerleme yonii dogal yolu izlemektedir
(25). Ilerleme genellikle arkada kemik zincirin medial yiizeyinden arkaya dogru
olmaktadir. Bu ilerleyis inkudostapedial eklemi ve stapes suprastriiktiiriiniide
icine almakta ancak genellikle footplate’i etkilememektedir. ilerleyis siniis
timpani, fasyal reses ve mastoid hiicrelere dogru devam etmekte ancak medialde
ottik kapsiil ve labirent tutulumu ¢ok nadir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biiylime
devam ettik¢e 6zellikle arka kadran yerlesiminin oldugu vakalarda daha sik olacak
sekilde iletim tipi isitme kaybi goriilmektedir. Bu ¢ogunlukla kemikg¢ik zincir
biitiinliigiiniin bozulmasi ile iliskili olmaktadir. On kadranin tutuldugu vakalarda
oOstaki tlipli disfonksiyonu ile iligkili olarak gelisen effiizyona bagli iletim tipi
isitme azlhig1 goriilebilmektedir. Kulak agris1 ya da kulak akintisi nadir olsada %50
gibi bir oranla bazi hasta gruplarinda tekrarlayan otitis media atagi goriilmektedir.
Eger kolesteatom dokusu medialde ottik kapsiil ve labirent tutulumuna yol agmis
ise vertigo ve sensorindral isitme kaybida gelisebilmektedir. Gegmis donemlerde

fasiyal paralizi ile bagvuran konjenital kolesteatom vakalar1 olsada biliyoruz ki
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orta kulak yerlesimli konjenital kolesteatom vakalarinda fasiyal sinir ile iliskili
sorunlar nadir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Boyle bir durumda klinisyen ayirici
tanida malignite basta olmak lizere, metastazlar, fasiyal sinir ndromalar1 ve diger
tanilar1 akilda bulundurmalidir.

Konjenital form ile akkiz form arasinda histolojik fark yoktur. ikisinde de
saptanan histolojik goriiniim c¢ok katli yass1 epitelin dosedigi ortast keratin debris
ile dolu kistik lezyondur. Ancak iki form i¢in ayrimi klinik goriiniim
belirlemektedir.

Iletim tipi isitme kayb1 saptanan ve muayede intakt kulak zari bulunan
pediatrik yas grubu hastalara bundan sonra uygulanacak islem goriintiileme
metodlaridir. Bunun i¢in konvansiyonel rontgen filmleri yeterli bilgi
saglamamaktadir. Secilecek ilk metod bilgisayarli tomografidir. Bilgisayarli
tomografinin en dnemli tstlinliigi kemik yap1 hakkinda detayl bilgi saglamasidir.
Konjenital kolesteatom dokusunun orta kulakta yerlesim yeri net olarak
gorilmekte ayrica boyutu hakkinda da bilgi saglamaktadir. KK dokusu
tomografide genellikle hipodens, oval ile yuvarlak arasi iyi simirli ve kontrast
tutmayan ekspansil bir lezyon olarak goriiliir. Lezyonun kontrast tutmuyor olmasi
onu schwannomlar, glomus tiimorleri, sarkomlar veya menejiomlar gibi kontrast
tutan lezyonlardan ayirir. Magnetik rezonans goriintileme (MRGQG) ile de, orta
kulakta yerlesebilen adenomlar, noromalar, schwannomalar veya metastatik
lezyonlardan ayrimi yapilabilmektedir. Genellikle gadolinyum tutulumu
gozlenmez. T1 agirlikli kesitlerde izointens olabilsede, genellikle beyin dokusuna

gore daha hipointens homojen bir lezyon saptanmaktadir. T2 agirlikli kesitlerde
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ise sinyal intensitesi genellikle beyin omurilik sivist (BOS) ile benzer sekilde
yiiksektir.

KK yass1 epitelin lokalizasyonu ve c¢evre yapilarla iligkisine gore
evrelenebilmektedir. KK ile ilgli ilk evreleme sistemi Derlacki ve Clemis
tarafindan yapilmistir (26). Buna gore lezyon ‘petrdoz piramit, mastoid ve
timpanik’ olmak {izere 3 ana grupta evrelenmekteydi. Daha sonra iki ayri
arastirmact iki farkli evreleme yontemi daha sunmustur. Bunlardan ilki Potsic
tarafindan tariflenmistir (27). Ona gore 4 evre vardi ve evreler i¢in asil belirleyici

faktor lezyonun kemikgik sistemi ve mastoid ile olan iliskisiydi (Tablo 1).

Tablo 1. Konjenital Kolesteatom: Potsic simiflamasi

Evre 1 Lezyon tek kadranda, kemikgik zincir ya da mastoid tutulumu yok
Evre 2 Lezyon birgok kadranda, kemikgik zincir ya da mastoid tutulumu yok
Evre 3 Kemik zincir tutulumu var ancak mastoid tutulumu yok

Evre 4 Mastoid yayilim mevcut

Potsic ve arkadaslarina gore vakalarin %40 kadar1 evre 1, %14 kadar1 evre
2, %23 kadar1 evre 3 ve %23 kadari ise evre 4’deydi. Ayrica onlara gore evre ile
rezidiiel hastalik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttur. Yine
Nelson ve arkadaglarinin yapmis oldugu evreleme sistemine gore 3 kategori
mevcuttu (12). Tip 1 konjenital kolesteatom vakalarinda lezyon mesotimpanumda
yerlesmekte ancak inkus yada stapes erozyonu yok. Tip 2 icin lezyon

mesotimpanum ya da attikte ve kemikg¢ik zincirde erozyon var ancak mastoid
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tutulumu yok. Tip 3 hasta grubunda ise lezyon mesotimpanumda ancak mastoid

tutulum var (Tablo 2).

Tablo 2. Konjenital Kolesteatom: Nelson siniflamasi

Tip-1 Mesotimpanumda sinirli, inkus yada stapes erozyonu yok
Tip-2 Mesotimpanik yada attik ve kemikgik zincir erozyonu var ama mastoid tutulum yok
Tip-3 Mesotimpanik ve mastoid tutulum var

Nelson ve arkadaglarina gore hastalarin %15 kadar tip 1 hasta grubuna,
%359 kadar tip 2 hasta grubuna ve %26 kadar1 da tip 3 hasta grubuna dahildi.
Ayrica rekiirrens ile evre arasinda Potsic ve arkadasalarinin c¢aligmasinda
belirtildigi gibi anlamli bir korelasyon varda.

Evrelemede ki amag¢ 4 nedene indirgenebilir. Birincisi operasyon oncesi
klinisyene tedavi planinda yardimeci olmak. Ikincisi prognoz hakkinda bilgi
vermek. Ugiinciisii klinisyenler arasi bilgi aktarimm kolaylastirmak ve son
olarakta tedavi sonuglarini degerlendirmemize yardimci olmak. Potsic ve
Nelson’nun evreleme sistemleri bu amaclara hizmet ediyor gibi goriinmektedir.

KK i¢in one siiriilen patofizyolojik mekanizmalar 4 ana bashk altinda
incelenebilir. Bunlar ‘Epitelyal Kalint1 Teorisi’, ‘Metaplazi  Teorisi’,
‘Implantasyon Teorisi’ ve ‘Invajinasyon Teorisi’dir.

a) Epitelyal Kalinti Teorisi: Bu teori aslinda KK vakalarinin gelisimi igin
en ¢ok kabul edilen teori olma &zelligine sahiptir. Bu teorinin temeli Teed’in 5
aylik fetal temporal kemikte gostermis oldugu epidermal yapilara dayanir (28).

Daha sonra Michaels’in de katkilar1 ile teori sekillenmis ve artik bu iki
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arastirmacinin adlar1 ile anilir olmustur (29). Normal bir fetal gelisim siirecinde,
insan temporal kemik ve timpanik kavite icerisinde fetal gelisim ile paralel olarak
regrese olmasi beklenen epitelyal odaklar persiste olmakta ve intakt kulak zari
arkasinda  gelisimini  siirdiirerek  klintk  bulgu  olusturuncaya kadar
olgunlagmaktadir. Bu epitelyal doku neden belli bir gestasyonel doneme kadar
varliginm siirdiirmektedir sorusuna Levensonun yorumu soyle olmustur. Ona gore
bu epitelyal kalintilar orta kulak ve timpanik zarin gelisimine yardimci
olmaktadir. Ancak regresyonda gelisen aksama ile sebat etmekte ve ileri ki yagsam
doneminde semptomatik olabilen kitlesel lezyonlar halini alabilmektedir (30).

b) Metaplazi Teorisi: Bu teoriye gore orta kulak mukozasi siirekli bir
inflamatuvar uyariya cevap olarak keratin tiretebilen yassi epitelyume metaplazik
degisim gostermektedir. Daha O6ncede Sade tarafindan bu metaplazik degisim
gosterilmistir (31), ancak KK vakalarina uygulanabilirligi diger teorilere gore
daha zay1f kalmaktadir.

¢) Implantasyon Teorisi: ilk olarak Friedberg ve Sheehy tarafindan 6ne
siiriilen bu teoriye gore travma yada saptananmayan ve kisa siirede tamir olan
kulak zar1 perforasyonlar1 neticesinde orta kulak bosluguna yassi1 epitel
ekilmekteydi.

d) Invajinasyon/Invazyon Teorisi: 11k olarak Aimi tarafindan 6ne siiriilen
bu teoride dis kulak yolu epitel dokusu timpanik membrana dogru ilerlemekte ve
zarl invaze ederek orta kulak boslugunda yerini almaktadir. Bu in utero
olusabilecegi gibi erken ¢ocukluk donemindede gelisebilmektedir. Ayrica kiigiik

siddetli travmalar neticesinde timpanik membranda ortaya ¢ikan perforasyonlarla
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birlikte epitel dokusu orta kulaga girebilmekte ve zar kendini tamir ederken
timpanik kaviteye yerlesen yassi epitel keratinizasyona gidebilmektedir.

KK vakalarinda uygulanacak cerrahi tedavinin amaci keratinize yassi
epitel matriksinide igeren hastalikli dokunun temporal kemikten tamamen
cikartilmasidir. Bunun icin gerekirse mastoidektomininde uygulanabilecegi
bilinmeli ve islem sonras isitme diizeyi optimal seviyede tutulmalidir. izole &n
ist kadran lezyonlarinda standart timpanoplasti yaklasimi yeterli olabilmekteyken,
daha posteriorda ve kemikgik zincir ile iliskili lezyonlar ¢in mastoidektomininde
yapildig1 daha genis bir miidahale gerekebilmektedir. Bu noktada daha ¢ok tercih
edilen miidahale intakt kanal mastoidektomi olmaktadir. Ciinkii isitme daha iyi
korunabilmektedir. Ancak bazi hasta gruplarinda ‘canal wall down’
mastoidektomi uygulanmas1  gerekebilmektedir. Ornegin rekonstriiksiyona
imkaninin olmadig1 dis kulak yolu defekti varliginda, labirent fistiilii gelismis ise,
genel durumda kotiililk mevcutsa yada hasta uyumu yetersiz ise uygulama ‘canal

wall down’ mastoidektomi seklinde yapilabilmektedir.

2.1.4.2. Akkiz Kolesteatom

Sekonder ya da akkiz olarakda adlandirilan bu kolesteatom ¢esidi i¢in 6ne
siiriilen mekanizmalar son ylizyil igerisinde pek ¢ok arastirmacinin merakini
uyandirmis ve c¢ok sayida arastirmaya konu olmustur. Aslinda dort ana
mekanizma ileri siiriilmiis ancak son yillarda her birinin ¢esitli derecelerde
gelisime katkida bulundugu diisiincesi 6ne ¢ikmistir. Bu teoriler metaplazi teorisi,

invazyon teorisi, bazal hiperplazi teorisi ve invajinasyon teorisidir.
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a) Metaplazi Teorisi: Akkiz kolesteatom ic¢in One sliriilen yassi epitel
metaplazisini ilk olarak 1864 yilinda Von Troltsch 6ne siirmiistiir (32). Ona gore
kazedz ve yogun iltibabi akintinin yarattig1 kronik uyari orta kulak mukozasinda
yass1 epitel metaplazisine neden olmaktaydi. Yine 1873 yilinda Wendt tarafindan
inflamasyonun orta kulak mukozasini keratinize yassi epitele cevirecegi One
siriilmiistir (33). Ayrica Sade kronik inflamatuvar uyar1 ile ora kulak
mukozasinda yerlesik pluripotent epitel hiicrelerinde yass1 epitele metaplazik
degisim olacagmmi oOne siirerek bu teoriyi desteklemistir (34). Bu teoriyi
destekleyen bir diger 6nemli bulgu kronik sekretuvar otitis media nedeni ile takip
edilen ¢ocuklarin orta kulak mukoza Orneklerinde yass1 epitele degisimin
gosterilmesidir (35). Chole ve Frush tarafindan yapilan bir ¢alismada, A vitamini
azliginin rat orta kulak mukozasinda yass1 epitel metaplazisine neden olmasi bu
teoriye kismen destek olmustur ancak kolesteatoma neden oldugu yoniinde bilgi
birikimi yeterli degildir (36).

b) Invazyon Teorisi: Bu teori ilk olarak 1888 yilinda Habermann ve 1890
yilinda da Bezold tarafindan 6ne siirtilen bir diger olasi mekanizmadir (37,38).
Onlara gore marjinal perforasyon bolgesinden dis kulak yolu yassi epiteli orta
kulak bosluguna dogru migrasyon / invazyon gostermektedir. Bu mekanizma
Politzer tarafindanda desteklenmistir. Ayrica Politzer kulak zarinda ortaya c¢ikan
perforasyona ikincil infeksiyon ile bu gog tetiklenmektedir seklinde ek bir katki
ile teoriyi gelistirilmistir (38). Yine kobaylar lizerinde timpanik membran
perforasyonu sonrasi yassi epitel gogiiniin kolesteatoma sebep olacagi Friedmann

tarafindan gosterilmistir (39).
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¢) Bazal Hiperplazi Teorisi: Bu teoriye iliskin ilk gdzlemler 1925 yilinda
Lange tarafindan yapilmistir. Ona gore pars flaksida bolgesinde yer alan
keratinize yassi epitel, subepitelyal alana dogru bazal membran1 agsmakta ve orta
kulakta proliferasyona gidebilmekteydi. Daha sonralar1 Ruedi ve bircok
arastirmaci tarafindan desteklenen bu mekanizmada kilit nokta, bazal membranda
meydana gelen ¢oziilme ve erimedir. Buna sebep olarakda keratinize yassi
epitelde bulunan yalanci ayaksi uzantilarin bazal membrana dogru olan hareketidir
(40). Bunun neticesinde zar medialine dogru yer degistiren yassi epitel geliserek
orta kulakta ekspansil kolesteatom dokusunu meydana getirmektedir.

d) Invajinasyon (Retraksiyon Posu) Teorisi: Bu teori akkiz kolesteatom
gelisimi ile ilgili mekanizmalar icerisinde en ¢ok kabul gdren mekanizmadir. Ilk
olarak 1933 yilinda Wittmaack tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bu mekanizmaya gore
cogunlukla pars flaksida daha az olarakta pars tensa orta kulaga dogru retrakte
olmaktadir. Buna neden ya orta kulak boslugunda ki negatif basing ya
inflamasyon ya da her ikisidir. Zarda gelisen ceplesme ile birlikte cep iginde
meydana gelen keratin birikimi kolesteatom olusumuna sebep olmaktadir.
Retraksiyon cepleri igerisinde gelisen drenaj bozukluklar1 Sade’nin gézlemlerine
dayanmaktadir (34, 41).

Bu dort temel patogenetik mekanizma disinda gelisim nedeni ¢ok acik olan
2 farkli akkiz kolesteatom mekanizmas: daha bulunmaktadir. Iatrojenik ve

Posttravmatik kolesteatomlar.
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Iatrojenik Kolesteatomlar: Cogu zaman kolesteatom dis1 bir neden
dolayisi1 ile yapilan kulak operasyonlari sonrasi ortaya cikar. (timpanoplasti,
basing esitleyici tiip tatbiki vb.)

Posttravmatik Kolesteatomlar: Yass1 epitelin orta kulak bosluguna

sagilmasi ile sonuglanan herhangi bir travmatik durum sonrasi ortaya cikar.

2.1.5. Ultrastriiktiirel Ozellikler

Altta yatan patogenetik mekanizmalar ne olursa olsun, tiim kolesteatomlar
neredeyse ayni klinik karakterlere sahiptirler. Bu klinik 6zelliklerinin basinda
invazyon, migrasyon, hiperproliferasyon, diferansiyasyon degisiklikleri, agresiflik
ve residivizm gelmektedir. Zaten kolesteatom dokusunun ortaya koydugu
morbidite ve mortaliteden bu klinik 6zellikleri sorumludur. Peki bu ozellikler
nereden kaynaklanir? Bu sorunun cevabi son donemde teknolojik gelismelere
paralel olarak ortaya ¢ikan arastirmalarla verilmeye baslanmistir. Bu ¢aligmalar
gostermistir ki kolesteatom dokusu bazi ultrastriiktiirel 6zelliklere sahiptir. Ayrica
sunu da belirtmek gerekir ki kolesteatom dokusu ile ilgili cevaplanmas1 gereken
iki temel soru mevcuttur. Birincisi kolesteatomda yer alan yassi epitelin kaynagi
neresidir ve dokunun invaziv ve hiperproliferatif davranisi neye baglhidir? Su ana
kadar ki bilgi birikimi yassi epitelin kulak zarimmi ve dis kulak yolunu orten
epitelden kdken aldigini isaret ederken, invaziv ve hiperproliferatif 6zelliginin ise
biiylime inhibe edici sinyallerin kaybina ve biiylimeyi uyarict faktorlerin artisina

ya da her ikisine birden bagli oldugunu isaret etmektedir (1).
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Normal disg kulak yolu epitelinin kontrol olarak kullanildigi pek cok
calisma gostermektedir ki kolesteatom dokusuna ait epitelyal hiicre kinetikleri
degisim gostermektedir. Ornegin boliinen hiicreler tarafindan ekspresse edilen
MIB-1 (Ki-67) diizeyinin kolesteatom dokusunda normal dis kulak yolu epitel
hiicrelerine goére 2,3 kat daha fazla ekpresyona ugradigi gosterilmistir (42).
Hiicresel boliinmede ki bu artis PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ve TM
(trombomodulin) diizeylerindeki artiglarla da gosterilmistir (43). Farklilagsma
evresi ve epitel tipine gore degismekle birlikte sitokeratinler (CK 1-20) epitel
hiicrelerince {iretilen bir ¢esit intermediate flaman proteinidir. Calismalar
gostermistir ki kolesteatom dokusunda bu proteinin degisen seviyedeki ve
cesitlerdeki ekspresyonlart mevcuttur (44). Tim bu sonuglar kolesteatom
dokusunun hiicresel seviyedeki ¢ogalma ve farklilasma 6zellilerindeki degisimleri
isaret etmektedir. Ultrastriiktiirel degisimler hiicresel proteinler diizeyinde sinirli
kalmamistir. Kolesteatom dokusuna ait genetik ¢alisamalar basta P53 olmak iizere
hiicre ¢ogalmas1 ve farklilasmasina ait yollarda kilit rollere sahip genlerde degisen
ekspresyon oranlarii isaret etmektedir (45). Ayrica kolesteatom dokusu ile
normal dis kulak yolu derisi veya timpanik membranin karsilastirildigi bir¢ok
calismada gostermistir ki bliylime faktorleri basta olmak iizere, sitokinler, ¢esitli
inflamatuvar proteinler, ekstraselliller matriks makromolekiilleri ve cesitli
anjiogenezis ile iliskili faktor diizeylerinde de normalden sapmalar mevcuttur (1).

Bu calismalar 1s18inda, hiicresel ve molekiiler seviyedeki bu degisimlerin
kolesteatom dokusunda goriillen yikici, invaziv ve hatta mortal sonuglarla

dogrudan iliskili oldugunu sdylemek yanlis olmayacaktir.
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2.2. Inflamasyon

2.2.1. Tanim

Inflamasyon; infeksiyon, tahrip etkisi olan maddeler ve yaralanmalar
sonrast gelisen doku hasarlarima kars1 viicudun gosterdigi spesifik olmayan
immiin bir cevaptir. inflamasyon kardinal bulgular1 olan sislik, 1s1 artis1, renk
degisikligi, agr1 ve fonksiyonlarda gecici kayip kriterleri ile tanimlanir (46).

Hasar veren olay viicudu tahrip ettigi andan itibaren, dokudan ¢evreye ve
dolagim sistemine dogru immiin sistem hiicrelerinin inflamasyonu yoneten sinyal
molekiilleri salinmaya baslar. Bu salinim ile beraber vazodilatasyon, vaskiiler
gecirgenlikte artis ve immiin sistem hiicrelerinin kemotaksis araciligi ile hasar
bolgesinde birikimi meydana gelir (46). Ancak inflamatuvar yanit hasarin
derecesinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikar ise viicudu korumasi bir yana, yikim ile
sonuglanabilecek bir dizi reaksiyona sebebiyet vermis olur. Bunu basta anaflaksi
ve bazi otoimmiin hastaliklarin seyri sirasinda gorebilmekteyiz. Inflamasyon her
ne kadar hasar sonrasi lokal bir dizi reaksiyon olarak viicudun dogal bir tepkisi
gibi goriinsede basta kanser olmak {izere bir ¢cok kronik hastalikla kuvvetli iligki
icindedir. Bu iligkinin kolesteatom gelisim stirecinde de gesitli derecelerde mevcut
oldugu yapilan calismalar ile gosterilmistir. Bu ozellikle kronik inflamasyon
zemininde siiregelen bir iliskidir ve kardiyovaskiiler, pulmoner ve norolojik
hastaliklarda kendini gdsterebilmektedir. Orne§in bazi proinflamatuvar gen

tiriinlerinin apoptozisi baskilamada, proliferasyonda, anjiogenezde, invazyonda ve
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metastazda kritik roller iistlendigi tanimlanmistir. Bu gen f{irlinleri arasinda
interlokin’ler (IL), kemokinler, matriks metallo proteinaz-9 (MMP-9), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), COX-2 ve baz1 LOX tipleri sayilabilir (47).
Inflamasyon hasar bélgesinde toplanan hiicrelerin tipine gore akut ve
kronik olmak {izere ikiye ayrilir. Inflamatuvar cevabin katalizleyen enzim
guruplar1 igerisinde siklooksijenazlar (COX), lipooksijenazlar (LOX) ve

nitrikoksit sentetazlar (NOS) kilit rol oynamaktadir.

2.2.2. Siklooksijenazlar ve COX-2

Siklooksijenaz enzimleri [COX, Prostaglandin G/H sentaz (PGHS)], bir
doymamis yag asiti olan arasidonik asitten, prostaglandinlerin (PG)
biyosentezinde ilk iki basamag: katalizleyen anahtar enzimlerdir (32).

Arasidonik asit (AA, 5,8,11,14-eicosatetraenoic acid) membran
fosfolipidlerinin Fosfolipaz A, (PLA;) enzimi tarafindan katalizlenen hidrolizi
sonucu olusur. COX, arasidonik asiti prostanoidlerin (PG, prostasiklin ve
tromboksanlarin genel adi) onciilii olan prostaglandin H, (PGH;)’ye dontistiiriir.
Bu islemi sahip oldugu iki aktif bolge araciligiyla yapmaktadir: Bunlardan ilki
arasidonik asitin hidroperoksi endoperoksit PGG;’ye oksidasyonunu saglayan
siklooksijenaz aktif bolgesidir, digeri ise PGGy’nin hidroksi endoperoksit
PGH,;’ye indirgenmesini saglayan ve hem grubu iceren peroksidaz aktif bolgesidir
(48).

COX’un, sentezine aracilik ettigi PG’ler lipid tabiatinda lokal

hormonlardir. Hizla degrade olmalar1 sebebiyle viicudun diger bolgelerine
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tasinamazlar, otokrin veya parakrin etkilidirler. PG’ler teknik olarak hormon
sayllmalarina karsin giiclii fizyolojik etkileri olan araci molekiillerdir. Etkileri
bakimindan hormonlara benzetilmelerine ragmen, 6zgiin bezlerden ziyade hemen
hemen tiim dokularda olusmalar1 ve genellikle lokal olarak etki etmeleri
bakimindan hormonlardan ayrilirlar (49, 32).

COX katalitik aktivitesinin son turiinii olan PGH,, etkinlikleri dokulara
gore degisen c¢esitli izomerazlar tarafindan prostaglandin D, (PGD,),
prostaglandin E, (PGE;), prostaglandin F,, (PGF,,), prostasiklin (PGIL,) ya da
tromboksan A, (TXA;)’ye doniistiiriiliir (Sekil 1). Bu son iirlinler viicutta agri,
ates, inflamasyon, kan pihtilasmasi, ovulasyon, dogumun baglatilmasi, kemik
metabolizmasi, gastrik mukozanin korunmasi, yaralarin iyilesmesi, sinir gelisimi,
immiin cevap ve bobrek fonksiyonlarinda 6nemli roller iistlenirler (32).

COX enziminin, COX-1 ve COX-2 adi altinda iki izoenzimi
tanimlanmistir. COX’un her iki izoformu benzer yapisal 6zellik (%60 homoloji)
gostermelerine ve ayni reaksiyonu katalizlemelerine karsin substrat, inhibitor ve
hiicre i¢1 yerlesim bakimindan 6nemli farkliliklara sahiplerdir. Bu nedenle her iki

COX formu farkli tiirde PG’lerin sentezine aracilik eder (48).
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Sekil 1. Siklooksijenaz ve izomerazlar aracihigl ile prostanoidlerin sentezi

Bu iki enzim arasinda genel bir ayirim yapilacak olursa: COX-1’in
fizyolojik, COX-2’nin ise patolojik bir enzim oldugu sdylenebilir. COX-2’nin
patolojik olarak nitelendirilmesinin temel nedeni: COX-2’yi indiikledigi bilinen
uyaranlarin hemen hepsinin inflamasyon ile baglantili olmasidir. Ornegin, bu
uyaranlar arasinda IL-1o/B, TNF-0, Endotel Hiicresi Biiyiime Faktorii (ECGF),
Fibroblast Biiyime Faktori (FGF), Bakteriyel Lipopolisakkarit (LPS),
endotoksinler ile onkogenler ve forbol esteri gibi mitojenik uyaranlar sayilabilir
(50).

Siklooksijenaz-2 (COX-2, PGHS-2)

1991 yilinda ¢esitli laboratuvarlarda COX aktivitesine sahip ikinci bir gen
iriini, yani COX-2 tanimlanmigtir. COX-2 geni, 1. kromozomun uzun kolu

(1925.2-g25.3) tizerinde yerlesmistir. Bu gen 8.3 kb uzunlugunda olup, 4.5 kb’lik
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bir mRNA’y1 kodlamaktadir. COX-2 proteini ise 604 amino asit uzunlugunda ve
yaklasik 72 kDa agirliginda proteindir (51).

COX-2 geni 10 ekson igermekte olup, sinyal peptid bdlgesi, dimerizasyon
bolgesi, membran baglanma bolgesi ve katalitik aktivite bolgesi olmak {izere 4
yapisal bilesene sahiptir (52). Ayrica 10. ekson, steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAID) etkinlikleri i¢in 6nemli olan 6zglin amino asit birimlerinin
sifrelerini tagir.

Ornegin, aspirin tarafindan asetillenerek COX enziminin inhibisyonuna ve
dolayisiyla PG sentezinin engellenmesine neden olan serin a.a. birimi (Ser 516)
bu ekson tarafindan kodlanir (53).

Normal sartlarda genellikle saglikli hiicrelerde bulunmayan COX-2, akut
ve kronik inflamasyon gibi patolojik durumlarda 6nemli rolleri olan PG’lerin
(PGE, ve PGF,) sentezinden sorumludur (32). Bu nedenle gliniimiizde COX-2’ye
Ozgii anti-inflamatuar ilaglar gelistirilerek inflamasyonda etkili olan PG’lerin
sentezi durdurulmaktadir.

Ozellikle inflamasyon, agri, ates, oviilasyon, hamilelik, dogum, bdbrek
fonksiyonlari, kemik metabolizmasi, doku tamiri, felg, miyokardiyal infarktiis,
diyabet, Alzheimer gibi siireglerde ve kolorektal, prostat, pankreas, deri, 6zofagus,
meme, akciger gibi bazi1 kanser tlrlerinde COX-2’nin fazla ifadelendigi
gozlenmektedir (54).

COX-2, cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri veya mitojenler tarafindan
uyarilarak inflamatuar siiregte gorev alan makrofajlarda, monositlerde, sinoviyal

hiicrelerde, kondrositlerde, fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde ifadelenir (54).
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Arasidonat Lipoksijenazlar

COX 1izoformlar1 gibi lipoksijenazlarda (LOX, arasidonat LOX, EC
1.13.11.12) AA tizerinde etki gosterirler. Bu enzim ailesi serbest ya da esterifiye
haldeki ¢coklu doymamis yag asitlerine genellikle 5. 8. 12. ve 15.C atomlarindan
bolgeye 6zgii (regioselektif) olmak {izere oksijen transfer ederler (55).

ALOX aktivitesi, substrat olarak lipid ile atmosferik oksijen varligina
ithtiya¢ duyan, bir bimolekiiler reaksiyondur. Eger bunlardan birisi siirli olur ise
(ciddi hipoksi durumu gibi) enzimin katalitik aktivitesi degiserek farkli reaksiyon
driinleri olugmaktadir (56). Bu enzimler yag asiti dioksijenazlar olarak
siniflandirilsalar da, peroksidaz, oksijenaz, l6kotrien sentaz, lipoksin sentaz ve
hepoksilin sentaz gibi ¢cok farkli katalitik aktivitelere sahiplerdir (57).

Bitkilerde, hayvanlarda, bazi deniz canlilarinda ve mikroorganizmalarda
cesitli ALOX izoformlarinin varligi gosterilmistir. Memelilerde dort farkli ALOX
izoformu bilinmektedir: ALOXS5, ALOXS, ALOX12 ve ALOXI15. Enzim
adlarindaki bu sayilar AA omurgasinda oksijen aktarilan C atomunun numarasini
belirtmektedir (57). ALOX enzimleri AA’y1r biyolojik ydnden aktif olan
hidroperoksi-eikosatetraenoik asit (HPETE) metabolitlerine doniistiiriir ve daha
sonra bunlarin indirgenmesi ile hidroksieikosatetraenoik asit’ler (HETE)
olusmaktadir (58) (Sekil 2). 5-, 12- ve 15-HETE, ALOX izoformlar tarafindan

olusturulan 6nemli AA metabolitleridirler (59).
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Sekil 2. ALOX izoformlari tarafindan AA’nin doniistiiriildiigii metabolitler

ALOXS harig, insandaki diger ALOX genleri 17. kromozomun kisa kolu
tizerinde birkag megabazlik bolge icerisinde kiimelenmistir. Bu durum aym
kromozom iizerindeki ¢oklu ALOX genlerinin duplikasyonlar sonucu olustugu
diistincesini kuvvetlendirmektedir, ancak heniiz ALOX izoformlarinin evrimi tam
olarak agiklanabilmis degildir (57).

ALOX izoformlari, inflamasyon, immiin yanit ve timor olusum siirecine
etkileri agisindan COX ve PG’ler kadar ayrintili ¢alisilmamistir, ancak giincel
caligmalar bazit ALOX {iriinii metabolitler ile COX-2 f{iriinii metabolitlerin

inflamasyon tizerinde ortak etkileri oldugunu gostermistir (60).

2.2.3. Arasidonat 12-Lipoksijenaz (ALOX12, 12-LOX)

ALOXI12 enzimi, AA’nin 12 numarali C atomuna bir molekiiler oksijen
aktararak 12-hidroperoksieikosatetraenoik asit (12-HPETE) olusumunu katalizler.
Daha sonra 12-HPETE’nin indirgenmesiyle yine aktif bir metabolit olan 12-

HETE meydana gelir (61).

28



ALOX12’nin, ilk defa tanimlandiklar1 hiicre tiplerine gére adlandirilan, ti¢
izoformu mevcuttur: Platelet tipi, 16kosit tipi ve epidermis. Lokosit tipi ALOX12
yaygin olarak ifadelenirken, trombosit ve epidermis izoformlar1 sadece birkag
hiicre tipinde ifadelenmektedir. Lokosit tipi ALOX12 baglica mast hiicrelerinde,
eozinofillerde, monositlerde, dendritik hiicrelerde ve bronsial epitel hiicrelerde
gozlenmektedir (56).

ALOX12 geni 17. kromozomun kisa kolu iizerinde yerlesiktir (17p13.1).
Kofaktor olarak demir bulunduran ve doymamis yag asitlerine oksijen aktaran
birkag ALOX izoformundan bir tanesidir. Hayvanlar aleminde belgelenen ilk
ALOX izoformu ALOX12’dir (56).

ALOX12 geni 16100 baz ciftinden olugsmaktadir. 14 ekson iceren bu genin
transkript uzunlugu 2335 bazdir. ALOX12 enzimi ise 662 aa.’ten olusan ve 70
kD’luk molekiiler agirliga sahip bir proteindir (56).

12-HETE’nin ve diger AA kokenli metabolitlerin (eikosanoidler)
biyosentezi NF- (niikleer faktor) kappa B tarafindan COX ve ALOX genlerinin
transkripsiyonel diizenlenmesi yapilarak gergeklesir. Ozellikle inflamasyon ve
kanser olgularinda sik¢a karsimiza ¢ikan transkripsiyon faktorii NF-kappa B,
COX-2 ve ALOX12 genlerinin promotdriinde bulundurduklar cis-etkili kappa B
elementi sayesinde, promotore baglanarak enzimlerin ifadelenmelerini diizenler
(58). ALOX12 ile NF-kappa B aktivasyonu arasindaki dogrudan iliski 6zellikle
baz1 kanser hiicrelerinde rapor edilmistir. ALOX12 aracilifiyla olusturulan 12-
HETE metaboliti, invazyonu, metastazi ve anjiogenezisi artirirken, bunun yaninda

timor hiicrelerini apoptozisten alikoymaktadir (61).
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Lokositler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi immiin hiicrelerin
uyarilmasinda etkin olan inflamatuar indiikleyiciler endojen ve ekzojen AA’in
kullanilarak bahsi gecen gesitli metabolitlerin iiretimine neden olurlar. Ozellikle
COX ve ALOX iirtinii bu metabolitler ¢esitli inflamatuar ve neoplastik
hastaliklarda artis gosterdiginden, bu enzimlere karsi olusturulan inhibitor ilaglar
inflamasyonun ¢oziilmesinde ve kanser olusumunun Onlenmesinde yarar

saglamaktadir (62).

2.2.4. Nitrik Oksit

NO, biyoaktif metabolitlerin en kiigiiklerinden biridir. Yar1 émrii sadece
birka¢ saniye olup, bu nedenle yakin g¢evresi lizerinde etkindir. Diisiik molekiil
agirligi ve lipofilik yapisi nedeni ile kolay ve hizli bir sekilde hiicre zarlarindan
gecebilmektedir. Bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron igeren atom
ya da molekiillere serbest radikal denilmektedir ve NO tasidigi ortaklanmamig
elektron nedeniyle bir radikalik molekiildiir. Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicre i¢in zararlidir, ancak NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok
onemli fizyolojik islevlerde bulunmaktadir ve bu o6zellikler NO’yu ideal bir
molekiil yapmaktadir. Buna karsin asir1 ve kontrolsiiz NO {iretimi hiicreler i¢in
zararli olabilmektedir. Serbest radikaller katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPX) gibi antioksidan sistemler tarafindan bir
denge igerisinde tutulur. Gegici olmasmna ragmen serbest radikallerin
antioksidanlara karsin istiinliigli, yani dengenin oksidan lehine kaymasi, gesitli

hiicre hasarlarina ve kronik hastaliklara yol agabilir (63).
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NO fizyolojik ve inflamatuar siirecte 6nemli bir arac1t molekiil olarak kabul
edilir. Kan damarlarinin gevsemesinde, solunum, gastrointestinal, genitoiiriner
sistemde NO-bagimli mekanizmalar kullanilmakta ve merkezi sinir sisteminde bir
norotransmitter olarak hafizanin olusumunda rol oynamaktadir. NO ayrica
trombositlerin yapisarak birikmesini engeller, kalp kasilmalarinda diizenleyicidir
ve iyon kanallarinin agilip/kapanmasina katkida bulunur. Bunlara ek olarak
nonspesifik immiinitede de rolii vardir. Sitotoksik 6zellige sahip oldugundan,
viicut savunmast ve immiinolojik reaksiyonlar sirasinda aktive olmus makrofajlar

tarafindan ¢ok miktarda iiretilirler (64, 65).

Nitrik Oksit Biyosentezi ve INOS

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile L-arjinin’in oksidatif
deaminasyonu sonucu olusan ve sayisiz biyolojik siirece dahil olan gaz tabiatinda
kiigiik bir radikal molekiildiir (66). L-Arg — NO + L-Sitrulin, bi¢iminde
Ozetlenebilecek tepkimede NOS katalizasyon i¢in molekiiler oksijen ve kofaktor
olarak da NADPH’a ihtiyag duymaktadir. NOS’un birbirine yapisal olarak ¢ok
benzeyen 3 izoformu bulunmaktadir (67).

— Noronal NOS (nNOS — NOS1)

— Indiiklenebilir NOS (iNOS — NOS2)

— Endotelyal NOS (eNOS — NOS3)

eNOS ve nNOS diisiik miktarlarda stirekli olarak ifadelenirler ve
kalmodulin varliginda sitoplazmik Ca®" artisina paralel olarak ifadelenmeleri

2+ . .. . . .
artar. Ca” ’un hiicre i¢ine akis1 NO’nun hizla iiretilmesine neden olur.
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Buna karsin iNOS, cesitli sitokinler ve diger uyaranlar tarafindan
makrofajlarin ve diger bazi hiicre gruplarinin aktive edilmesiyle indiiklenerek NO
sentezine katilir ve bunun i¢in de Ca*" artisina ihtiya¢ duymaz (64).

INOS geni 26 ekson icermektedir. Kromozom 17°nin sentromeri ile uzun
kolu arasinda (17cen-17ql11.2) yerlesik olan iNOS geninin iiriini 1153 a.a.
uzunlugunda ve 131 kD agirliginda bir proteindir (64).

NO’nun etkilerinin ¢oguna aracilik eden klasik yolak, ¢oziinebilir guanilat
siklaz (sGC) aktivasyonu ve GTP’nin, ikincil haberci molekiil, siklik guanozin
monofosfatlara (cGMP) doniisiimiidiir. NO inflamasyon reaksiyonlarinda ¢ok
yonlii bir role sahiptir. Inflamatuar ajanlarin ve sitokinlerin varliginda iNOS’un
ifadelenmesi artarak NO miktar1 yiiksek diizeylere c¢ikar (65). Sitokinler
tarafindan aktive edilmis makrofajlarin tiikettigi L-arjinin’in 1/30 NO iiretmek
igin kullanilmaktadir. NO’nun akut ve kronik inflamasyonda etkili oldugu
bilinmektedir ve NOS inhibitorleri ile gergeklestirilen tedavinin ratlarda akut
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir. Cesitli dokular inflamatuar sitokinlere maruz
birakildiginda ise iNOS ifadelenmesinde ve dolayisiyla NO miktarinda artis
gozlenmistir (65).

Calismamizda, bu bilgiler 1s181nda kolesteatom matriks dokusunda COX-
2, LOX12 ve iNOS genlerinin ifadelenme seviyeleri, dis kulak yolu derisi ile
kargilagtirmali olarak Real-time polimeraz zincir tepkimesi (PCR) yontemi
araciligiyla aragtirllmak istenmistir. Dolayisiyla yazimizin bu asamasinda Real-

time PCR’dan bahsetmek dogru olacaktir.
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2.2.5. Real-Time Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

1988 yilinda “Thermus Aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1siya
dayanikli polimerazin (taq polimeraz) kullanim1 ile DNA zincirinin istenilen bir
bolgesini cogaltmak, molekiiler genetik alaninda devrim nitelii tasiyan bir
bulustur. Son yillarda PCR’da sicaklik dongiilerini saglamak icin kullanilan
cihazlarim (thermocycler — 1s1 dongii cihazi) hassas Ol¢iim aletleriyle
birlestirilmesi, Real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine
neden olmustur. Real-time PCR teknolojisi ilk defa Higuchi ve arkadaslar
tarafindan 1993 yilinda gelistirilmistir (68). Real-time PCR, niikleik asit
amplifikasyonunun floresan boyalar kullanilarak es zamanli (real-time) olarak
izlenildigi bir yontemdir. Yontem i¢in 6zel deteksiyon sistemine sahip bir PCR
cthaz1 gerekmektedir. Gen ifadelenmesinin analizini degistiren bu metod ile
geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. Ekstra goriintiilemeye
gerek duyulmamasi, nitelik ve nicelik yoniinden kisa siirede ¢ok sayida Ornegi
analiz edebilmesi, sonuglarin kantitatif olarak verilmesi, dizilemeye gerek
kalmadan tek niikleotid farkliliklarimin saptanabilmesi, genotiplendirme
yapilabilmesi, tiipte uygulandigi icin kontaminasyon riskini en aza indirmesi
yontemin avantajlar1 arasindadir. Ayrica iiriin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi
ve DNA veya RNA bantlarinin mor &tesi 11k altinda goriintiilenmesi gibi
basamaklari ortadan kaldirmaktadir (69).

Bu o6zellikleri gbz oniine alindiginda, Real-time PCR; gen ifadelenmesinin
Ol¢iimii, genotiplendirme, kromozomlardaki sayisal ve yapisal bozukluklarin

(mutasyon) analizi, infeksiyon hastaliklarinin tanisi, DNA hasarmin belirlenmesi
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(mikrosatellit instabilitesi), epigenetik arastirmalar (metilasyon belirlenmesi) gibi
giderek artan kullanim alanlar1 ile mikrobiyoloji ve molekiiler genetik
laboratuarlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir (69). Bu sistemin
gelistirilmesinde c¢esitli kimyasallar kullanilmistir. Bunlarin arasinda DNA ¢ift
zincirine baglanan, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalar (Etidyum bromiir,
SYBR Green I) ve diziye 6zgiin ¢esitli floresan isaretli problar (TagMan prob,
Hibridizasyon problari, molekiiler beacon’lar, scorpion primerleri, Light-up prob,

Sunrise prob) bulunur (36).
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3. GEREC VE YONTEM

Aracg ve Gerecler
Kullanilan Laboratuvar Cihazlar: ve Gerecler
— Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
— Spin vorteks (Biosan, Rusya)
— Kuru 1sitict blok (Biosan, Rusya)
— Manyetik karistirict (TMA 2071, Almanya)
— Santrifiij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
— Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
— Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, ABD)
— pH metre (WTW 422, Almanya)
— Mikropipetler (10 uL, 100 pL, 100 pL) (CLP, ABD)
— Derin dondurucu (-86°C) (Sanyo, Japonya)
— Derin dondurucu (-30°C) (Sanyo, Japonya)
— Giivenlik kabini (VFRS 1206 E, Danimarka)
— Azot tank1 (GT212 EINOX Air liquide, Fransa)
— Thermal Cycler (Hybaid PCR-sprint, Thermo electron corp., ABD)
— LightCycler Real-time PCR cihazi (Roche, Almanya)
— Filtreli mikropipet uglar1 (CLP, ABD)
— Steril enjektor (2ml) (Ayset, Tiirkiye)
— Steril enjektor (Sml) (Medplast-S, Tiirkiye)

— Steril enjektor (10ml) (Hayat, Tiirkiye)
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— 0.2-0.5-1.5 pl’lik ependortf tiipler (CLP, ABD)

Kullanilan Kimyasal Maddeler
— Tris-HCL (Sigma, ABD)
— KCI (Sigma, ABD)
— MgCl, (Fermantas, ABD)
— EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma,
ABD)
— Serum fizyolojik (Eczacibasi, Tiirkiye)
— Steril dH,0 (Eczacibasi, Tiirkiye)
— DEPC’li (Dietilpirokarbonat) su (Biological Industries, Israil)
— Kloroform (Amresco, ABD)
— lIzopropanol (Amresco, ABD)
— Safetanol (Carlo Erba, italya)
— DNaz I recombinant (Roche, Almanya)
— LC FastStart DNA SYBR Green I karisim1 (Roche, Almanya)
— Bolgeye 6zgli primerler (COX-2, ALOX12, iNOS, ve GADPH)

(Tibmolbiol, Almanya)

Kullanilan Kitler
— peqGOLD TriFast™ Dokudan RNA Izolasyon kiti (Peglab,
Erlangen, Almanya)

— Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)
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Yontemler

Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenen 01/2007-28 kodlu bu calisma iiniversitemiz yerel etik kurulu
tarafindan onaylandi. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvuran kolesteatom’lu kronik otitis media tanisi
almis, yaglar1 10 ila 57 arasinda degisen 3 bayan ve 7 erkek hasta ¢alismaya dahil

edilmistir.

Kolesteatom Matriks Dokusundan Total RNA Saflastiriimasi

Hastalardan mastoidektomi opearasyonu esnasinda alinan kolesteatom
matriksi steril bir sekilde RNA izolasyonuna uygun (50mg-100mg) biiytikliiklerde
steril bistiiri ile kiiglik parcalara ayrildi. DNaz ve RNaz igermeyen 1.5 ml’lik
ependorf tiiplerine alinan doku oOrnekleri hizli bir sekilde sivi azot igerisinde
donduruldu. Ornekler analiz giiniine kadar -80°C” de saklandi.

Doku oOrneklerinden RNA izolasyonu islemi, peqGOLD TriFast™
dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan protokole gore
yapildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile islemler giivenlik kabini igerisinde
gercgeklestirildi.

1. 1.5 mI’lik ependorf tiip iginde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular

coziinmeden pastle ile homojenize edildi.
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2. Homojenat lizerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve oda
sicakliginda 5 dk bekletildi.

3. 200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda tutuldu.

4. Ornekler 11.000 rppm’de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
karigim, altta kirmiz1 faz (fenol kloroform fazi), ara faz ve iistte renksiz siv1 faz
olmak tizere ii¢ faza ayrildi.

5. Ust faz yeni bir steril 1.5 mI’lik ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine
500 pl izopropanol eklenip karistirildi.

6. Ornekler 1.5 saat -20°C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4°C’de
santrifiij edildi. Ust siv1 atildi.

7. DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pl DNaz (ug basma 5U
DNaz), 300 ul DNaz Buffer I ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37°C
sicaklikta bekletildi.

8. Orneklerin iizerine 300 pl 25mM EDTA eklendi ve 65°C’de 10 dk
bekletildi.

9. 12.000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan tist
stv1 atildi.

10. 1000 pl %75°1ik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij
edildi. Pelete dokunmadan {ist s1v1 atildi.

11. Peletin {izerine tekrar 1000 pl %75°1ik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de

10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan tist siv1 atildu.
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12. Pelet kurumaya birakildi. 30-50 pl DEPC’li su ile sulandirildi. Calisma

giiniine kadar -80 °C’de sakland.

cDNA Sentez Tepkimesi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de [RNA icin 260 nanometre’de

(nm); protein i¢cin 280 nm] Olglilerek nanogram/mikrolitre (ng/pl) miktarlart ve

safliklar1 belirlendi. Primer olarak random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez

kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 3°de verilmistir.

Tablo 3. RT-PCR tepkime karisim

Son Konsantrasyon

Hacim

Steril H,O-PCR Grade -

Reaksiyon Tamponu Ix (8mM MgCl,)
Dntp ImM
Random Hegzamerler 60 uM
RNaz inhibitorii 20 {inite (U)
Ters Transkriptaz 10U
Total RNA 1 pg

RNA miktarina gore degisken
4l
2 ul
2 ul
0.5 ul
0.5 ul

1 pg
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RT-PCR Programi
Otomatik 1s1 dongii cihazi Tablo 4’de belirtilen programa ayarlanarak

RNA’lardan cDNA elde edildi.

Tablo 4. RT-PCR tepkime programi

Sicakhk Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters TransKkripsiyon 50°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5 dk 1 dongii
Sogutma 4°C - 1 dongii

Reaksiyon sonucu cDNA 6rnekleri Real-time PCR’da kullanilincaya kadar

-20°C’de sakland.

COX-2, ALOX12 ve iNOS Genlerinin Ifadelenme Diizeylerinin Real-time

PCR ile Degerlendirilmesi

COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ifadelenmesinin kantitatif
degerlendirilmesi igin Light Cycler'™ (LC) cihazi kullanildi (Resim 1).
Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA ve uygun
primerler esliginde LC FastStart DNA SYBR Green [ karisimi kullanilarak
gercgeklestirildi. COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ifadelenmesini normalize
etmek icin elde edilen cDNA oOrnekleri, GAPDH genine 0&zgii primerler

kullanilarak da ¢alisildi.
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Tﬁ PEFrEY

| i st et

Resim 1. Real Time PCR tepkimesi i¢in kullanilan LC cihazina ait goriintiiler

A: Real Time PCR cihaz1

B: PCR tepkimesi i¢in gerekli sicaklik, siire ve dongii sayisinin bilgisayar ortaminda girildigi
program sayfasi

PCR tepkimesi i¢in hazirlanan karigimin konuldugu, cam malzemeden iiretilmis kapiller

C
D: Tepkime sirasinda 6rneklerin durumunu grafik ve logaritmik egri olarak gdsteren program
sayfasi

COX-2 Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 3°de gosterilen primerler ile LC FastStart DNA SYBR Green I
karistmi ve COX-2 mRNA’sindan elde edilen ¢DNA’lar kullanilarak LC
cihazinda Real-time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi

karigimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlart Tablo 5’de

verilmigtir.
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5’-TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3’
5’-TGCCCAGCACTTCACGCATCAGTTTTTCAAGACAGATCATAAGCGAGGGCCAGCTT
TCACCAACGGGCTGGGCCATGGGGTGGACTTAAATCATATTTACGGTGAAACT-3’
3’-CACCTGAATTTAGTATAAATGCCACT-5’

Sekil 3. COX-2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin ¢cDNA dizisi
iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; AY462100.1, Homo sapiens cyclooxygenase 2 (COX2)

mRNA, complete cds.]

Tablo 5. COX-2 Real-time PCR tepkime karisimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O0 - 5.8 ul
MgClI, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
COX-2 PrimerF (10 pmol/pl) 4 pmol 0.5 ul
COX-2 PrimerR (10 pmol/pl) 4 pmol 0.5 ul
LC FastStart DNA SYBR Gren I 1 pl
karisimi
cDNA - 1 pl

ALOX12 Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 4’de gosterilen primerler ile LC FastStart DNA SYBR Green I
karisgtmi ve ALOX12 mRNA’sindan elde edilen ¢cDNA’lar kullanilarak LC
cihazinda Real-time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi
karigimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 6’da

verilmistir.
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5’-CCAGTATCACTTGCTGAACACG-3’
5’-TCAGATTTCCAACTGCACGAGATCCAGTATCACTTGCTGAACACGCACCTGGTGGC
TGAGGTCATCGCTGTCGCCACCATGCGGTGCCTCCCAGGACTGCACCCCATCTTCAAG
TTCCTGATCCCCCATATCCGCTACACCATGGAAATCAACACCCGGGC-3’
3’-TTCAAGGACTAGGGGGTATAG-5’

Sekil 4. ALOX12 mRNA’simn belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin cDNA dizisi
iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; NM_000697.1 Homo sapiens arachidonate 12-

lipoxygenase (ALOX12), mRNA.]

Tablo 6. ALOX12 Real-time PCR tepkime karisim

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0 - 5.8 ul
MgCI, (25 mM) 4 mM 1.2 pl
ALOX12 PrimerF (10 pmol/pl) 4 pmol 0.5 pl
ALOX12 PrimerR (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 pl
LC FastStart DNA SYBR Green I - 1 pl
karisimi
cDNA - 1l

iNOS Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 5’de gosterilen primerler ile LC FastStart DNA SYBR Green I
karisimi ve iNOS mRNA’sindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak LC cihazinda
Real-time PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. Real-time PCR tepkimesi karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 7°de verilmistir.
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5-TCCTGGTTTGACTGTCCTTACC-3’
5’-CAGGTCTCTTICCTGGTTTGACTGTCCTTACCCCGGGGAGGCAGTGCAGCCAGCTGC
AAGCCCCACAGTGAAGAACATCTGAGCTCAAATCCAGATAAGTGACATAAGT-3’
3-GTCACTTCTTGTAGACTCGAGTT-5'

Sekil 5. INOS mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin ¢DNA dizisi
iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; ENST00000379105.1, Nitric oxide synthase, inducible

(NOS type ID)]

Tablo 7. iNOS Real-time PCR tepkime karisim

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O0 - 5.8 ul
MgClI, (25 mM) 4 mM 1.2 ul
iNOS PrimerF (10 pmol/pl) 4 pmol 0.5 ul
iNOS PrimerR (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 ul
LC FastStart DNA SYBR Green I - 1l
karisimi
cDNA - 1ul

GAPDH Geninin Ifadelenme Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 6’da gosterilen primerler ile LC FastStart DNA SYBR Green [
karistmi ve  GAPDH mRNA’sindan elde edilen c¢cDNA’lar kullanilarak LC
cihazinda Real-time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi
karigimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlart Tablo 8’de

verilmistir.
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5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
5’TCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCAGACACCATGGGGAAGGTGAAGGT
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGGGCGCCTGGTCACCA-3’
3’-CCTAAACCAGCATAACCCG-S’

Sekil 6. GAPDH mRNA’siin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin ¢cDNA dizisi
iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; M26434.1, gliceraldehite-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) gene, complete cds.]

Tablo 8. GAPDH Real-time PCR tepkime karisim

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0 - 5.8 ul
MgCI, (25 mM) 4 mM 1.2 pl
HPRT PrimerF (10 pmol/pl) 10 pmol 0.5 ul
HPRT PrimerR (10 pmol/pl) 10 pmol 0.5 ul
LC FastStart DNA SYBR Green I - 1 pl
karisimi
cDNA - 1l

Real-time PCR karisimi hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve
en son tizerine cDNA eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10 sn santrifiij
edildi. Daha sonra LC cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gerceklestirildi. COX-2, ALOX12, iNOS, ve GAPDH

i¢cin ayn1 PCR programi kullanilmigtir.
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COX-2, ALOX12, iNOS ve GAPDH Light-Cycler Deney Program

Program 1 - Ayrilma (Denatiirasyon)

Dongl 1

Analiz -

Hedef Sicakhk Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 95

Inkiibasyon Siiresi (s:dk:sn) 10.0

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2 — Primer Baglanmasi ve Uzama

Dongii 40

Analiz Cogalma

Hedef Sicakhk Kisim 1 Kisim 2 Kisim 3
Hedef Sicaklik (°C) 95 60 72
Inkiibasyon siiresi (s:dk:sn) 10 20 15
Sicaklik Degisim Hizi (°C/sn) 20.0 20.0 20

Program 3 - Erime Egrisi Analizi

Dongl 1

Analiz Melting analizi

Hedef Sicakhk Kisim 1 Kisim 2 Kisim 3
Hedef Sicaklik (°C) 95 60 98
Inkiibasyon siiresi (s:dk:sn) 0 20 0
Sicaklik Degisim Hizi (°C/sn) 20.0 20.0 0.2

Program 4 — Sogutma

Dongli 1
Analiz -
Hedef Sicakhklar Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon Siiresi (s:dk:sn) 30
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0
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Reaksiyon sonucu her bir bireye ait COX-2, ALOX12, iNOS ve GAPDH
genlerinin mRNA ifadelenme diizeyini gosteren threshold cycle (Ct) degerleri
belirlendi. COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ifadelenme diizeylert GAPDH

geninin ifadelenme diizeyi referans alinarak normalize edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada kolesteatom matriks dokusunda COX-2, ALOX12 ve iNOS
genlerinin ifadelenme seviyeleri arastirilmis ve sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Caligma kapsaminda 10 hastaya ait kolesteatom matriks
dokusu ile kontrol amagcli olarak ayni bireylerin dis kulak yolundan alinan saglikli
epitel doku kullanilmistir.

COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ifadelenmesinin Real-time PCR ile
6lgiimii i¢in Light Cycler™ cihazi kullanildi. COX-2, ALOX12 ve iNOS gen
ifadelenmesini normalize etmek i¢in hasta ve kontrol gruplarina ait her bir cDNA
0rnegi, GAPDH genine 6zgli primerler ile LC FastStart DNA SYBR Green I
karigimi kullanilarak calisildi. Relatif gen ifadelenmesinin istatistiksel sonuglar
REST programi kullanilarak “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl
esitligi asagida belirtilmistir (70).

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)
R=

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini ifade etmektedir. ACt degeri kontrol
ile hasta Orneklerinin Ct degerleri arasindaki farki gosterirken, R degeri ise
ifadelenme oranimi gostermektedir. Ct, tepkime sirasinda olusan floresans
1istmanin  esik degerini gectigi andaki siklus sayisini ifade eder. Ct degeri
tepkimenin baginda mevcut olan mRNA (cDNA) miktar ile ters orantilidir (71).

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi icin
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gerekli olan referans GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini gosteren

Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 7°de gosterilmistir.

TO-
65—
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85—
s0-
45—
40-
35-
20-
25-
20-

15-

Fluorescence (F1)

1.0-
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0o-
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0 2 4 B8 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2H 28 30 32 34 36 33 40 42 44 46 48 S0 52 54 A6

Cycle Number

Sekil 7. Hasta ve kontrol dokularinda GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini

gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi

COX-2 genine ait mRNA ifadelenmesini gosteren amplifikasyon egrisi

Sekil 8’da gosterilmistir.

13.0-
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3.0~

20-

10-

0.0~

1.0

Dongii Sayis1
Sekil 8. Hasta ve kontrol dokularinda COX-2 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini

gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi
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ALOX12 genine ait mRNA ifadelenmesini gosteren amplifikasyon egrisi

Sekil 9’da gosterilmistir.

Floresan (F1)
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Sekil 9. Hasta ve kontrol dokularinda ALOX12 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini

gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi

INOS genine ait mRNA ifadelenmesini gosteren amplifikasyon egrisi Sekil

10°de gosterilmistir.
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Sekil 10. Hasta ve kontrol dokularinda iNOS geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini

gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi
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Hastalara ait kolesteatom dokular1 ile saglikli epitel dokular1 (dis kulak
yolu epiteli) karsilastirildiginda COX-2, iNOS ve ALOX12 genlerinin ifadelenme

miktarlarinda artis oldugu bulunmustur (Sekil 11).

M Kolesteatom

H Kontrol

Relatif ifadelenme Diizeyi

Cox-2 NOS ALOX12

Sekil 11: Kolesteatom ve saghikh kontrol dokularindaki COX-2, iNOS ve ALOX12 genlerinin
goreceli mRNA ifadelenme seviyeleri. Genlerin kontrol dokusundaki ifadelenme diizeyi 1

birim kabul edilerek, kolesteatom dokusundaki degisimleri gosterilmistir.

Bu ii¢ genin ifadelenme miktarinda goézlenen degisiklikler istatistiksel
acidan degerlendirildiginde; kolesteatom dokularinda COX-2 geninin ifadelenme
miktarinda yaklasik 3 katlik artis oldugu ve bu artisin istatistiksel agidan anlamli
oldugu belirlenmistir (p = 0,007). Buna karsin iNOS geninin transkripsiyonundaki
2 katlik artisin, kolesteatom dokulart ile saglikli  kontrol dokular
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olmadig1 bulunmustur (p = 0,117).
Ayrica ALOX12 geninin ifadelenme miktarina bakildiginda kolesteatom dokular1
icin belirlenen yaklasik 1,5 katlik artmanin da istatistiksel agidan anlamli olmadigi

belirlenmistir (p = 0,144) (Tablo 9).
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Tablo 9: Kolesteatom ornekleri ve saghkh kontrol dokularinda arastirilan genlerin

ifadelenme seviyesine iliskin istatistiksel veri

Gen ifadelenme Standart Hata %95 Giiven Arahg: P degeri
GAPDH 1.000 0,536 - 1,963 0,345 - 3,764 1,000
COX-2 2,854 1,602 - 5,047 0,835 -9,165 0,007
iNOS 1,921 0,740 - 5,120 0,324 - 11,210 0,117
ALOX12 1,529 0,900 - 2,616 0,644 - 3,933 0,144
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5. TARTISMA

Kronik orta kulak iltihab1 (KOM) ile iliskili klinik tablolara baktigimizda
kolesteatom mevcudiyeti ile birlikte hastaligin ¢ok farkli bir seyir aldigim
gormekteyiz. Bu seyir hemen her zaman olumsuz ve zorlu olmaktadir.
Kolesteatom dokusuna bu koétii sohreti saglayan 6zelligi, yikic1 ve lokal invaziv
yapisidir. Her ne kadar bu 6zellik, makroskopik olarak temporal kemik ile iliskili
anatomik sinir ve komsuluklarda defekt olarak izlensede, salt kitlesel etkisi
disinda ona eslik eden kronik inflamasyon siirecinin de bu yikima ¢ok énemli bir
katkis1 vardir. Ancak kolesteatom dokusu i¢inde siire gelen kronik inflamasyonun
ultrastriiktiirel organizasyonunu anlamak i¢in hem hiicresel hem molekiiler hemde
genetik diizeyde neler olup bittigine detayli bir bakis atmak gerekir.

Kolesteatom mikro ¢evresinde siire gelen kronik inflamasyonda tetik
cekici yapi, orta kulak, antrum mastoideum ve mastoid havali hiicrelerde yerlesik
keratinize ¢ok katli yassi epitel dokusudur. Adi gecen anatomik bosluklar icin
patolojik olan bu doku, kronik inflamasyonun atesini yakan ¢ok ¢esitli sitokinler
ve mediatorler tretir. Bu sitokin ve mediator bombardimani altinda immiinolojik
olarak aktive olan T-hiicreleri ve makrofajlar, kolesteatom dokusunda birikmeye
baglar. Boylelikle kolesteatom merkezinde yani matriks dokusunda kronik
inflamasyon baglamis olur. Ayrica ayn1 anda siiperpoze olan bakteriyel enfeksiyon
ve hatta biofilm formasyonu kolesteatom dokusuna ek yikic1 karakterini
kazandirir (72). Hastaligin bu asamasinda kolesteatom dokusunda yer alan ve

inflamasyonda gorevli ¢ok ¢esitli sitokinlerin varligi gosterilmistir. Ornegin

53



interlokin-1, transforming growth factor-alpha (TGF-alpha), epidermal growth
factor (EGF) ve platelet derived growth factor (PDGF) bunlarin en belli basl
olanlandir (1).

Inflamasyonun baslamasimi ve gelisim basamaklarii katalizleyen kilit
enzimlerin hangi asamalarda nasil sentezlendigi ve inflamasyon i¢in tagidiklari
kritik 6nemden bahsetmistik. Ayrica kronik inflamasyonun sadece yaralanmalar
neticesinde gelisen doku hasarlarini onarim i¢in ortaya ¢ikan basit birer reaksiyon
dizisi olmadigindan, kanser basta olmak iizere kardiyolojik, pulmoner, metabolik
(diabetes mellitus vb.) ve norolojik bir¢ok kronik hastalik grubunda da 6nemli
roller tistlendiginden de bahsetmistik. Mesela i-NOS enzimini {ireten genin birgok
kanser tiirlinde normalden fazla ekspresse (overekspresyon) oldugunu gosteren
caligmalar bu diislincenin en 6nemli kanitlaridir. Basta over olmak lizere bag
boyun, 6zefagus, akciger, prostat, safra kesesi ve pankreas kaynakli kanserlerde i-
NOS gen overekspresyonu gdsterilmistir. Ote yandan bir diger kilit enzim olan
ALOX-12y1 sentezleten genle ilgili ¢aligmalarda gostermistir ki, bu enzim bagta
kolon olmak {iizere, prostat, mide ve cilt kanserlerinde de normalden fazla
sentezlenmektedir. Inflamasyon igin biiyiikk dneme sahip bu iki kilit enzimin bu
kadar ¢esitli kanser tiirlerinde artis goOsterdiginin saptanmasi, inflamasyonun
organizma yararina olan sonuglar1 yaninda tam olarak net ortaya konamayan —ki
calismamizda bu soruya 151k tutmayir amagliyoruz- belki bir ¢esit yan etkileride
mevcuttur. Fakat sunu rahatlikla belirtmek gerekir ki calismamiz genetik diizeyde
hatta m-RNA diizeyinde yapilan bir ¢alisma oldugu i¢in, en azinda bu iki enzimin

anlamsiz olan artig1 i-NOS ve ALOX-12’nin kolesteatom dokusunun geligiminde
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dogrudan bir rol oynamadigii gostermektedir. Calismamizin sagladigi bilgiler
15181nda, literatiirde kolesteatom dokusunda i-NOS seviyesinde artisin oldugunu
belirten ¢aligsmalar1 kontaminasyona baglamak yanlis olmayacaktir.

Kolesteatom dokusunu sadece temporal kemik igerisinde ki makroskopik
(kitlesel) yapisi ile degerlendirdigimiz zaman ona son ek olarak takilan —oma’nin
yanlis bir adlandirma olmadigr soylenebilir. Ancak bu kitlesel goriiniimiin
kolesteatoma karakteristik yapisin1 kazandiran yogun keratin birikimine bagh
oldugundan ve bunun da benign lezyonlarda goriilen hiicresel bir organizasyon
olmadigindan dolayi, kolesteatomun taniminin yapildig ilk dénemden bu yana
yanlis bir adlandirma olarak kullamildigim1 sdylemek hata olmayacaktir. Keratin
birikimine ¢esitli derecelerde keratinosit disregiilasyonu, hiperproliferasyon ve
diferansiyasyonda degisimler eslik etmektedir (1). Kolesteatom dokusundaki bu
hiperproliferasyon o6nemli genlerin overekspresyonu ve artmis inflamatuvar
sitokin ve bliylime faktorlerine baglanabilir (1). Ki-67 (bdliinen hiicrelerin
ekspresse ettigi ylizey antijeni),PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ve TM
(trombomodulin) gibi cogalan hiicrelerde tespit edilen markirlar kolesteatom
dokusunda da saptanmistir (1). Ancak bu proliferasyon hi¢ bir sekilde benign ya
da malign yeni olusumlardaki organizasyonla bir tutulamaz. Zaten hali hazirda
elimizdeki DNA (deoksi riboniikleik asit) bazli flow sitometrik g¢alismalarda
gosteriyor ki kolesteatom dokusunda neoplazilerdeki genetik instabilite yoktur
(73). COX-2’yi sentezleyen gen uyarilara erken cevap veren, bliylime faktorleri,
tiimdr promotorlari, onkogenler ve karsinogenlerle artmis ekspresyon gosterebilen

onemli inflamatuvar bir gendir (74). Normal dokularda 6l¢iillemeyecek diizeylerde
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iken, pro-inflamatuvar ve mitojenik uyarilar sonrasi, 6zellikle inflamasyon
alaninda ve bazi neoplastik gelisim stirecinde ekspresyonu ve diizeyi artmaktadir
(75, 76). Calismamizda saptanan kolesteatom dokusunda COX-2 diizeyinde ki
artis dokuda stiregelen inflamatuvar hadise ile aciklanamaz. Ciinkii bu bir
inflamatuvar yanit olsaydi, I-NOS ve ALOX-12 diizeylerinde de artis anlaml
boyutlarda olurdu. Dolayisiyla bu noktada, COX-2’nin onkogenler,
tiimorsiipressor genler ve diger biiyiime faktorleri ile olan iligkisini anlamak,
COX-2 ile kolesteatom arasindaki baglantiyr ortaya koymak adina faydali
olacaktir.

COX-2 geni basta ras ve scr gibi onkogenler disinda, IL-1, hipoksi, EGF,
transforming growth factor-beta ve tumor necrosis factor (TNF) tarafindan
uyarilirken; deksametazon, antioksidanlar ve p53 tarafindan siiprese edilir. COX-2
uyarilinca, miktarinda artigla birlikte prostaglandin-E2 sentezini arttirir. PG-E2 ise
apopitozu inhibe eden ve IL-6 miktarmi arttiran bcl-2’yi stimiile eder (77). Bu da
gosteriyor ki COX-2 ile apopitoz arasinda muhtemelen bcl-2 ve p53 araciliiyla
ters bir iligki mevcut (78, 79). Ciinkii vahsi tip p53, COX-2 transkripsiyonunu
engellerken, mutant formunu barindiran kanser tiplerinde artmis COX-2 diizeyleri
dikkati ¢gekmektedir (78). Diger yandan COX-2 ile bcl-2 arasinda dogru bir iligki
mevcuttur. COX-2 diizeylerinde ki artis bcl-2 miktarin1  arttirnyor  gibi
goriinmektedir (79). Ayrica EGF’nin kendisi ve EGFR sinyal iletim yollarinda
geligen regiilasyon hatalart COX-2 diizeylerinde artisa neden olmaktadir (76).
EGFR/Ras yolunda olusan aktivasyon oOzellikle bas boyun yassi hiicreli

kanserlerinde COX-2 overekspresyonu ile sonuglanmaktadir. Larenks yassi
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hiicreli kanser tanis1 alan 39 hastanin patolojik dokularina uygulanan spesifik
COX-2 boyasi ile kanser dokusunda artmis COX-2 diizeyi gosterilmistir. Bayazit
ve arkadaglarinin yaptig1r bu calisma da kanserli dokunun c¢evresinde yerlesik
normal larengeal doku kontrol olarak kullanilmis ve ayn1 sekilde spesifik COX-2
boyasi ile boyanmistir. Ancak COX-2 seviyesindeki artis sadece kanserli dokuda
saptanmistir. Boylelikle literatiire “COX-2 nin malign olaylarda gdstermis oldugu
artis1 isaret eden diger bir ¢ok calisma gibi” onemli bir katki saglanmistir (74).
Daha o6ncede belirttigimiz gibi, literatiire baktiimiz zaman COX-2 nin artmis
diizeylerde saptandig1 bircok kanser tiirii ile karsilasmaktayiz. Basta kolorektal
olmak {lizere, pankreas ve serviks kanserlerinde COX-2’nin artmis diizeyleri
saptanmigtir (80). Bu molekiiliin (COX-2) karsinogenez ile iliskisini saglayan en
onemli 6zelligi molekiiliin mitogenezi basta olmak iizere hiicresel adezyonu,
apopitozu ve anjiogenezi etkileme kapasitesidir (51,81,82,83).

Calismamizda saptanan ve salt inflamatuvar mikrogevre ile agiklanamayan
COX-2 overekspresyonu muhtemelen onkogen ve tiimor siipressor genler ile
iliskili gibi goériinmektedir. Tiim bu molekiiler ve genetik gostergelere ek olarak
kolesteatom dokusun 6zellikle yikict ve lokal invaziv yapisi ile alakali bir diger
molekiille sergiledigi yakin iliskiden bahsetmek yerinde olacaktir. Ozellikle son
yillarda kanser metastaz1 ile iliskili tutulan matriks metallo proteinazlarin
kolesteatom dokusunda artmis diizeylerde oldugu bir gercektir. Bir diger 6nemli
noktada COX-2 seviyesinde artisin bazi malign tiimorlerde artmis MMP

seviyelerine dolayisiyla da artmis metastaz kapasitesine sebep oldugunun
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bilinmesidir (84,85). Dolayisiyla kolesteatomun yikict ve invaziv yapisi

bilinyesinde gostermis oldugu COX-2 over ekspresyonuna baglanabilir.
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6. SONUC

Normal dis kulak yolu epiteli ve kolesteatom dokusu molekiiler diizeyde
farkli davraniglar sergilemektedir. Kolesteatom dokusunda COX-2 m RNA
seviyesi kontrol dokusuna gore anlamli artis gostermektedir. COX-2 geninin
inflamasyon disinda 6zellikle benign ve malign neoplazilerle olan yakin iligkisi
pek cok arastirma ile de saptanmistir. COX-2 gen over ekspresyonu kolesteatom
patogenezinde rol oynuyor gibi goriinmektedir. Kolesteatom dokusunun genetik
ve molekiiler diizeyde sergiledigi karmasik yapi; onu, basit inflamatuvar ve
infeksiyoz hastalik zeminden ¢ikartip, bazi benign ya da malign neoplazilerle ayni
davraniglarin sergilendigi daha kompleks bir boyuta tasiyor goériinmektedir. Ancak
calismamizin yorumu kolesteatomu neoplazi boyutuna tasimak seklinde degil,
COX-2 genindeki over ekspreyon ile yikict ve mortal yapisimin iliski i¢inde

oldugunu gostermek seklinde olmalidir.
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OZET

Amag: Uc ana inflamatuar gen COX-II (silooksijenaz-1I), ALOX-12 (arasidonat
lipooksijenaz-12) ve i-NOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz) gen diizeylerinin
kolesteatom dokusundaki kantitatif ekspresyon miktarinin transkripsiyonel
seviyede Ol¢limii.

Metod: Caligmaya primer akkiz kolesteatom tanili 10 hasta dahil edildi.
Operasyon sirasinda kolesteatom matriksinden ve kontrol dokusu olarakta dis
kulak yolu derisinden 6rnekler elde edildi. Dokulardaki gen oranlari real time
quantitative polimerase chain reaction (RT-PCR) teknigi kullamilarak
degerlendirildi. Ilk olarak kolesteatom matriks dokusu ve dis kulak yolu
derisinden total RNA izole edildi. Daha sonra reverse transcriptase-PCR
yontemiyle komplementer DNA elde edildi. Elde edilen ekspresyon oranlari ana
housekeepin gen olan gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenaz ile karsilartirildi.
Sonuglar: Kolesteatom matriks dokusu ile dis kulak yolu derisi
karsilastirildiginda, COX-II m RNA seviyesinde anlanli artis saptanmasina
ragmen (p = 0.038), i-NOS ve ALOX-12 gen seviyelerindeki artis anlamli degildi
(p > 0.05).

Tartisma: COX-II m RNA ekspresyon seviyesindeki anlamli artig, kolesteatom
matriks dokusu ve dis kulak yolu derisinin molekiiler seviyede farkli biyolojik
karakterlere sahip oldugunu ve COX-II nin kolesteatom patogenezinde rol
aldigin1 gostermektedir. Bu artis bazi benign ve malign neoplazilerdeki bulgularla

benzerlik gostermektedir. Ancak bu bulgular tek basina kolesteatomun neoplazi
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oldugunu séylemeye yetmez. ALOX-12 ve i-NOS seviyelerinde gbzlenen anlamli
olmayan artis, bu genlerin kolesteatom patogenezi ile iligkisinin olmadigini
gostermektedir. Ayrica bu genlerin diger calismalarla gosterilebilecek olan

artislari, kolesteatoma eslik eden inflamasyona baglanabilir.

Anahtar kelimeler: Kolesteatom, COX-II, iNOS, LOX-12
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SUMMARY

Objective: To asses expression of three main inflammatory genes, COX-II,
ALOX-12 and 1-NOS, quantitatively at transcriptional level in cholesteatoma
tissue.

Methods: Ten patients with cholesteatoma were included in this study. During
operation, tissue samples obtained from cholesteatoma matrix and external ear
canal skin (control tissue), and expression of the genes, COX-II, i-NOS and LOX-
12, were assessed using real time quantitative polimerase chain reaction (RT-
PCR) technique. Initialy, total RNA was isolated from cholesteatoma tissue and
external ear canal skin, and then complementary DNA was yielded by using
reverse transcriptase-PCR method. Expression levels were compared with the
main housekeeping gene, gliceraldehite-3-phosphate dehydrogenase.

Results: The COX2 mRNA levels were significantly higher in cholesteatoma
matrix compared to control skin samples (p = 0.038) whereas there was no
statistically significant difference in the expression of iNOS and LOX12 mRNA
levels (p > 0.05).

Conclusion: There is a significant overexpression of the mRNA of COX-II in
cholesteatoma, which indicates a difference between the normal skin and
cholesteatoma matrix at molecular level. That is, COX-II gene overexpression
seems asscociated with pathogenesis of cholesteatoma. That molecular change is
similar to the molecular abnormalities observed in some benign and malignant

neoplastic diseases. However, with the findings of this study, it is not possible to
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speculate that cholesteatoma is a sort of neoplastic process. Absence of an
increase in the gene expressions of LOX-12 and i-NOS indicates that these
enzymes are not related to occurence of cholesteatoma, and any detection of these
enzymes in cholesteatoma cases in the other studies is attributable to coexisting

inflammation secondary to the ear disease.

Key words: Cholesteatoma, COX-II, iNOS, LOX-12
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