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Edinilmis kolesteatomda Langerhans hiicrelerinin yeri:

Ileriye yonelik kontrolli kor klinik calisma

M.V. Akdogan, I. Yilmaz, T. Canbolat, L.N. Ozlioglu

Ozet

Amag: Langerhans hicrelerinin orta kulak kolesteatom pato-
genezinde nasil bir rol oynadigini, kolesteatomlu kulagin klinik
ozellikleri ile iliskisini, bir hticre cogalmasi belirleyicisi olan Ki-
67 ile ve apoptozis mekanizmasi ile olan iliskilerini arastirmak.

Yéntem: Klinigimizde 2007-2008 yillarinda edinilmis koleste-
atomlu kronik otit tanisiyla ameliyat edilen 33 hasta calismaya
alindi. Klinik ve patolojik 6zellikler karsilastirildi. Klinik olarak
hastalik suresi, isitme durumu, bilgisayarli tomografi (BT) ve
ameliyat bulgulari not edildi. Patolojide, hastalarin klinik du-
rumlarindan haberdar olmadan, Langerhans hucrelerinin ko-
lesteatomdaki ve dis kulak yolu cildindeki dagilimi hesaplandi,
hucre cogalmasi icin Ki-67 ve apoptozis icin APO 2.7 boyalari
yapildi, epitel kalinligi ve inflamasyon yogunlugu saptandi. Ve-
rilerin istatistik degerlendirmesinde Levene testi, ki-kare testi,
Student T-test, Mann-Whitney U testleri kullanildi; p<.05 an-
lamli kabul edildi.

Bulgular: Calismaya alinan 20'si erkek, 13’0 kadin 33 hastanin
yas ortalamasi 36+16 yil (aralik 7-62) idi. Hastalik stresi 12+10
yil (aralik 1-35), ortalama saf ses ortalamasi 56+18 dB (aralik 8-
90) ve ortalama hava kemik araligi 32+12 dB (aralik 10-54) idi.
BT'de 28 (%85) olguda mastoid kemikle sinirli hastalik varken 5
(%15) olguda temporal kemik disina cikmis hastalik vardi. Yiiz-
de 33 (n=11) hastada tum kemikgikler yikilmisken, %30 hasta-
da (n=10) malleus ve inkus yikilmisti. Yedi olguda (%21) kapali
teknik, 26 (%79) olguda acik teknik kullanildi. Ameliyat
sirasinda 7 olguda (%21) fasiyal kanalin, 6 olguda (% 18) lateral
semisirkUler kanalin acikta oldugu; 8 olguda (%24) tegmen
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mastoideumda eksiklik oldugu; 18 olguda (%55) skutumun ye-
nik oldugu goraldu. Patolojik incelemeye goére Langerhans hiic-
relerinin kolesteatom epitelinde (ortalama 25+9 hiicre/saha) dis
kulak yoluna gore (ortalama 8«5 hucre/saha) daha yogun top-
landigi (p<0.001), Ki-67 indeksinin kolesteatom epitelinde (orta-
lama 39+15'e karsi 13+9) daha yuksek oldugu (p<0.001), apop-
tozisin kolesteatom epitelinde (ortalama 45+14'e karsi 18+11)
daha belirgin oldugu (p<0.001) saptandi. Klinik ve patolojik bul-
gular arasindaki tek anlamli iliski acik teknik yapilan olgularda
Ki-67 indeksi (p=0.018) ve apoptozis yogunlugunun (p=0.037)
kapali teknik kullanilanlara gére daha yiiksek olmasi idi.

Sonug: Bu calisma ile konagin orta kulak kolesteatomlarina
karsl yogun Langerhans hucre infiltrasyonu ile yanit verdigi, bu
yanitin kemik yikiminin dolayli géstergeleri olan Ki-67 ve Apo-
tac boyamalari ile desteklendigi bulunmustur. Hicre cogalmasi
ve programli hticre 6lumUntn daha yogun oldugu olgulardaki
tedavi secenegimiz olan acik teknigin isabetli bir secim oldugu
goralda.
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Giris

Orta kulak kolesteatomu keratinize epitelin kulak
zarinin medialinde bulunmasidir. Birincil edinilmis
kolesteatoma olusumunda 4 ayri mekanizmadan
bahsedilir: 1) orta kulak mukozasinin yasst epitele
metaplazisi, 2) bazal keratinositlerin bazal laminay1
gecerek kulak zarinin lamina propriast icine dogru

goc¢ etmeleri, 3) kulak zarindaki bir delik yoluyla epi-
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telin iceriye dogru buytmesi, 4) kulak zarinin pars
flaksida bolgesinin retraksiyonu (invagination).'?

Edinilmis kolesteatoma patogenezinde en cok
kabul goren teori invajinasyondur. Retraksiyon ce-
binin kendini temizleyememesi ve keratin debrisle-
rin birikimi bakteri iremesine, olaya eklenen stipe-
renfeksiyonlar kronik enfeksiyona ve epitel cogal-
masina yol acmaktadir. Bu ise Langerhans hiicre tu-
tulumu, T-lenfositler ve etkin makrofajlar gibi farkl
bagisik yanitlarla sitokin dizeylerini artirmaktadir.
Artan sitokinlerin aracilik ettigi enflamasyon, hiicre
cogalmast ve kemik yikimi ile mikro cevrede buyu-
me tesvik edilmektedir.

Langerhans hiicreleri cogunlukla epidermiste lo-
kalize dentritik hticrelerdir. Langerhans hiicrelerinin
kiitan6z savunma sistemindeki rolt antijen sunucu
hticre olarak rol oynamalarindan kaynaklanir.* Ko-
lesteatoma epitelindeki Langerhans hiicrelerinin de
benzer sekilde etyopatogenezde antijen sunucu hiic-
reler olarak rol oynamast beklenmektedir. Langer-
hans hicre infiltrasyonunun cesitli kanserlerde
prognostik acidan anlamlt oldugu gosterilmistir. Ay-
nt zamanda bu calismalarda artan infiltrasyonun da-
ha iyi prognozu gosterdigi tespit edilmistir.”

Hiicre ¢cogalmast yoniinde yapilan calismalarda
Ki-67 ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis
hiicrelerin cogalma gostergesini (proliferation in-
deks) belirlemede en 6nde gelen yontemlerden bi-
risi oldugu tespit edilmistir.®

Apoptozis ile ilgili yapilan calismalarda kolestea-
tom patogenezinde 6nemli rol oynadigi, keratin
debrislerin farklilasma ve birikiminin bir parcasi ol-
dugu bildirilmistir. Kolesteatom epitelinde apopto-
zisin mekanizmasini ve apoptozis kapasitesini bil-
mek, bu sik gorilen kulak hastaliginin 6zgtil davra-
nislarint aciklamada, hastaligin saldirganlig: hakkin-
da bilgi sahibi olmada ve tekrar etme egiliminin tes-
pit etmede 6nemli bilgilere 1sik tutabilir.?®

Bu calismada amac Langerhans hiicrelerinin orta
kulak kolesteatom patogenezinde nasil bir rol oyna-

digini, kolesteatomlu kulagin klinik ¢zellikleri ile
iliskisini, bir hiicre cogalmast belirleyicisi olan Ki-67
ile ve apoptozis mekanizmast ile olan iliskilerini
arastirmaketir.

Gerec¢ ve Yontem

Klinigimizde 2007-2008 yillarinda edinilmis ko-
lesteatomlu kronik otit tanisiyla ameliyat edilen 33
hasta calismaya dahil edildi, klinik ve patolojik 6zel-
likler karsilastirildi.

Klinik olarak hastalik stiresi, isitme durumu, bilgi-
sayarli tomografide (BT) yayginlik ve ameliyat bul-
gulart not edildi.

Ameliyat edilen hastalardan rutin cerrahi islem si-
rasinda alinan kolesteatom ve dis kulak yolu cildi
(=kontrol gurubu) biyopsi 6rnekleri patoloji boli-
mune %41tk formaldehit solisyonunda gonderildi.
Hematoksilen eozin boyama islemi yapilan kesitler
stk mikroskobu altinda degerlendirilerek immun-
histokimyasal boyama icin parafin bloklara alindi ve
her doku blogundan 5 mikrometre kalinliginda seri
kesitler elde edildi. Bu kesitler Langerhans hicre
varligint belirlemek icin biotin-streptavidin komp-
leks sistemi ile (ACE+ Substrat chromogene Ready
to Use, K3469, DAKO, Danimarka), CD1a (NeoMar-
kers, MS.1856, R7) icin Detect Super Stain System
HRP kiti (Labs Inc. IDST 1007) kullanilarak isaretlen-
di. Uygun buytitme altinda (x40) en ¢ok boyanan 3
alandaki 100 hiicrede CD1a ile boyanan Langerhans
hiicre sayisi belirlendi. Boylece hastalarin klinik du-
rumlarindan haberdar olmadan, Langerhans hiicre-
lerinin kolesteatomdaki ve dis kulak yolu cildindeki
dagilimi hesaplandi.

Ki-67 ekspresyonunu belirlemek icin parafin
bloklara alinmis olan kesitler ‘poly-l-lysine’li lamlara
alindi. Ki-67 (SP6) (Neomarker, ABD) icin, monoklo-
nal tavsan antikoru ile isaretlenerek Langerhans
hiicrelerinde oldugu gibi x40 buyttme altinda en
¢cok boyanan 3 alandaki 100 htcrede Ki-67 ile boya-
nan hiicre sayist belirlendi.
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Apoptozisin tespitinde TUNEL yontemi kullanil-
dr. Bu degerlendirme icin ApopTag insutu degerlen-
dirme kiti (§7101; Intergen, Purchase, NY, ABD) kul-
lanild1. Uygun buytitme (x40) altinda en ¢ok boya-
nan 3 alandaki 100 hiicrede apoptotik hiicre oranla-
r1 tespit edildi.

Immiinhistokimyasal analizlerin yani sira koleste-
atomun epitel kalinligi ve kolesteatomdaki inflamas-
yon yogunlugu saptandi.

Verilerin istatistik degerlendirmesinde Levene
testi, Student T-test, Mann-Whitney U testleri kulla-
nildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya alinan 20’si erkek, 13t kadin 33 hasta-
nin yas ortalamasi 36+16 yil (aralik 7-62) idi. Hastalik
suresi 12+10 yil (aralik 1-35), ortalama saf ses ortala-
mast 56£18 dB (aralik 8-90) ve ortalama hava kemik
araligi 32412 dB (aralik 10-54) idi. BT’de 28 (%85) ol-
guda mastoid kemikle sinirlt hastalik varken 5 (%15)
olguda temporal kemik disina ¢ikmis hastalik vardt.
Yizde 33 (n=11) hastada tim kemikcikler yikilmis-
ken, %30 hastada (n=10) malleus ve inkus yikilmisti.
Yedi olguda (%21) kapali teknik, 26 (%79) olguda
acik teknik kullanildi. Ameliyat sirasinda 7 olguda
(%21) fasiyal kanalin, 6 olguda (%18) lateral semisir-
kiler kanalin acikta oldugu; 8 olguda (%24) tegmen
mastoideumda eksiklik oldugu; 18 olguda (%55)
skutumun yenik oldugu gorildi. Patolojik incele-
meye gore Langerhans hucrelerinin kolesteatom
epitelinde (ortalama 25£9 hiicre/saha) dis kulak yo-
luna gore (ortalama 8%5 hicre/saha) daha yogun
toplandigi (p<0.001), Ki-67 indeksinin kolesteatom
epitelinde (ortalama 39+15’e karst 1319) daha yiik-
sek oldugu (p<0.001), apoptozisin kolesteatom epi-
telinde (ortalama 45x14’e karst 18+11) daha belirgin
oldugu (p<0.001) saptandt. Klinik ve patolojik bul-
gular arasindaki tek anlamli iliski acik teknik yapilan
olgularda Ki-67 indeksi (p=0.018) ve apoptozis yo-

gunlugunun (p=0.037) kapali teknik kullanilanlara
gore daha yiksek olmast idi.

Tartisma

Kolesteatom orta kulagin histopatolojik olarak
benign, klinik olarak agresif ve invazif potansiyeli
olan bir hastaligidir. Orta ve i¢ kulak yapilarini des-
tritkte ederek isitme azligi, vestibtler disfonksiyon,
fasiyal paralizi ve 6lumcul intrakranial komplikas-
yonlara neden olabilir."

Daha o6nceki calismalarda kolesteatom patogenez
Uc¢ ana baslik temelinde arastirilmistir: a) hiicre farkli-
lasmasi, b) hiicre cogalmasi, ¢) apoptozis mekanizma-
lar1.> Son 10 yilda kulak kolesteatom patogenezi tize-
rine yapilan calismalara bakildiginda, siireci neoplas-
tik olusumlara benzetme ve patogenezi de bu yonde
sekillendirme cabalarinin artmis oldugu gorilmekte-
dir. Bu calismanin konusu, bazi bas-boyun kanserle-
rinde prognostik 6nemi kanitlanmis olan Langerhans
hiicre infiltrasyonunun, orta kulak kolesteatomlari-
nin olusum strecinde roli olup olmadigint arastir-
maktir. Bunu yaparken gecerliligi kanitlanmis klinik
ve patolojik degiskenlerden yararlanilmustir.

Langerhans hiuicreleri kolesteatom epitelinde var-
lig1 bilinen huicrelerdir. Gantz* yaptigi calismada nor-
mal timpanik membranda, dis kulak yolu epitelinde
ve kolesteatom matriksinde Langerhans hiicrelerinin
morfolojilerini birbiri ile karsilastirmistir. Kolestea-
tom matriksinde hem dis kulak yolu cildine hem de
kulak zarina gore daha fazla Langerhans hiicresi tes-
pit etmistir. Bu calismada, normal kulak zar1 epitelin-
de elde edilen diisik miktardaki Langerhans hiicre
sayilarinin, kulak zarinin migratuar 6zelliginden kay-
naklanabilecegi yorumu yapilmistir. Kolesteatom
epitelinde gozlenen, normal dokuya gore daha yo-
gun olan Langerhans hiicre toplulugu ise kronik inf-
lamatuar siirecin bir sonucu olarak yorumlanmustir.
Avyrica bu huicrelerdeki artmis sitoplazmik grantller,
artmis sekretuar ozelliklere de isaret etmektedir ve
bu durum deride gorilen kontakt asiri duyarlilik re-
aksiyonlart ile benzerdir.*? Bizim yaptigimiz calisma-
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da da Langerhans hiicre sayilari koleteatom epitelin-
de kontrol gurubuna (dis kulak yol cildi) gore istatis-
tiksel olarak daha yiiksek bulunmustur.

Huisman ve ark.” kolesteatom ve normal deride
hiicre cogalmast ve dongtisti ile apoptozis arasinda
farklilik olup olmadigini incelemislerdir. Koleste-
atomdan ve kontrol gurubundan (retroaurikuler de-
ri dokusu) alinan 6rnekler Ki-67, p53, p21 ve aktif
kaspaz 3 duzeyleri acisindan karsilastirilmistir. Ko-
lesteatom Orneklerinde Ki-67 (+) hiicrelerin orani
retroaurikiiler deri 6rneklerine gore anlamli olarak
daha yuksek bulunmustur.”® Calismamizda da ben-
zer sonuc elde edilmis, kolesteatomdaki Ki-67 belir-
teci dis kulak yolu cildine gore istatistiksel anlamli
olarak ytksek bulunmustur.

Apoptozisin kolesteatom patogenezinde dnemli
bir yeri oldugu; keratin debrislerin farklilasmast, bi-
rikimi ve sonucta kolesteatomun genislemesinde
rol oynadigi Olszewska ve ark. tarafindan ortaya
konmustur. Kolesteatom epitelindeki APO2.7 (+)
hiicre oraninin normal deri ile karsilastirildiginda is-
tatistik olarak anlamli derecede ytiksek oldugu gos-
terilmistir.! Huisman ve ark. ise apoptozis oranini
tespit etmekte kullanilan kaspaz 3 aktivitesi ve TU-
NEL metodunda tespit edilen pozitif hiicre sayilarini
diistik bulmuslar, kolesteatom 6rneklerinde apopto-
zis oraninda bir artis olmadigint ileri stiirmuislerdir."
Calismamizdaki apoptotik hiicre oranlart Olszewska
ve ark’nin sonuclart ile benzer olup, kolesteatom
epitelinde istatistik anlamlilikta yiksek saptanmuistir.

Sonuc olarak bu calisma ile konagin orta kulak ko-
lesteatomlarina karst yogun Langerhans hiicre infil-
trasyonu ile yanit verdigi, bu yanitin kemik ytkiminin
dolayli gostergeleri kabul edebilecegimiz Ki-67 ve

Apotac boyamalart ile desteklendigi bulunmustur.
Hiicre cogalmasi ve programlt hiicre 6limiiniin daha
yogun oldugu olgulardaki tedavi secenegimiz olan
acik teknigin isabetli bir secim oldugu gorulmustir.
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