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Tekrarlayan kolesteatomlu olgularda
Ki-67 ekspresyonunun degerlendirilmesi

Evaluation of Ki-67 expression in recurrent cases of cholesteatoma
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Amagc: Kolesteatom tedavisinde uygun cerrahi tekniklere
ragmen nlks izlenmesi giinimuzde hala bir sorundur. Bu
calismada, tekrarlayan kolesteatomlarda Ki-67 ekspres-
yonunun dizeyi arastirildi.

Hastalar ve Yontemler: Calismaya, otitis media nede-
niyle ameliyat edilen 32 hasta (18 erkek, 14 kadin; ort
yas 34; dagilim 12-63) alindi. Olgularin 19’u kolesteato-
mlu, sekizi tekrarlayan kolesteatomlu kronik otitis media
nedeniyle ameliyat edildi. Kronik otitis media nedeniyle
timpanoplasti yapilan bes hasta ise kontrol grubu olarak
ayrildi. Kolesteatomlu hastalarin hepsine radikal masto-
idektomi yapildi. Ameliyat sirasinda kolesteatom doku-
sundan alinan pargalar immunohistokimyasal boyama
islemi icin hazirlandi. Kontrol grubunda retroaurikiler
deri 6rnekleri kullanildi. Ki-67 belirteci kullanilarak, ko-
lesteatomlu iki hasta grubu karsilastirildi.

Bulgular: Kontrol grubuna goére, kolesteatomlu her iki
grupta hicresel proliferasyonda artis saptandi. Ki-67 bo-
yanma yUzdeleri acisindan, kolesteatomlu iki grup ara-
sinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05). Kolesteatomlu
grupta Ki-67 degerleri kontrol grubuna gére anlamli da-
zeyde yulksek bulunurken (p<0.05), bu anlamh farklilk
tekrarlayan kolesteatomlu grup ile kontrol grubu arasinda
ileri derecedeydi (p<0.01).

Sonuglar: Bulgularimiz, tekrarlayan kolesteatomda
proliferasyon artigi belirgin olmasina ragmen, koleste-
atom tedavi basarisizliginin daha ¢ok cerrahi teknige,
enfeksiyon varligina ve kolesteatom tipine bagl olabi-
lecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Sézctuikler: Kolesteatom, orta kulak; Ki-67 antijeni;
immunohistokimya.

Objectives: Recurrences are still a challenge despite
appropriate techniques in cholesteatoma surgery. This
study was designed to evaluate the level of Ki-67 expres-
sion in recurrent cases of cholesteatoma.

Patients and Methods: The study included 32 patients
(18 males, 14 females; mean age 34 years; range 12 to 63
years) who underwent surgery for otitis media. Of these,
19 patients had cholesteatoma, and eight patients had
recurrent cholesteatoma. Five patients who underwent
tympanoplasty for chronic otitis media comprised the con-
trol group. All the patients with cholesteatoma underwent
radical mastoidectomy. At surgery, tissue samples of
cholesteatoma were taken and prepared for immunohisto-
chemical staining. In controls, retroauricular skin samples
were used. The two patient groups with cholesteatoma
were compared with respect to Ki-67 expression.

Results: Increased cellular proliferation was detected
in both groups of cholesteatoma. No significant differ-
ence was found between two cholesteatoma groups
with respect to Ki-67 staining (p>0.05). Compared to
the controls, patients with cholesteatoma and those
with recurrent cholesteatoma had significantly higher
levels of Ki-67 staining (p<0.05 and p<0.01, respec-
tively).

Conclusion: Our results suggest that, despite a higher
degree of proliferation in recurrent cholesteatoma cases,
treatment failures may be mainly associated with the sur-
gical technique, accompanying infections, and the type of
cholesteatoma.

Key Words: Cholesteatoma middle ear; Ki-67 antigen;
immunohistochemistry.
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Tekrarlayan kolesteatomlu olgularda Ki-67 ekspresyonunun degerlendirilmesi

Kolesteatom, temporal kemikte sik olarak rast-
lanan orta kulak hastaligidir. Kolesteatom epiteli,
keratinosit disregiilasyonu ile karakterize olup, asir1
biiyiime gostermesi sonucunda orta kulak mukoza-
sinda harabiyetle sonuglanan bir patolojidir. Histo-
patolojik olarak benign olmasina ragmen, klinik ola-
rak destriiktiftir. Orta kulak kolesteatomunun pato-
genezinde, epitelyal hiicre migrasyonu, proliferas-
yonu ve diferansiasyonu rol oynamaktadir."

Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde goriilen bir c¢ekirdek
proteinidir. Esas olarak Gy, S, M ve G, fazinda gorii-
lir. Gy fazinda yoktur. Hiicre proliferasyonunun
morfolojik 6zelliklerini iyi bir sekilde gosteren pro-
tein olup, mitotik indeks ve tiimor derecelendirme-
sinde siklikla kullanilir.”

Ki-67 proteini ilk defa Gerdes ve ark.” tarafin-
dan, kobay1 Hodgkin lenfoma hiicreleri ile immii-
nize etmeleri sonucu, 1983 yilinda tarif edilmistir.
Bu protein ¢ogalan biitiin hiicrelerde izlenmistir.
Incelenen hiicrelerde cogalma gosteren boliimii
arastirmada kullanilan 6nemli bir belirte¢ haline
gelmistir.

Insan Ki-67 proteinine karst antikorlarin mikro-
enjeksiyonu sonrasinda hiicre boliinmesinde azalma
oldugu goriilmiis, bu bulguya gore Ki-67'nin hiicre
proliferasyonunda 6nemli rol oynadiglr sonucuna
varilmigtir.”

Kolesteatom cerrahi olarak tedavi edilmesine
ragmen, tekrarlama ozelli§i gostermesi nedeniyle
klinik agidan giiniimiizde hala bir sorundur. Konuy-
la ilgili yapilan ¢alismalarda gesitli immiinolojik pa-
rametrelere bakilarak kolesteatom biyomekanigi
hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmustr.

Calismamizda, kolesteatomlu otitis media nede-
niyle ameliyat edilen hastalardan ameliyat 6ncesin-
de alinan kolesteatom 6rneklerinde mitotik aktivite
aragtirilarak, Ki-67 belirteci agisindan niiks gelisen
ve gelismeyen olgular karsilagtirildi.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismaya, Ocak 2000-Ocak 2004 tarihleri arasin-
da otitis media nedeniyle ameliyat edilen 32 hasta
(18 erkek, 14 kadin; ort yas 34; dagilim 12-63) alind1.

Olgularin 19"u kolesteatomlu, sekizi tekrarlayan
kolesteatomlu kronik otitis media nedeniyle ameli-
yat edildi. Kronik otitis media nedeniyle timpanop-
lasti yapilan bes hasta ise kontrol grubu olarak ay-
rildr

66

Kolesteatomlu hastalarda siniis timpani, epitim-
panum, fasiyal reses ve antrum tutulumu vardi
Tim olgulara radikal mastoidektomi yapildi. Yass1
epitelin yerlestigi tiim mastoid hiicreler, epitimpan-
um, siniis timpani temizlendi; stapesin intakt ve
fonksiyonel oldugu 14 olgu disinda tiim kemikgik-
lerde harabiyet ve nekroz varda.

Ameliyatlar ayni cerrahi ekip tarafindan yapildi ve
takip edildi. Attikte sinurli olgular ve kapali teknik uy-
gulanan veya bagka hastanelerde yapilan ameliyattan
sonra niiks gelisen hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

Hastalar ameliyat sonras1 7, 10, 15. gtinler, 1. ay,
ve 3. aydaki kontrollerden sonra alt1 aylik araliklar-
la takip edildi.

Ameliyat sirasinda kolesteatom dokusundan
parcalar alinip formolle fikse edilerek patoloji bolii-
miine gonderildi. Kontrol grubu olarak timpanop-
lasti ameliyat1 olan hastalardan retroaurikiiler deri
ornekleri alindi.

Immiinhistokimyasal boyama

Calismaya alinan olgularda Ki-67 ekspresyonunu
belirlemek amaciyla, parafin bloklardan 5 mikromet-
re kalinliginda hazirlanan kesitler ‘Poly- L-Lysine’li
lamlara alindi. Ki-67 (SP6) (Neomarkers, ABD) icin,
kullanima hazir tavsan monoklonal antikoru ile im-
miinohistokimyasal boyama islemi uygulandi.

Ettivde biitiin gece 37 derecede birakilan kesitler,
ertesi giin 60 derecede 60 dakika bekletildi. Depara-
finizasyon amaciyla kesitler {lic kez, beser dakika
ksilende ve iki kez, onar dakika absolii alkolde bek-
letildi. Rehidratasyon icin bir dakika distile suda
bekletildi. Distile su ile 1/10 oraninda sulandirilan
antijen retrieval soliisyonu (sitrat buffer), 6nce mik-
rodalgada 750 watt'ta iki dakika, sonra 350 watt’ta
30 saniye bekletildi. Daha sonra 15 dakika boyunca
beser saniye aralarla 160 watt’ta 30 saniye bekletildi.
Mikrodalgadan c¢ikarilan kesitler oda sicakliginda
yirmi dakika tutulduktan sonra distile su ile yikan-
di. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek
icin, %3'liik hidrojen peroksit ile 20 dakika inkiibe
edildi.

Kesitler distile su ile iki kez birer dakika yikan-
di1. Ki-67 monoklonal antikoru ile oda sicakliginda
90 dakika inkiibe edildi. PBS (phosphate-buffered
saline) ile {i¢ kez beser dakika yikandiktan sonra,
HRP AEC yontemi ile rutin boyama islemi tamam-
landi.
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TABLO I
GRUPLARIN Ki-67 BOYANMA ORANLARINA GORE
KARSILASTIRILMASI
Ki-67 boyanma ytizdeleri
Gruplar Medyan Ort+SS
Normal kolesteatom (1) 17.98 19.71+13.20
Tekrarlayan kolesteatom (2) 11.89 24.64+21.41
Kontrol grubu (3) 4.30 4.67+1.30

Grup 1 ve 2 igin p= 0.735; grup 1 ve 3 icin p=0.011; grup 2 ve 3 i¢in p=0.007.

Immiinhistokimyasal degerlendirme

Ki-67 boyanma paterni degerlendirilirken, Bujia
ve ark.nin” yontemi esas alindi. Degerlendirmeye
alman lamlar tizerinde 400 yiiksek biiyiitme alanin-
da 150 ile 500 hiicre sayild1. Ki-67 niikleer boyanma
gosteren hiicrelerin sayisinin, toplam hiicre sayisina
orani yiizde olarak hesaplandu.

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows 10.0
programi kullanildi. Calisma verileri degerlendiri-
lirken, tanimlayici istatistiksel yontemlerin (ortala-
ma, standart sapma) yani sira, niceliksel verilerin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi ve Mann-
Whitney U-testi kullanild1. Niteliksel verilerin karsi-
lastirilmasinda ise ki-kare testi ve Fisher kesin ki-ka-
re testi kullanild1. Sonuglar %951lik giiven araligin-
da, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, koleste-
atomlu her iki grupta hiicresel proliferasyonda artis
saptand1 (Sekil 1).

Kolesteatomlu, tekrarlayan kolesteatomlu ve sa-
dece kronik otitis mediali hasta gruplarinda Ki-67
boyanma ytizdeleri Tablo I'de gosterildi. Ki-67 bo-
yanma ylizdeleri agisindan, kolesteatomlu iki grup
arasinda anlamh farklilik bulunmazken (p>0.05),
kolesteatomlu gruplar ile kontrol grubu arasinda
anlamh farklilik vardi. Kolesteatomlu grupta Ki-67
degerleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksek bulunurken (p<0.05), bu anlamli farklilik
tekrarlayan kolesteatomlu grup ile kontrol grubu
arasinda ileri derecedeydi (p<0.01).

TARTISMA

Kolesteatom, hiperproliferatif epitelin keratin ile
birlikte progresif olarak birikimiyle karakterize, be-
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nign olmasma ragmen yikic zararlara yol agan bir
orta kulak patolojisidir.”’ Keratinositlerin biiyiimesi,
kontrollii hiicre proliferasyonu ve programlanmis
hiicre oliimiiniin birlikteligi sayesinde meydana ge-
lir. Bununla beraber kolesteatomda bu siirecin den-
geli birlikteligi bozulmustur. Daha onceki ¢alisma-
larda kolesteatom epitelindeki proliferasyon goste-
ren hiicrelerin daginik halde olduklar ve proliferas-
yon belirteg diizeylerinin artmis oldugu gosterilmis-
tir.[bﬂ

Kolesteatomda, biiyiime, saglikli dokuya invaz-
yon, migrasyon, agresiflik ve diizenli olmayan fark-
lilasma baslica klinik-histopatolojik 6zellikler olarak
goriilebilir.

Histopatogenezi hala tam olarak anlagilamamis
olan kolesteatom otolarengolojide hala 6nemli bir
sorundur. Olusumu konusunda ¢esitli teoriler orta-
ya atilmasina ragmen tam olarak anlasilmis degildir.
Konuyla ilgili yapilan arastirmalarda gesitli faktor-
ler tizerinde durulmustur. Enflamatuvar parametre-
ler igin interlokinler, biiytime faktorleri (TGF-alfa,
EGF, vb.); mitotik faktorler olarak Ki-67 (MIB1),
PCNA, p27/Kipl, p21, p53, aktif caspase 3, kollajen
4; epitelyal belirtec olarak filaggrin, sirokeratin, Ber-
Ep4, EMA aragtirlmistir. """ Sarkolektin, kalsisiklin,
151 sok proteinleri, fas/APO1 protein gibi molekiiler

- (B i o vd’ = L : ,
Sekil 1. Ki-67 niikleer boyanma gosteren hiicreler (Ki-67 x 400).
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diizeyde olusan degisimler ve bunlarin etkileri ko-
lesteatomda arastirilmigtir.” "

Dokudaki atipik hiicre miktar1 ve bu hiicrelerin
dagilim seklinin (homojen-heterojen), kalsisiklin
oraninin tekrarlayan kolesteatomu, normal koleste-
atomdan ayirmada kullanilabilecegi bildirilmigtir.""
Kalsisiklinin hiicre siklus kontroliinde 6nemli yeri
vardir. G; fazinda sentezlenir."" Bir calismada kalsi-
siklinin arttig1 durumlarda apopitozun ve prolife-
rasyonun azaldig1 saptanmstir.”” Tekrarlayan olgu-
larda kalsisiklin diizeyinde azalma, apopitotik hiic-
re sayisinda artis ve bu hiicrelerin homojen dagilimi
izlenmistir.

Makrofaj migrasyon inhibe edici faktor (MIF)
proenflamatuvar ajan olup, enflamasyon sahasin-
da makrofajlarin antimikrobiyal aktivitelerini ¢o-
galtarak bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin enfla-
masyon sahasinda tutulmasini saglar. Makrofaj
migrasyon inhibe edici faktor tekrarlayan koleste-
atomda anlamli derecede daha ytiksek oranda sap-
tanmustir.""

Monoklonal antikor olan Ki-67, ¢ogalan hiicreler-
de goriilen bir ¢ekirdek proteinidir. Esas olarak Gy,
S, M ve G, fazinda niikleer antijen ekspresyonu ile
biiyiime gosteren hiicre fraksiyonunu gosterir. Bu-
nunla beraber G, fazinda yoktur. Interfaz sirasinda
antijen cekirdek icinde saptanir, mitoz safhasinda
iken proteinin ¢ogu kromozomlarin ytiizeyinde tagi-
nirlar.” Ki-67 antikoru ¢ogalan hiicrelerin saptanma-
sinda kullanilan bir belirtectir. Hiicre proliferasyo-
nunun morfolojik ozelliklerini iyi sekilde gosteren
bir protein olup, mitotik indeks ve timor derecelen-
dirmesinde siklikla kullanilir. Ki-67 ekspresyonu
proliferatif aktiviteyi 6lgen iyi bir gostergedir. Cesit-
li calismalarda Ki-67 ekspresyonu ile proliferasyon
indeksi kullanilarak baska aktivitelerdeki proliferas-
yonla karsilagtirlmistir.™"* Ki-67'nin hiicre prolife-
rasyonunda RNA-baglantili bir rolii oldugu belirtil-
mistir."” Biiyiimekte olan hiicrelerin sadece kiigiik
bir kismi1 mitozda ya da S fazinda oldugundan, S fa-
zindaki hiicrelerin bulunmasi arastirilan doku 6rne-
ginin biiytime aktivitesine karsilik gelir. Bu antikor,
normal ve neoplastik hiicrelerdeki biiytime oranlari-
nin hizli ve kolay yolla degerlendirilmesini saglar."”

Choufani ve ark."" tarafindan proliferasyon be-
lirteci olarak bakilan Ki-67 diizeyi agisindan normal
ve tekrarlayan kolesteatomlu olgular arasinda fark-
lilik saptanmamuistir. Calismamizda da benzer sonug
elde edilmis, Ki-67 indeks oranlar agisindan iki ko-
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lesteatom grubu arasinda anlamh fark saptanma-
mustir.

Uygulanan cerrahi teknikler kolesteatomda ntiks
gozlenmesi agisindan daha onemli yer tutmaktadir.
Kapal1 tekniklerde niiks orami agik tekniklere gore
daha yiiksek oranda izlenmektedir."”

Sonug olarak, kolesteatomun proliferasyon in-
deksini 6lgmede kullanilan Ki-67 antikorlari, koles-
teatomun agresifligini saptamada iyi bir yontem
olabilir. Ki-67 immdiin boyama kolesteatomun hticre
kinetiklerini degerlendirmede yararli bir aractir.
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