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Edinilmis Kolesteatom Patofizyolojisinde CD109 Ekspresyonunun Yeri

The Role of CD109 Expression in Pathophysiology of Acquired Cholesteatoma
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OzZET

Amag: Ortakulak kolesteatomu, etyopatogenezi halen kesin olmayan bir
patolojidir. CD 109,inflamasyon sirecinin baslamasinda ve strdirilmesinde
o6nemli role sahip olan TGF- sinyal yolagi Gzerinde inhibitor etkinligi bilinen bir
proteindir. Bu galismanin amaci CD109’un kolesteatom dokusundaki diizeyini
immunohistokimyasal olarak degerlendirmekti.

Yontem: Orta kulak kolesteatomu nedeniyle opere edilmis 33 hastaya ait arsiv
preperatlari  yeniden degerlendirildi ve CD109 imminohistokimyasal analizi
yapildi. CD-109 boyanma alanlarinin yiizdesine goére ekspresyon skorlari % O-
10=0 , %10-30=1, %30-60=2, %60 < =3 olarak siniflandirildi. CD-109 igin
boyanma yogunlugu ise zayif=1, orta=2, gi¢li=3 olacak sekilde siniflandirildi.
Butln prepararatlar igin ortaya ¢ikan boyanma yayginhgi ve boyanma yogunlugu
skorlari toplanarak ortaya ¢ikan kombine skorlar 0= negatif (boyanma yok veya
<%10, 1=zayif boyanma (toplam puan 1-2), 2=orta derece boyanma (toplam puan
3-4) 3= glgli boyanma (toplam puan 5-6) seklinde derecelendirilerek
gruplandirildi.

Bulgular: Degerlendirilen 23 preparatin kombine skoru 0 (%69,6), 4 preparatin
kombine skoru 1 (%12,1), 5 preparatin kombine skoru 2(%15,1) ve 1 preparatin
kombine skoru 3 (%3,03) olarak belirlendi.

Sonug: Calismamizin sonuglari, inflamasyon siirecinde etkin rol oynayan TGF-B
inhibitorid olarak bilinen CD109 proteininin de kolesteatom patogenezinde etkili
oldugunu destekler nitelikte idi.

Anahtar Soézciikler: CD 109, Kolesteatom, Orta kulak
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ABSTRACT

Objective: Middle ear cholesteatoma is still an unclear pathology. CD 109 is a
protein with known inhibitory activity on the TGF-B signaling pathway, which
plays an important role in the initiation and maintenance of the inflammation
process. The aim of this study was to evaluate the level of CD109 in
cholesteatoma tissue immunohistochemically.

Methods: Archival preparations of 33 patients who were operated for middle ear
cholesteatoma were re-evaluated and CD109 immunohistochemical analysis was
performed. Expression scores were classified as 0-10% = 0, 10-30% = 1, 30-60%
=2, 60% <= 3 according to the percentage of CD-109 staining areas. The staining
intensity for CD-109 was classified as weak = 1, moderate = 2, strong = 3. The
combined scores obtained by summing the staining intensity and staining
intensity scores for all preparations were 0 = negative (no staining or <10%, 1 =
weak staining (total score 1-2), 2 = moderate staining (total score 3-4) ) 3 = strong
staining (total score 5-6).

Results: The combined score of the 23 preparations evaluated was 0 (69.6%), the
combined score of 4 preparations was 1 (12.1%), the combined score of 5
preparations was 2 (15.1%) and the combined score of 1 preparation was 3
(3.03%).

Conclusion: The results of our study support the effect of CD109 protein which
is known as TGF-B inhibitor which plays an active role in inflammation process in
cholesteatoma pathogenesis.
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GiRi$

Kolesteatom, skuamozepitel ve subepitelyal doku ile ddseli, keratinle dolu
non-neoplastik fakat destruktif bir lezyondur(1). Orta kulaktaki olumsuz etkileri
ile isitme kaybi, vestibliler disfonksiyon, fasial paralizi ve intrakranial
komplikasyonlara neden olabilir(2). Kolesteatom orta kulak boslugunda
keratinize ¢ok kath yassi epitelin invazyonu ile karakterizedir. Orta kulak
epitelinin hiperkeratinizasyonu basladiktan sonra kolesteatom destruktif bir
karakter sergilemeye baglar(2). Orta kulakta kolesteatom varhgi siklikla kronik
rekirren enfeksiyon ve kemik rezorbsiyonuile iliskilidir(3). Edinilmis kolesteatom
patogenezi hakkinda kabul gérmis olan dort temel teori vardir: (1) retraksiyon
cebi teorisi, (2) bazal hiicre hiperplazisi, (3) migrasyon teorisi ve (4) orta kulak
epitelinin skuamoz metaplazisi. Bu teorilerle ilgili yapilmis birgok calisma
olmasina ragmen orta kulak kolesteatomunun nasil olustugu konusundaki
tartismalar halen devam etmektedir. Kronik inflamasyonun tanimlanan tim
teorilerin Gzerinde durduklari etiyopatojenik yollarda temel rol oynadig
gorulmektedir(4).

CD-109 proteini inflamatuar siiregte transforming growth faktor-B (TGF-B)
yolagi Uzerinde inhibitor etkisi oldugu bilinen bir proteindir. Literatire
bakildiginda CD-109’ un bu etkisinin inflamatuar ve neoplastik hastaliklari konu
alan birgok galismada gosterildigi gérilmektedir. Winocour ve ark. hipoksik yara
iyilesmesini konu alan galismalarinda CD-109’ un ekstraselliiler matriks Gretimini
azalttigi ve fibrozis lizerinde de olumlu etkileri oldugunu gostermislerdir(5). Zong
ve ark. Nin yapmis oldugu ¢alismada hepatoselltler karsinom hicrelerinde CD-
109 ekspresyonunun anti-apopitotik etkinligi gosterilmistir(6). Bu stireglerde rolu
olabilen CD-109 un kolesteatomlu dokudaki varligi ise daha once
arastirlmamistir. Bu ¢alismada CD-109 protein ekspresyonunun azalmasinin
edinilmis  kolesteatom patofizyolojisinde roli olabilecegi varsayilarak
kolesteatom dokusunda CD 109 yogunlugu arastirildi.

MATERYAL ve YONTEM

Bu galisma retrospektif kesitsel bir calismadir. Aragstirmamiza Universite etik
kurul onayr alinmistir(2016/861). Bu calismada kolesteatomlu kronik otitis
media 6n tanisi ile opere edilmis, ameliyat sirasinda orta kulaktan alinmis olan
doku o6rneklerinde kolesteatom saptanmis 33 hastanin arsiv preparatlari
incelemeye alindi. Her olgu igin, eger birden fazla preparat var ise en tanimlayici
blok immiinhistokimya (iHK) uygulamasi igin segildi. Olgulara ait lizinli lamlara
alinan 5 mikrometre kalinhiginda kesitleri iceren lamlar 60°C etlvde bir gece
bekletildi. 2x30 dakika ksilen iginde oda 1sisinda bekletildi. Etil alkol
konsantrasyonu azalan serilerinden gegirildi (%95,90, 80, 70). Distile suda 10
dakika bekletilip %3 hidrojen peroksit icinde oda isisinda 15 dakika bekletildi. 5
dakika distile suda yikandiktan sonra sitrat tampon iginde (pH: 6) plastik kapaklar
kapali saleler iginde mikrodalga firinda 400 watt’ da 30 dakika kaynatildi. Oda
1sisinda soguyuncaya dek bekletilip Distile suda 10 dakika yikandi. PBS de (pH:
7,4) oda isisinda 10 dakika bekletildi. Lamlar Gzerinde dokular, sinirlayici kalemle
dokulara degdirmeden cevrelenererek ¢izilip, blokan soliisyon dokular
kaplayacak kadar damlatilip 5 dakika uygulandi ve fazlasi dokiiliip yikama islemi
yapilmadan ve dokular kurumadan primer antikor 60 dakika uygulandi. PBS
tampon iginde 10 dakika yikanip Anti polivalant biyotinli antikor oda i1sisinda 30
dakika uygulandi. PBS tampon iginde 10 dakika yikanip Bayirturbu Peroksidazi
(HRP) ekli streptavidin oda i1sisinda 30 dakika uygulandi. PBS tampon iginde 10
dakika yikanip DAB hidrojen peroksitli hazir soliisyonu ile 1:20 oraninda
karigtirildi ve lamlar Gzerine 10 dakika uygulandi. Distile suda 1 dakika ve akar
cesme suyunda 5 dakika yikanip Harris hematoksilen ile 30 saniye zit boyama
uygulandi, akar gesme suyunda boyadan arinana dek yaklasik 5 dakika yikanip,
konsantrasyonu artan etil alkol serilerinden gegirildi (70-80-90-95) ve havada
kurutulup ksilen iginde 30 dakika bekletilip kapama maddesi damlatilip lamel ile
kapatilip 15tk mikroskobu ile degerlendirme yapild.

immiinohistokimyasal boyama vyapilan preparatlar boyanma yayginlig,
yogunlugu ve kombine skora gore degerlendirildi. Epitelyal yluzeyde % 10 dan
fazla CD-109 antikoru ile boyanma mevcudiyeti tum dokularda CD-109 protein
ekspresyonu pozitif olarak degerlendirildi. CD109 pozitif boyanan bolgeler %
10’dan az, %10-30, %30-60 veya % 60 dan fazla boyanan alanlar olarak ayrildi.
Ekspresyon skorlari bu boyanma alanlarina gore sirasiyla 0, 1, 2, 3 olarak
tanimlandi.

CD-109 boyanma alanlarina gére ekspresyon skorlari:

% 0-10=0, %10-30=1, %30-60=2, %60 < 3
Boyanma yogunlugu: CD 109 igin zayif=1, orta=2, gu¢li=3
Boyanma yayginligindan ve yogunlugundan elde edilen puanlar toplanarak bir
kombine skor elde edildi. Toplam puan da belli skorlara ayrildi. Buna gére:

Kombine skor 0= negatif (boyanma yok veya <%10 ise boyanma yogunluguna
bakilmaksizin);

Kombine skor 1=zayif boyanma (toplam puan 1-2);

Kombine skor 2=orta derece boyanma (toplam puan 3-4);

Kombine skor 3= gli¢lii boyanma (toplam puan 5-6) olarak belirlendi.

istatistiksel analiz icin SPSS version 15 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) ve
Microsoft Excel (2007; Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) kullanildi.

BULGULAR

Demostratif kolesteatom dokusu iceren alanlar keratinize skuamoz epitelden
zengin gérinimdeydi (Resim 1).
Calisgmamizda immunohistokimyasal boyama yapilan preparatlar (Resim 2)
boyanma yayginhgi, yogunlugu ve kombine skora gére degerlendirildiginde elde
ettigimiz analiz sonuglari Tablo 1 de gorilmektedir.
Elde ettigimiz kombine skorlarin sonuglar tablo 2 de goérilmektedir. 33
kolesteatom dokusundan olusan grubun 23’ tiniin (% 69,6) kombine skoru sifir
idi. Dort olgunun (% 12,1) CD-109 protein ekspresyonu kombine skoru 1, bes
olgunun (% 15,1) kombine skoru 2, bir olgunun(% 3.03) kombine skoru 3 idi(Tablo
2).

Resim 1:Keratinize skuamoz epitel, keratin lamelleri igeren kolesteatom dokusu
(H&Ex400)

Resim 2: CD-109 antikoru ile boyanma (CD109x40)
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Tablo 1: Analiz sonuglari

Olgu No Boyanma yuzdesi Boyanma Kombine
yogunlugu skor
1 %5 (0) Hafif (1) 0
2 %2 (0) Hafif (1) 0
3 %8 (0) Hafif (1) 0
4 %25 (1) Orta (2) 2
5 %52 (2) Giiglii (3) 3
6 %0 (0) Yok (0) 0
7 %7 (0) Hafif (1) 0
8 %6 (0) Hafif (1) 0
9 %2 (0) Hafif (1) 0
10 %15 (1) Hafif (1) 1
11 %0 (0) Yok (0) 0
12 %35 (2) Hafif (1) 2
13 %0 (0) Yok (0) 0
14 %0 (0) Yok (0) 0
15 %0 (0) Yok (0) 0
16 %25 (1) Hafif (1) 1
17 %34 (2) Orta (2) 2
18 %0 (0) Yok (0) 0
19 %5 (0) Hafif (1) 0
20 %22 (1) Hafif (1) 1
21 %0 (0) Yok (0) 0
22 %15 (1) Hafif (1) 1
23 %0 (0) Yok (0) 0
24 %10 (0) Orta (2) 0
25 %35 (2) Orta (2) 2
26 %7 (0) Hafif (1) 0
27 %0 (0) Yok (0) 0
28 %3 (0) Hafif (1) 0
29 %2 (0) Hafif (1) 0
30 %0 (0) Yok (0) 0
31 %0 (0) Yok (0) 0
32 %10 (0) Hafif (1) 0
33 %35 (2) Orta (2) 2

Tablo 2: Olgularin kombine skorlarinin grup igerisinde dagilimi

Kombine skor n %

0 23 69,6
1 4 12,1
2 5 15,1
3 1 3,03

Tablo 3: CD 109 ekspresyonunun degerlendirildigi farkli
klinik patolojilere ait veriler

CD109 Kontrol p
Bizet ve ark.? % 64 % 27 <0,05
Liu ve ark.? % 8.1 %27.3 <0,001
Man ve ark.© 8 1 <0,001

Dogan ve ark.¢ % 30.4
a: CD109’ un TGF-B internalizasyonuna etkisinin immdinfloresan yontemiyle
degerlendirilmesi
b:Psoriazis hastalarinda CD109 ekspresyonunun immiinhistokimya yontemiyle
degerlendirilmesi
c:Skleroderma olgularinda western blot yontemiyle ekstraselliler matriks
ekspresyon oranlarinin degerlendirilmesi, keratinositlerde 8 kat daha fazla
saptanmistir.
d:Kolesteatom olgularinda
ekspresyonunun degerlendirilmesi

imm{unhistokimya yontemiyle CD109

TARTISMA

Kolesteatom keratinize skuamoz epitelin orta kulaga invazyonu ile karakterize
ve genellikle kazanilmis bir patolojidir. Baslica orta kulak boslugunda gorilen
kolesteatom farklh kraniyal lokalizasyonlarda saptanabilir(1l). Bu ¢alismada
kullanmis oldugumuz kolesteatom doku drnekleri temporal kemik lokalizasyonlu
patolojilerden elde edilmis 6rneklerden hazirlanmigtir. Edinilmis kolesteatom
hemen hemen tim olgularda inflamasyon ve infeksiyon zemininde ortaya
¢ikmaktadir. Saghkh orta kulak epitelinin destruktif bir karakter kazanarak
kolesteatoma donusiimii ve normal fizyolojik siirecte degisime neden olan
faktorler konusunda ortaya konulmus gesitli teoriler mevcuttur. Deneysel hayvan
¢alismalarinda gosterildigi gibi bakteriyel endotoksin, lokal makrofajlardan
timor nekrotizan faktor alfa(TNF-a) ve interlokin 1 beta ( IL-1B) salgilanmasini
uyararak inflamatuvar sireci tetikler(4). Keratinositler immun hiicrelerden
bagimsiz olarak TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi solubl mediatorleri salgilarlar. Sonug
inflamatuvar graniilasyon dokusu ile birlikte migratuvar ve proliferatif 6zellikte
keratinositler igeren kolesteatomdur(4).

Edinilmis kolesteatom patofizyolojisinde inflamatuvar mediatorlerin roliiniin
anlasilmasina yonelik yapilmis ¢alismalar literatiirde mevcuttur(7). Schilling ve
ark.monoklonal antikor paneli kullanarak yapmis olduklari ¢alismada
kolesteatom epitelinin altindaki infiltratif hiicrelerin buylk kisminin CD3 ve CD6
pozitif T lenfositler oldugu, CD19 ve CD22 pozitif B lenfositlerinin ise daha az
miktarda bulundugu gosterilmistir(7).

Saglkh orta kulak mukozasindan kolesteatom olusumuna kadar devam eden
inflamatuvar suregte buylime faktorlerinin belirgin sekilde etkin oldugu
gosterilmistir. Polipeptid yapili bir biyime faktéri olan transforming growth
factor-B (TGF-B), inflamasyonun baslangicinda ve ilerlemesinde inflamatuvar
hucreleri aktive ederek hayati rol oynamaktadir(8). TGF-B’ nin sinyalizasyonunda
iki tip transmembran resepto6ri rol oynar. Bunlara ilave olarak birgok hiicre TGF-
B ko-reseptorlerini de bulundurur. CD109’ da bu ko-reseptdr ailesinin bir
Uyesidir. CD109’ un TGF-B sinyal yolagi Gzerindeki inhibitor etkisi keratinositlerde
gosterilmistir(9). Skleroderma ve psoriazis gibi farkli klinik patolojilerde
keratinosidlerdeki CD109 ekspresyonunu degerlendiren g¢alismalarin verileri
daha once literatlire sunulmustur (Tablo3). Bildigimiz kadariyla CD109 protein
ekspresyonunun edinilmis kolesteatom patogenezi Uzerindeki olasi roliine
yonelik yapilmis bir calisma literatiirde yoktur.

Otuz Ui kolesteatom drneginin dahil edildigi calismamizda 6rneklerin biyik bir
kisminda (% 69,6) kombine skorun O olarak sonuglanmis olmasi CD109’ un TGF-
B Uzerindeki inhibitor etkinligi goz 6nune alindiginda anlaml olabilir. CD-109
protein ekspresyonunun dustik olmasi durumu bize TGF-B yolagi tzerindeki
inhibitor etkinin de diisiik olacagini diislindiirmektedir. Calismamizin retrospektif
nitelikli olmasi nedeniyle olgularin CD109 skorlarinin saglikh cilt 6rnekleri ile
karsilastirilmasi yapilamamistir. Liu ve ark. (10) psoriazis olgulari Gzerinde yapmis
olduklari g¢alismada, CD109 ekspresyonunun saglikli cilt ornekleri ile
karsilastirildiginda bizim galismamizla da uyumlu olarak anlamli derecede disiik
oldugu gorulmustir. Man ve ark. (11) yapmis olduklari calismada skleroderma
olgularinda CD109’ un fibroblastlardan TGF-B kaynakli agiri ekstraselltler matriks
Uretimini baskilayabilecegini bildirmislerdir. Bu bulguyu destekler nitelikte olan
baska bir ¢calismada Yokoyama ve ark. (12) diffiiz blytk B hticreli lenfoma doku
orneklerinde CD109’ un TGF-B sinyalizasyonunu zayiflattigi ve yuksek riskli
grubun tanimlanmasinda kullanilabilecegini bildirilmistir.

CD109’ un bugiine kadar yapilmis olan galismalarda gosterildigi lzere
inflamasyonda, 6zellikle TGF-B sinyal yolagi Gizerindeki rolu bize kolestatomtom
patogenezinde de etkin olabilecegini distindlirmektedir. Fan ve
ark.(13)" nin yapmis oldugu galismada curcumin tarafindan arttirilan CD109
ekspresyonunun biliyer kanal epitel hiicrelerinde mezenkimal degisimi azalttig
gosterilmistir.

Yapmis oldugumuz c¢alismanin sonuglarini  degerlendirdigimizde CD-109
proteininin farkli alanlarda yapilmis olan galismalarda oldugu gibi kolesteatom
patogenezinde de etkin rol oynayabilecegi fikrini destekledigini diisinmekteyiz.
Ancak daha cok sayida olgu ve saglkl cilt 6rneklerinden olusan kontrol
gruplarinin da dahil edildigi daha genis kapsamh g¢alismalarin sonuglarina da
ihtiyag duyulmaktadir. CD109’ un kolesteatom patogenezindeki rolini
degerlendiren bu tir galismalarin artmasinin kolesteatom patogenezi tizerindeki
siregelen tartismalarda yeni bir yol agacagini disinmekteyiz.

Cikar Catigmasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemistir.
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