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OZET

Uzun, TU. Kolesteatom Etyopatogenezi ve Alternatif Medikal Tedavi
Secenekleri I¢in  Imiquimod, Siklosporin, Takrolimus, 5-Florourasil
Maddelerinin Etkilerinin Arastirilmasi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakultesi, Kulak Burun Bogaz Hastahklar1 Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi,
Eskisehir, 2020. Kolesteatom; timpanik veya mastoid kavite icerisinde keratinize
skuamoz epitel ve subepitelyal bag doku fragmanlarindan olusan Kitle olarak
tanimlanmistir.  Kolesteatomun kesin etyopatogenezi halen bilinmemektedir.
Gunumuzde kolesteatom tedavisinde kabul goren tek kiiratif tedavi segenegi olan
cerrahinin ylksek maliyeti, morbiditesi ve niiks oranlar1 nedeniyle kolesteatom
tedavisinde alternatif medikal tedavi arastirmalar1 hiz kazanmistir. Kolesteatom
patogenezini gozleyebilmek ve alternatif medikal tedavi segenekleri gelistirebilmek
amaciyla kolesteatom nedeniyle opere edilen 3 hastadan alinan kolesteatom dokulari
ile kolesteatom doku kultiiri olusturuldu. HEKa hazir hiicre dizileri de kiiltiire edildi.
Kolesteatom hucrelerine 5-FU uygulanan(n=9), siklosporin uygulanan(n=9),
takrolimus uygulanan(n=9), imiquimod uygulanan(n=12); HEKa hcrelerine 5-FU
uygulanan(n=9), siklosporin  uygulanan(n=9), takrolimus uygulanan(n=9),
imiquimod uygulanan(n=12) ve 48. saatte sitokin ve canlilik diizeyi Ol¢umleri
yapilan gruplar olusturuldu. Kontrol grubu olarak higbir ilag uygulanmayan ve
Olciimleri hemen yapilan kolesteatom grubu(n=3), 48. saatte Olgiimleri yapilan 48.
saat kolesteatom grubu(n=3), 48. saatte Ol¢limleri yapilan 48. saat HEKa grubu
olusturuldu(n=3). Kolesteatom 48. saat kontrol grubunda; HEKa 48.saat kontrol
grubuna gore IL-6 ve TNF-a seviyeleri yiiksek saptanmistir. Bu sitokinlerin etki
mekanizmalar1 distiniildiigiinde JAK/STAT ve MAPK, PI3K/Akt(PKB) sinyal
yolag1 ve NFxB proteininin etyopatogenezde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir.
Uygulanan tim ilaglar antiinflamatuar, sitotoksik ve antiproliferatif etki gostermistir.
Ozellikle Imiquimod 50 pg/ml dozunda giicli etkisi ile kolesteatomda potansiyel bir

tedavi umududur.

Anahtar Kelimeler: Kolesteatom, Hiicre Kultiirii, Interlokin, Medikal Tedavi
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ABSTRACT

Uzun, TU. Investigation of etiopathogenesis of cholesteatoma and effects of
imiquimod, cyclosporine, tacrolimus, 5-fluorouracil substances for alternative
medical treatment options, Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine, Department of Otolaryngology, Medical Specialization Thesis,
Eskisehir, 2020. Cholesteatoma is defined as a mass consisting of keratinized
squamous epithelium and subepithelial connective tissue fragments within the
tympanic or mastoid cavity. Etiopathogenesis of cholestetaoma has still remained
unclear. Surgery is the only one acceptable treatment of cholesteatoma currently but;
investigation of alternative medical treatment options of cholesteatoma speed up
because of high cost, morbidity, recurrence rate of surgery. In order to observe the
pathogenesis of cholesteatoma and to develop alternative medical treatment options,
cholesteatoma tissue culture was formed with cholesteatoma tissues obtained from 3
patients who operated for cholesteatoma. HEKa ready cell lines were also cultured.
5-FU applicated(n=9), cyclosporine applicated(n=9), tacrolimus applicated(n=9),
imiquimod  applicated(n=12) cholesteatoma cells; 5-FU applicated(n=9),
cyclosporine applicated(n=9), tacrolimus applicated(n=9), imiquimod
applicated(n=12) HEKa cells were separated groups and 48th hour cytokines and
viability measurements were established. As the control group, cholesteatoma
group(n=3) without any application and measured immediately, 48th hour
cholesteatoma group (n=3), measured at 48th hour, and 48th hour HEKa group(n=3),
measured at 48th hour, were formed. In the 48th hour control group of
cholesteatoma; IL-6 and TNF-a levels were found to be higher than the 48th hour
control group of HEKa. Considering the mechanism of action of these cytokines, the
JAK/STAT, MAPK, PI3K/Akt(PKB) signal pathway and NF«B protein are thought
to play an important role in the etiopathogenesis of cholesteatoma. All drugs
applications showed anti-inflammatory, cytotoxic and antiproliferative effects.
Especially Imiquimod is a potential treatment prospect in cholesteatoma because of

strong effect at the dose of 50 pg / ml.

Key Words: Cholesteatoma, Cell Culture, Interleukin, Medical Treatment
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SIMGELER VE KISALTMALAR

CWuU: Canal wall up

CWD: Canal wall down

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EANO: The European Academy of Otology and Neurotology
EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
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ERK: Extracelluar signal-regulated kinase
ESOGUTF: Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
FBS: Fetal bovin serum
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HaCat: Immortal human keratinocytes

HEKa: Human Epitelyal Keratinocyte

HBSS: Hank’s Buffered Salt Solution

Id: Inhibitor of DNA Binding/Differentiation

IL: Interlokin

JOS: Japanese Otological Society

KGF: Keratinocyte Growth Factor

KGFR: KGF Receptor

LPS: Lipopolisakkarit

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

mMIRNA: MicroRNA

MRG: Manyetik rezonans goriintileme
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TLR:
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5-FU:

T hiicre niikleer faktor sitoplazmik kismi
Nuclear Factor kappa B
Pathogen-associated molecular patterns
Phospate buffered saline

Platelet-derived growth factor

Protein Kinase B

Phosphatase and tensin homologue
Parathormon related peptid

Receptor activator of NF-kB ligand
Signal Transducer and Activator of Transcription
Transforming growth factor a

Toll Like Receptor

Tumor necrosis factor a

5-Florourasil
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1.GIRIS

Kolesteatom; timpanik veya mastoid Kkavite icerisinde keratinize skuamoz
epitel ve subepitelyal bag doku fragmanlarindan olusan, siirekli keratin debris tireten
kitle olarak tanimlanmustir(1l). Literatiirde ¢ok sayida calisma olmakla birlikte
kolesteatom insidans1t erigkinlerde 100.000’de 9,2 olarak saptanmistir(2).
Kolesteatom dokusu kemik rezorbsiyonu yapmasi sebebiyle destruktif ilerleyerek
isitme kaybi, vestibiiler disfonksiyon, fasiyal paralizi, menenjit, beyin absesi gibi
onemli komplikasyonlara sebep olmaktadir(3). Gunumuzde kolesteatom tedavisinde
kabul goren kuratif tek tedavi segenegi cerrahidir. Cerrahinin amaci hastaliktan
tamamen temizlenmis, akintisiz, kuru bir kulak olusturmaktir(4). Gelisen cerrahi
teknikler ve teknolojiye ragmen endoskopik veya klasik tim cerrahi tekniklerde
kolesteatom niksleri farkli oranlarda goriilebilmektedir(5, 6). Cerrahinin yuksek
maliyeti, morbiditesi ve niiks oranlar1 nedeniyle glinimUlizde kolesteatom tedavisinde
medikal tedavi aragtirmalari hiz kazanmistir(7). Buna ragmen etyopatogenez halen
tam olarak ortaya konulamamistir ve kolesteatom gelisimi ile ilgili farkli teoriler
ortaya atilmigtir(8). 2017 yilinda The European Academy of Otology and
Neurotology ve Japanese Otological Society (EAONO/JOS) tarafindan yapilan
giincel siniflamada kolesteatom konjenital, akkiz(edinsel) ve klasifiye edilemeyen

olarak 3 baslikta ele alinmistir(1).

Derlacki ve Klemis(9) konjenital kolesteatomu timpanik membran
perforasyonu ve orta kulak enfeksiyonu hikayesi olmadan orta kulakta kolesteatom
dokusu varlig1 olarak tanimlamistir. Konjenital kolesteatom gelisimine yonelik farklh
teoriler olmakla birlikte fetal ve embriyolojik hayattaki gelisim sirasinda bu dokunun
orta kulakta kaldigi goriisi kabul gormektedir(10). Konjenital kolesteatom;
kolesteatom vakalari iginde nadir goriilmektedir ve tahmini insidanst 100.000’de
0.12°dir(11). Akkiz kolesteatom ise kronik otitis mediadaki inflamatuar strecler
sonucunda olugmaktadir ve patogenezine yonelik bugine kadar kabul gérmiis 4 teori
mevcuttur: Invajinasyon teorisi, bazal hiicre hiperplazisi, migrasyon teorisi, skuamoz
metaplazi. Bu teorilerin hi¢ biri akkiz kolesteatom patogenezini tek basina
aciklayamamaktadir. Giinlimiizde akkiz kolesteatom gelisiminde kronik otitis
mediadaki inflamatuar siireglerin baslattigi, immun yanitla indiiklenen, kompleks

hiicresel molekiiler mekanizmalarin goérev aldigi kabul edilmektedir(8, 12).



Calismalarin  yogunlastigt bu kompleks vyolaklar Epidermal Growth Factor
Receptor(EGFR)/Phosphoinositide 3-Kinase(P13K)/Protein Kinase B(PKB) sinyal
yolagi, Mitogen-Activated Protein Kinase(MAPK) sinyal yolagi, IL-6/Signal
Transducer and Activator of Transcription 3(STAT) sinyal yolagi, Inhibitor of DNA
Binding/Differentiation-1(1d-1)/NF-xB/CyclinD1 sinyal yolagi, MicroRNA(miRNA)
aracili sinyal yolagi, Keratinocyte Growth Factor(KGF)/KGF Receptor(KGFR)
sinyal yolagi olarak 0Ozetlenebilir. Kolesteatom etyopatogenezinde etkili oldugu
diistiniilen tiim bu kompleks yolaklar sonucunda kolesteatom matriksinden IL-1, IL-
6, IL-8 gibi inflamatuar mediatorler salinmaktadir ve bu kontrolstiz inflamatuar stire¢

sonucunda mevcut komplikasyonlar olusmaktadir(12, 13).

Gunumuzde kolesteatom medikal tedavisinde bu kontrolsiz inflamasyon
stirecinin durdurulmas: amacglanmaktadir. Alternatif medikal tedavi secenekleri
olusturmak icin ¢alismamizda denenen molekiillerden Imiquimod TLR-7,
Siklosporin ve Takrolimus ise kalsindrin yolagi iizerinden NF-kB’y1 etkileyerek
antiinflamatuar ve antitimoral etkinlik gostermektedir. Pirimidin analogu olan 5-
florourasil ise timidilat sentaz inhibisyonu ile bahsedilen diger molekiiller gibi
epitelyal tiimor ve hastaliklarda antitimoral ve antiinflamatuar etkinlik gostermekte
ve bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Segilen molekiillerden 5-florourasil
haricindeki maddeler daha once kolesteatom dokusu iizerine uygulanmamistir.
Kolesteatom medikal tedavisi Uzerine olumlu etkileri daha o6nce gosterilen 5-
florourasil de ototoksik etkileri nedeniyle medikal tedavi segenekleri arasina

girememistir(14-17).

Kolesteatomun guniimiizde kabul goren tek kiratif tedavisi olan cerrahide
goriilen yiiksek niiks oranlari, hasta takibinde tekrarlayan cerrahileri engelleyecek,
hastalik kontroliinii saglayacak alternatif medikal tedavi arastirmalarini zorunlu
kilmistir. Bu sebeple ¢alismada; kolesteatom patogenezini gozleyebilmek amaciyla
kolesteatom nedeniyle opere edilen 3 hastadan alinan kolesteatom dokulari ile
kolesteatom hiicre kiiltiir modellemesi yapilacaktir. Sonrasinda kolesteatom hiicre
kiltirine farkli mekanizmalari hedef alan bu molekiiller uygulandiktan sonra
inflamatuar marker diizeyleri 6lctllp kolesteatom hiicreleri incelenecektir. inceleme
sonucunda kolesteatomun kontrolsiiz inflamatuar siireclerinin  durdurulmasi

beklenmektedir.



Bu prospektif ¢alisma ile kolesteatom etyopatogenezine yonelik aydilatici
verilerin toplanmasi ve alternatif medikal tedaviler gelistirilmesi igin literatiire katki

sunulmas1 amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolesteatom

2.1.1. Tanim ve Tarihce

Kolesteatom; timpanik veya mastoid kavite igerisinde Kkeratinize skuamoz
epitel ve supepitelyal bag doku fragmanlarindan olusan, stirekli keratin debris iireten
kitle olarak tanimlanmigtir. Bu tanim EAONO/JOS tarafindan 2017 yilinda yapilan
son tanimlamadir(1l). Kolesteatom uzerine literatiirdeki ilk bulgulara 1683 yilinda
Fransiz anatomist DuVerney’in(18) c¢alismalarinda rastlanmaktadir.  Fakat
kolesteatom kelimesinin ortaya c¢ikist her ne kadar isimlendirme bugunki
bilgilerimizle yanlis olarak kabul edilmesine ragmen 1838 yilinda Alman fizyolog
Johannes Muller(19) tarafindan yapilmistir. Muller hastaligi latince kole (kolesterol),
steat (yag), oma (tiimor) kelimelerinin birlesimi olarak kolesteatom seklinde ilk kez
ifade etmistir. Kolesteatom asla yag doku icermemesine ragmen bu tanim dylesine
benimsenmistir ki giiniimiizde halen kullanilmaktadir(20). 1962 yilinda Gray(21)
kolesteatom igin yanlis yerde bulunan deri tanimlamasini yapmis, Sade(22) ise
bugiinkii tanima yakin bir sekilde timpanik kavitede bulunan makroskobik diizeyde
keratin Greten, kemik destruksiyonuna yol agcan skuamoz epitel olarak kolesteatomu

tanimlamistir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Kolesteatom insidans1 bolgelere ve iilkelere gore yas, cinsiyet, genetik,
cografi ve sosyoekonomik faktorlere bagli olarak cesitlilik gostermektedir(23).
Tos(24) calismasinda insidanst ¢ocuklarda 100.000’de 3-15, eriskinde ise 9-12,6
olarak saptarken; Kemppainen ve arkadaslarinin(2) Finlandiya’daki kolesteatom
insidans1 tiizerine yaptiklar1 arastirmada ise c¢ocuklarda 100.000’de 3, eriskin
popullasyonda 9,2 olarak insidans saptanmistir. Yarik damak dudak hastalarinda,

beyaz irkta ve erkek cinsiyette kolesteatomun daha sik goriildiigii belirtilmistir(2).



2.1.3. Kolesteatom Tipleri

Konjenital ve akkiz (edinsel) kolesteatom olarak siniflandirilan tiplendirmeye
2017 yilinda klasifiye edilemeyen tip de eklenmistir(1). Kliniklerine gore ayrilan bu
tipler histolojik olarak ayrilamamaktadir ve molekiiler mekanizmalara yonelik bir

farklilik da ortaya konulamamistir(25).

Konjenital Kolesteatom

1960’larda Derlacki ve Klemis(9)  konjenital kolesteatomu timpanik
membran perforasyonu ve orta kulak enfeksiyonu hikayesi olmadan orta kulakta
kolesteatom dokusu varligi olarak tanimlamistir. Bu tanim giinimiizde de genel
hatlar1 ile gegerliligini korumaktadir. Konjenital kolesteatom vakalar1 tiim
kolesteatom vakalar1 icinde nadir goriilmektedir(11). Konjenital kolesteatomun
patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Patogenezi agiklamaya yonelik bugiine
kadar ortaya 4 teori atilmistir: Migrasyon teorisi, amniyotik sivi kontaminasyon
teorisi, inkliizyon teorisi, epidermoid formasyon teorisi. Bu teorilerin higbiri hastalig
tek basmma tam olarak agiklayamamistir. Gunumizde konjenital kolesteatom
dokusunun fetal ve embriyolojik hayattaki gelisim sirasinda orta kulakta kaldig

kabul edilmektedir; fakat etyopatogenez hala agiklanamamistir(10).

AKKiz (Edinsel) Kolesteatom

Akkiz Kkolesteatom kendi icerisinde primer ve sekonder olarak ikiye

ayrilmaktadir:

Primer Akkiz Kolesteatom

Primer akkiz kolesteatom edinsel kolesteatom vakalarinin biiyiik
cogunlugunu olusturur. Destrukte epitelin saglam kulak zar1 arkasinda pos
olusturarak kolesteatoma yol agmasi olarak tanimlanabilir. Eriskinlerde pars flaccida

retraksiyonu ile attikte ¢ocuklarda pars tensada sik goriiliir(26).



Sekonder Akkiz Kolesteatom

Sekonder akkiz kolesteatom enfeksiyon, travma veya cerrahi sonucunda
perfore kulak zarindan dis kulak yolu epitelinin migrasyonu ile gelisen kolesteatom
tipidir(26). Akkiz kolesteatomlarin patogenezi detayli olarak ilgili konu basliginda

ele alinacaktir.

2.1.4.Kolesteatom Histopatolojisi

1829’da Cruveilhier’in(27) kolesteatom makroskobisi itizerine ‘inci tiimor’
tanimlamasint yapmasinin ardindan bugiin kolesteatom histopatolojisi hakkinda ¢ok
daha detayli bilgiye sahibiz. Kolesteatom dokusu histolojik olarak matriks,
perimatriks ve keratin debrisinden olusmaktadir. Kolesteatomun merkezinde matriks
tarafindan sarilan deskuame epitel artiklari, keratin debrisler yer alir. Matriks
germinatif membran fonksiyonu gorerek epitel proliferasyonunu ve hiperkeratozisi
yilizeyde uyarir. Bu proliferasyon zamanla bazal tabakanin da altina inip supepitelyal
bolgeye ilerleyerek kolesteatom progresyonuna yol acar. Kolesteatom matriksi
histolojik ve hiicresel yap1 olarak dis kulak yolu epiteli ile benzerdir. Fakat epitel
katmanlar1 ve hiicre icerigi farklilik gosterir. Matrikste normal epitelden farkli olarak
bol miktarda Langerhans hicresi antijen sunucu olarak bulunur. Perimatriks ise
granulasyon dokusu yapisindadir ve matriks ile etkilesimi, kolesteatomdaki kronik

inflamasyonun ve destruktif stireclerin asil sebebidir(26).

Resim 2.1: Kolesteatom Histolojisi

(Mansour S, Magnan J, Nicolas K, Haidar H. Cholesteatoma. Middle Ear Diseases:
Springer; 2018. p. 318 alinmustir)



2.1.5. Kolesteatom Etyopatogenezi

Kolesteatom etyopatogenezi yapilan ¢ok sayida ¢aligmaya ragmen tam olarak
ortaya konulamamustir. Konjenital kolesteatom dokusunun fetal ve embriyolojik
hayattaki gelisim sirasinda orta kulakta kaldigi kabul edilmektedir(10). Konjenital
kolesteatom gelisimine yonelik teoriler 2.1.3. Kolesteatom tipleri basliginda
anlatilmistir.  Kolesteatom vakalarinin  biiylik ¢ogunlugunu olusturan akkiz
kolesteatom etyopatogenezine yonelik giinlimiizde ¢ok sayida calisma yapilmistir; bu

calismalar sonucunda etyopatgenez ile ilgili 6nemli verilere ulasilmistir(12, 13).

Akkiz kolesteatom patogenezine yoOnelik tarihsel agidan 6nemi olan 4 teori
ortaya atilmistir: Invajinasyon, immigrasyon, skuamoz metaplazi ve bazal hiicre
hiperplazisi teorisi. Fakat konjenital kolesteatomda oldugu gibi higbir teori tim akkiz

kolesteatom tiplerinin patogenezini tek basina agiklayamamistir(23).

Invajinasyon Teorisi

Wittmaack(28) 1933 yilinda yaptigi tanimlama ile bu eski ama kapsamli
teoriyi ortaya atmistir. Orta kulagin havalanma bozuklugu sonucunda olusan negatif
basing ve inflamasyonun hem retraksiyon posu olusumuna hem de epitel
proliferasyonuna yol acgarak kolesteatoma sebep oldugunu ifade eder. Orta kulaktaki
havalanma bozukluguna bagh gelisen kronik inflamasyon; retraksiyon posunda
prolifere deskuame epitelin birikmesine sebep olarak kolesteatom gelisimine yol
acacaktir. Bu teori primer akkiz kolesteatomlar1 agiklamaktadir(23). Fakat Ostaki
fonksiyonu normal olan hastalarda da kolesteatomun goériilmesi, negatif orta kulak
basincinin retraksiyon posu olustursa da tek basina kolesteatom olusturacak etkiyi
gOsterememesi teorideki eksiklerden yalnizca birkagidir(29). Gunimuizde bu
teorideki eksik noktalar1 gidererek Marchionni ve ark.(30) disventilasyon

sendromunu, Jackler ve ark.(29) mukozal traksiyon teorisini tanimlamistir.

Migrasyon Teorisi

Habermann(31) 1888 yilindaki ve Bezold(32) 1890 yilindaki tanimlamalari

ile bu eski ama hala gegerliligini koruyan teorinin sahipleridir. Enfeksiy6z, travmatik



veya iatrojenik sebeplere bagli olarak olusan timpanik membran perforasyonundan
dis kulak yolu epitelinin ilerleyerek kolesteatom olusturdugunu belirtir. Bu teori
sekonder akkiz kolesteatomlar1 agiklamaktadir(26). Fakat bu teori timpanik membran

perforasyonu olmadan gelisen kolesteatomlar1 agiklayamaz ve bu yaygin bir

durumdur(29).

Skuamoz Metaplazi Teorisi

Von Trolsch(33) tarafindan 1864’te olusturulan bu teori, kolesteatom
etyopatogenezine yonelik en eski teorilerden biridir. Orta kulak mukozasinin gelisen
kronik inflamasyon sonucunda skuamoz metaplazi ile kolesteatoma doniistiiglinii
savunur. Kronik inflamasyon sonucunda mukozada metaplazi gelismektedir; fakat bu
doniigiim asla kolesteatoma ilerlememektedir(23). Ayrica kolesteatom ve orta kulak
mukozasimin sitokeratin diizeyleri incelendiginde orijinlerinin farkli oldugu

goriilmiistiir(34). Bu teori guinumuzde kabul gérmemektedir.

Bazal Hicre Hiperplazisi Teorisi

Ik kez Lange tarafindan 1925 yilinda ortaya atilmistir(35). Pars flaccidadaki
epitel hucrelerinin inflamatuar strecler sonucunda psodopodlar ve keratin igeren
mikrokistler olusturarak subepitelyal tabakaya inmeleri ile kolesteatom gelisiminin
basladigim savunur(23). Ozelikle adeziv otitli hastalarda yapilan elektron
mikroskobu incelemelerinde de bu yapt gozlenmistir(36). Bu teorinin timpanik
membranin intakt oldugu, retraksiyon posu izlenmeyen vakalarda kolesteatom

gelisiminin basamaklarini agiklamaya katkist oldugu savunulmaktadir(37, 38).

Tarihsel 6nemi olan bu 4 teoriden hareketle ginimizde kolestetaom

etyopatogenezine yonelik yeni teoriler ve ¢aligsmalar ortaya konmustur(39):

Selektif Epitimpanik Disventilasyon Sendromu

Invajinasyon teorisinin gelistirilmesi ile Marchionni ve ark.(30) selektif

epitimpanik disventilasyon sendromunu tanimlamistir. Calismanin temelini Palva ve



ark.(40, 41) orta kulak anatomisinin epitimpanik havalanma ve orta kulagin
inflamatuar  hastaliklarina  etkisine  yoOnelik  ¢alismalar1  olusturmaktadir.
Otoendoskopik cerrahi geciren, dstaki tupu fonksiyonu normal olan attik retraksiyon
posu veya attik kolesteatomu olan hastalarda komplet tensor fold nedeniyle
epitimpanik bdlgenin  mezotimpanumdan tamamen ayrildigi, havalanmasinin
bozuldugu ve primer akkiz kolesteatomlarin patogenezinde bu bozulmus aerasyonun
¢ok oOnemli oldugu ortaya konmustur. Selektif disventilasyon sendromu normal
Ostaki fonksiyonunun tek basina epitimpanik bolge havalanmasinda yeterli
olmadigint inkomplet tensor fold ve acik timpanik istmusun bu bdlge havalanmasi
i¢in gerekli oldugunu ifade eder. Bu mekanizmanin bozulmasi attik retraksiyon posu

ve attik kolesteatom gelisiminin 6nemli bir sebebidir(30).

Kolesteatom: Defektif Yara Iyilesmesi Siireci

Giincel bir teori olarak kolesteatomun bozulmus bir yara iyilesme siireci
olabilecegi varsayilmaktadir. Kronik inflamatuar silire¢ sonucunda orta kulakta
olusan immun yanitin kontrolden ¢ikarak otokrin bir siireci baslattig
varsayllmaktadir(12). Her ne kadar yapilan ¢alismalarda kolesteatom olusumunda bu
bozulmus yara iyilesme siirecinin 6nemli bir rolii oldugu immunohistokimyasal
olarak ortaya konsa da kronik otitli her hastada neden kolesteatom gelismedigi
agiklanamamistir(39, 42). Ginimizde kolesteatom {iizerine yapilan molekiiler

biyoloji ve etyopatogenez calismalar1 bu konu {izerine yogunlagsmistir(12).

Mukozal Traksiyon Teorisi

Kolesteatom etyopatogenezine yonelik en son teori Jackler ve ark.(29)
tarafindan 2015 yilinda ortaya atilmistir. Teori; orta kulak mukozasindaki silier
hareketin ve timpanik membran i¢ yuzeyindeki mukozal go¢iin gozlenmesi ve buna
bagli yapilan ¢ikarimlara dayanmaktadir. Timpanik membran i¢ yiizeyi ve orta kulak
kemikgikleri lateral yiizeyi arasindaki etkilesim (mucosal coupling) retraksiyon
poslariin kolesteatoma ilerlemesinde indiikleyici giigtiir. Bu teoriye gore
kolesteatom mukozal bir hastaliktir ve bu durum hayvan ve insan deneylerinde

gbzlenmistir. Mukozal etkilesimin engellenmesinin  kolesteatom gelisiminde
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terapotik yaklasim oldugu savunulmustur. Bu teori primer akkiz kolesteatom

patogenezine yonelik 6nemli veriler sunmaktadir(29).

Goriildugu Uzere kolesteatom etyopatogenezi kompleks ve hibrid bir slrectir.
Higbir teori tek basina kolesteatomdaki proliferatif, destruktif, agresif streclerin
timiini birden agiklayamamaktadir. Bu nedenle siirece yonelik daha fazla molekuler

diizeyde ¢alismaya ihtiyag vardir(12).

2.1.6.Kolesteatom Molekuler Biyolojisi

Kolesteatom etyopatogenezindeki bilinmezler modern teknolojilerin de
yardimiyla arastirmacilari molekiiler ve hiicresel diizeyde kolestetaomu incelemeye
yonlendirmistir. Kolesteatomdaki kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun, destruktif
seyreden inflamatuar siireclerin anlasilmasi i¢in hiicre sinyal yolaklari, kolesteatom

molekdler biyolojisi Uzerine birgok arastirma yapilmistir(12).

Kolesteatomdaki  kronik  inflamatuar ~ stirecin ~ matrikste  bulunan
keratinositlerle perimatrikste bulunan fibroblastlar arasi gelisen parakrin ve otokrin
etkilesimler sonucu oldugu diigiiniilmektedir. Matriks keratinositlerinden kompleks
hiicresel sinyal yolaklar1 sonucunda salinan IL-1, IL-6, IL-8, PTHrP gibi inflamatuar
stokinler perimatriks fibroblastlarini etkileyerek KGF, EGF, tumor necrosis factor a
(TNF-0), transforming growth factor o(TGF- «), platelet-derived growth
factor(PDGF), Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (Gm-CSF) gibi
sitokinlerin salinmasina yol agarak matriks keratinositlerini yeniden uyarir. Olusan

bu kisir dongii kolesteatom etyopatogenezindeki temel hiicresel mekanizmadir(43-

46).
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Fibroblast
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Autocrine Loop
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Sekil 2.1: Kolesteatomun molekiiler patogenez mekanizmasi

( Kuo CL. Etiopathogenesis of acquired cholesteatoma: prominent theories and

recent advances in biomolecular research. The Laryngoscope. 2015;125(1):234-40.)

Parakrin ve otokrin olarak induklenen inflamatuar sure¢ kolesteatomdaki
kemik rezorbsiyonunun ve komplikasyonlarm da en énemli sebebidir. Ozellikle 1L-1,
IL-6, IL-17 ve PTHrP osteoklastlar1 uyararak destruktif siireci baslatir(47-49). Bu
sitokinler receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand(RANKL) uyararak
osteoklastogenezi uyarir. Aktive edilmis B ve T lenfositlerin de osteoklastogenezdeki
onemli RANKL kaynaklar1 oldugu bilinmektedir. RANKL aracili baslayan bu
mekanizma kolesteatom yapisindaki hiicrelerden matriks-
metalloproteinazlarin(MMP) salinmasiyla kemik destruksiyonu ile sonuglanir(8, 47,
50)

Mevcut inflamatuar siireci artiran 6nemli bir etken de kronik otitlere bagl
orta kulakta kolonize olan bakterilerdir.  Bakterilerin  sahip  oldugu
lipopolisakkaritler(LPS) dogal ve kazanmilmis bagisiklik elemanlarini harekete
gecirirler. Toll like receptors(TLR) antijen sunucu hiicre, makrofaj, epitelyal,
endotelyal hiicre ve T lenfositlerde bulunan, patojen Gnitlerine karsit reaksiyon
olusturan, hiicre ylizeyinde ve sitoplazmada yer alan reseptorlerdir(51). insan epitel
hiicrelerinde bilinen yaklasik on kadar TLR mevcuttur, mikroorganizmalara karsi

immun yanitta koruyucudurlar. TLR1, 2, 4, 5, 6 hiicre yiizeyinde yer alip LPS ile
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uyarilirken; TLR 3, 7, 8, 9 sitoplazmada yer alir ve patojen niikleik asitleri ile
uyarilir(52). Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) TLR uyarimi
yaparak bu inflamatuar kaskadin ve immun yanitin baslamasinda 6nemli rol
oynar(53, 54). Bu uyarim kolesteatom etyopatogenezinde de énemli rol oynayan NF-
kB uyarimi ile inflamatuar kaskadi baslatir(55). Yapilan ¢aligmalar kronik otitis
media hastalarinda TLR2 ve TLR4 ekspresyonunun arttigini ve patogenezde bunun
onemli rol oynadigmi otaya koymustur(56, 57). Kolesteatom patogenezinde
bakteriler kolesteatom dokusundaki keratin tabakanin olusturdugu elverisli ortam ile
orta kulakta biofilm olustururlar. Bu tabakadaki lipopolisakkaritler TLR etkilesimi
ile immun yanit1 kronik olarak agresif olarak indikleyerek hiicresel patogenezi ve
destruksiyonu artirir(58-60). TLR  mekanizmasi  giiniimiizde kolesteatom
etyopatogenezinde alternatif tedavi secenekleri i¢in yogunlasilan yolaklarin basinda

gelmektedir.

Kolesteatomdaki kontrolsuz hiicre proliferasyonunun bir sebebi de apopitoz-
antiapopitoz mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasidir. Yapilan calismalar
kolesteatom dokusunda iyi bilinen bir apopitotik protein olan p53 seviyesinde
degisiklik olmaksizin, FLICE benzeri antiapopitotik proteinin ve proliferasyon

markeri ola Ki-67’nin 6nemli oranda arttigini gostermistir(47, 61).

Apopitoz siireclerinde bir diger O6nemli mekanizmanin microRNA’lar
oldugunu, edinilmis kolesteatomda hiicre proliferasyonunun bu mekanizma ile
kontrol edildigini Friedland ve ark.(62) 2009 yilindaki ¢aligmalarinda gostermistir.
Kolesteatomdaki hticre proliferasyonu, invazyonu ve bozulmus apopitoz siirecinden
microRNA(miR)21’in upregulasyonunun sorumlu oldugu ortaya konulmustur(62).
Guncel bir ¢alismada da buradan hareketle 7a microRNA’nin miR21’in down
regulasyonu yoluyla apopitozu indiikledigi keratinosit proliferasyonu ve
invazyonunu inhibe ettigi ortaya konmustur. Olas1 medikal tedavi ¢aligmalari i¢in bu

bulgu ¢ok 6nemlidir(63).

2.1.7. Kolesteatom Hucre Proliferasyonundaki Sinyal Yolaklari

Kolesteatom etyopatogenezinde gorevli hiicresel sinyal yolaklarin incelenmesi

gelistirilecek olan alternatif tedavi protokolleri agisindan yol gosterici olacaktir.
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EGFR/PI3K/PKB Sinyal Yolag

Kolesteatomdaki kronik enfeksiy0z siiregler sonucunda ortaya ¢ikan toksik
tiriinler EGFR/PI3K/PKB yolagin1 uyararak hiicre proliferasyonu ve hayatta kalimi
ile ilgili bir dizi kaskadi aktiflestirir(64). EGFR insan epitelyal timorlerinde de
ekspresyonu gosterilmis; kolesteatomdaki hiicresel proliferasyon ve farklilasmada
roli olan bir reseptordur(65, 66). EGFR/PI3K/PKB yolagindaki aktivasyon ile
fosforile olan protein kinaz B(PKB)-AkKt programli hiicre o6liimiinden sorumlu
caspase 9 gibi apopitotik proteinleri inaktive ederek apopitozu engeller(67). Ayrica
NF- kB ve siklin D1 indiikklenmesi ile hiicre proliferasyonunu da uyarir(68).
Phosphatase and tensin homologue(PTEN) bu yolag1 baskilayan énemli bir timor
supresor gendir(69). Bu yolak Ulzerine yapilan ¢alismalarda kolesteatom dokusunda
normal dis kulak yolu epiteline gére EGFR, PKB, siklin D1, NF- kB seviyeleri
yiiksek olarak saptanmustir. Tirozin kinaz reseptor ailesinden olan EGFR bu 6nemli
yolagin ilk basamaginda yer almaktadir(70). Buna ek olarak EGFR yolagini
baskilayan PTEN geni ekspresyonu kolesteatom dokusunda azalmis olarak
bulunmustur(71). Bu yolagin AG1478 ve LY-294002 molekiilleri ile inhibe edildigi
giincel  calismada,  keratinositlerin ~ proliferasyonunun  inhibe  oldugu
gosterilmistir(72). Bu nedenlerle EGFR/PI3P/PKB yolaginin inhibisyonu ilag
gelistirme ¢alismalarinda potansiyel hedeftir(72).

Cell proliferation

Sekil 2.2 : EGFR/PI3K/PKB Sinyal Yolagi

(Xie S, Xiang Y, Wang X, Ren H, Yin T, Ren J, et al. Acquired cholesteatoma
epithelial hyperproliferation: roles of cell proliferation signal pathways. The
Laryngoscope. 2016;126(8):1923-30.)
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MAPK Sinyal Yolag:

MAPK sinyal yolaginin hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, farklilasmasi gibi
konularda 6nemli islevleri bulunmaktadir. p38MAPK, extracelluar signal-regulated
kinase (ERK)1/2 ve c-Jun N-terminal kinase (JNK) MAPK siperailesinin en 6nemli
uc uyesidir(13). Bu g kinaz da inflamatuar sitokinler tarafindan uyarildiklarinda NF-
kB’y1 indiikleyerek hiicre proliferasyonunu artirirlar(73-75). Huisman ve ark.(76-78)
yaptigi 3 c¢alismada kolesteatom epitelinde p38MAPK, ERKI1/2’nin normal
retroauriculer cilt epiteline gore yuksek ekspresyonu saptanmis, JNK diizeyleri ise
normal bulunmustur. Kolesteatoma yonelik medikal tedavi arastirmalarinda
p38MAPK ve ERK yolagina yonelik medikal tedavi arastirmalart da potansiyel
tedaviler acisindan umut verici olacaktir.

tors,
ry cytokines, etc

SNy nraas:

Sekil 2.3 : MAPK Sinyal Yolagi

(Xie S, Xiang Y, Wang X, Ren H, Yin T, Ren J, et al. Acquired cholesteatoma
epithelial hyperproliferation: roles of cell proliferation signal pathways. The
Laryngoscope. 2016;126(8):1923-30.)

IL-6/STATS3 Sinyal Yolag:

IL-6 janus kinase(JAK)/STAT yolagini uyaran en &nemli proinflamatuar
sitokindir. Bu aktivasyon sonucunda htcre iginde NF- kB, siklin D1 gibi maddeler
induklenerek hticre proliferasyonu artar. IL-6 ve STAT3 ekspresyonunun
kolesteatom epitelinde normal dis kulak yolu epiteline gore yiiksek oldugu

gosterilmistir(62, 79). Farkli kanserlerde IL-6/STAT yolaginin inhibisyonu tedavi
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umudu dogurmustur, hiicre g¢aligmalarinda benign bir hastalik olan kolesteatom
epitelinde de yuksek ekspresyonu saptanan bu yolak iizerine g¢alismalar umut
vadedecektir(13).

Sekil 2.4. IL-6/STAT3 Sinyal Yolag:

(Xie S, Xiang Y, Wang X, Ren H, Yin T, Ren J, et al. Acquired cholesteatoma
epithelial hyperproliferation: roles of cell proliferation signal pathways. The
Laryngoscope. 2016;126(8):1923-30.)

Id-1/ NF- kB/Siklin D1 Yolag:

Bu hiicresel yolagin keratinosit hayatta kalimi ve proliferasyonunda 6énemli
rol oynadig: farkli ¢aligmalarla kanitlanmistir, kolesteatom epitelinde de bu yolagin

rolii gosterilmistir(80, 81).

P
Nt

Sekil 2.5. : 1d-1/ NF- «B/Siklin D1 Sinyal Yolag:

(Xie S, Xiang Y, Wang X, Ren H, Yin T, Ren J, et al. Acquired cholesteatoma
epithelial hyperproliferation: roles of cell proliferation signal pathways. The
Laryngoscope. 2016;126(8):1923-30.)
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miRNA Aracili Sinyal Yolag:

miRNA’lar kodlama yapmayan, mesajct RNA’lar1 etkileyerek post-
transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu dizenleyen molekillerdir(82). miRNA21
disregulasyonu neoplastik ve hiperproliferatif hastaliklarda 6nemli bir patogenez
basamagidir(62). Friedland ve ark.(62) miRNA21’in edinilmis kolesteatom
epitelindeki proliferatif roliinii tanimladigindan beri bu konu bir¢ok aragtirmacinin
ilgisini ¢ekmistir. Friedland ve ark.(62) miRNA21’in kolesteatom epitelinde artmis
ekspresyonunu ve buna bagli azalmis PTEN gen ekspresyonunu normal dis kulak
yolu cildi ile karsilastirarak saptamistir. Chen ve ark.(83, 84) yaptiklar1 ¢alismalarda
mMIRNA21 ve let7-miRNA arasindaki dengenin kolesteatomun benign hastalik
dogasini olusturdugunu belirtmistir. Zhang ve ark.(63) da let7-miRNA’nin
kolesteatomdaki hiicre proliferasyonu ve invazyonunu durdugunu kanitlamiglardir.
Yapilan giincel calismalarda miRNA802 ve miRNA16-1-3p’nin de kolesteatom
dokusunda arttigi, miRNA-10a-5p’nin belirgin oranda azaldigi gézlenmistir(85, 86).
Hiicre proliferasyonunu artiran miRNA’lar PI3P/PKB yolag: ile NF- kB iizerinde
proliferasyonu uyarip, PTEN gibi timor supresor genleri baskilamaktadir(86).
miRNA’lar sadece kolesteatomdaki hiicre proliferasyonunda degil kemik
rezorbsiyonu ve osteoklast aktivasyonu gibi slreclerde de oénemli rol oynar.
Kolesteatom  dokusunda miRNA17 aracili  osteoklast aktivasyonu ve
diferansiyasyonu oldugu gosterilmistir(87). Giincel c¢alismalarin da yogunlastigi
miRNA’lar kolesteatoma yonelik medikal tedavi segenekleri agisindan ¢ok onemli

birer potansiyel hedeftir.
KGF/KGFR Sinyal Yolag:

Keratinocyte growth factor (KGF) fibroblast growth faktor ailesine mensup
hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasinda 6nemli bir molekiildiir(88).
KGF KGFR’e baglanarak PI3P/PKB ve MAPK sinyal yolaklar1 iizerinden hiicre
proliferasyonunu uyarir(89, 90). Yamamoto-Fukuda ve ark.(91, 92) kolesteatom
epitelinde  artnms  KGF  ekspresyonunun  hiicre  proliferasyonuna  ve
diferansiyasyonuna etkisini hiicre kiiltiir galismasinda gostererek bu yolagin dnemini
vurgulamistir. Yamamoto-Fukuda ve ark.(93) bu bulgular 1s1ginda selektif KGFR
inhibitord olan SU5402’yi rat modelinde kolesteatom hiicrelerine uygulayarak
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kolesteatom hiicrelerinin proliferasyonunu durdurmuslardir. Ge¢miste kolesteatom
tizerine medikal tedavi secenegi olarak denenen topikal 5-FU da KGFR yolagini
etkileyerek kolesteatom hiicrelerinde KGF seviyelerini diisiiriip proliferasyonu
negatif yonde etkilemistir(15). Bu nedenle KGF/KGFR yolag: ilag gelistirme

calismalari i¢in bir diger spesifik hedef olarak diisiiniilebilir.

Sekil 2.6. : KGF/KGFR Sinyal Yolag:

(Xie S, Xiang Y, Wang X, Ren H, Yin T, Ren J, et al. Acquired cholesteatoma
epithelial hyperproliferation: roles of cell proliferation signal pathways. The
Laryngoscope. 2016;126(8):1923-30.)

2.1.8. Kolesteatomun Medikal ve Cerrahi Tedavi Secenekleri

Kolesteatom Cerrahi Tedavi Secenekleri

Gunimuzde kolesteatom tedavisinde kiiratif tek tedavi segenegi cerrahi
tedavidir. Cerrahi tedavinin amaci hastaliktan temizlenmis, akintisiz, kuru bir kulak

yaratmaktir(4).

Gunimuiz modern kolesteatom cerrahisinde ilk planda dis kulak yolu arka
duvarinin korundugu canal wall up(CWU) timpanomastoidektomi prosedirleri tercih
edilmektedir. Ozellikle pnomotize mastoidlerde, Ostaki fonksiyonu iyi olan
hastalarda, dis kulak yolu arka duvari erode degilse ve tiim kolesteatom dokusu bu
prosediirle ¢ikarilabilecekse bu teknik tercih edilmektedir. Anatomik ve fizyolojik
yapilarin korunmasi ile hizli 1yilesme, daha iy1 isitme sonuglar1 bu teknigin en 6nemli

avantajlariyken; beklenmeyen niiksler, ikinci baki cerrahiler gerektirebilmesi
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dezavantajlaridir. Daha ileri ve yaygin kolesteatom vakalarinda ise dis kulak yolu
arka duvarmin indirildigi canal wall down(CWD) timpanomastodektomi teknikleri
uygulanir. Yaygin, komplikasyonlu veya dis kulak yolu arka duvarimi erode eden
kolesteatom vakalarinda, tek isiten kulagin hastaliklarinda, skleroze mastoid veya
Ostaki disfonksiyonu durumunda, takibe gelemeyecek hastalarda bu prosedur
uygulanmaktadir. Hastalik kontroliinli daha iyi saglamasi takiplerde niikslerin daha
erken saptanmasi teknigin en Onemli avantajlariyken; isitme sonuglarmin kotl
olmasi, rekonstriiksiyon gerektirmesi, olusan mastoid kaviteye bagli hastanin hayat
kalitesini diislirmesi ve mastoid hiicrelerin yetersiz agilmasi, asir1 biiyiik kavite veya
yetersiz meatoplasti nedeniyle akintili kulaklarin sik goériilmesi bu teknigin en 6nemli
dezavantajlaridir. Bu tekniklerde CWU’daki yiiksek niiks oranlari, CWD’deki akint1
problemleri bu tekniklerin modifikasyonlar1 olan mastoid obliterasyonu, transkanal

attikotomi, bondy mastoidektomi gibi teknikleri de ortaya ¢ikarmistir(26).

Kolesteatom cerrahisinde son yillarda endoskopi de siklikla kullanilmaktadir.
Otoendoskopinin kolesteatom cerrahisinde en 6nemli avantaji klasik tekniklerle zor
gorulebilen sinus timpani, fasiyal reses, attik bolge gibi anatomik alanlara hakimiyet
saglamasidir. Endoskopik cerrahinin en 6nemli dezavantaji ise tek elle galisma
gerektirmesidir. Kombine cerrahilerin anatomik hakimiyeti artirmasi sebebiyle;
mikroskobik, endoskopik veya mikroskobik/endoskopik ydntemlerde uzun dénem

sonuglarda avantaj sagladig1 gosterilmistir(5, 26, 94).

Kolesteatom Alternatif Medikal Tedavi Secenekleri

Kolesteatom tedavisinde deneyimli cerrahlarda bile farkli oranlarda niikslerin
gorilmesi, arastirmacilart medikal tedavi aragtirmalarina yonlendirmistir(5, 6, 13).
Yapilan tiim arastirmalara ragmen medikal tedavi olarak kullanima girecek ideal
molekiil bulunamamistir. Etyopatogeneze yonelik yapilan arastirmalar alternatif
medikal tedavi secenekleri olusturulmasi i¢in potansiyel hedefler dogurmustur(13).
Kolesteatomdaki skuamoz diferansiyasyon sureci ve epitelyal timérlerle ortak sinyal
yolaklarinin olmasi epitelyal tlimor tedavisindeki antitiimdral ilaglarin kolesteatom

tizerine etkilerini arastirma konusu yapmustir.
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5-Florourasil (5-FU)

5-FU c¢ok uzun yillardir antikanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir(95).
Sentetik bir pirimidin analogu olan 5-FU timidilat sentaz inhibisyonu yaparak DNA
ve RNA sentezini bozarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterir(96). Bu sebeple
5-FU’in kolesteatom hiicreleri {lizerine etkileri bir¢ok calismada incelenmistir. Bu
calismalarda 5-FU’nun kolesteatom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve
alternatif bir medikal tedavi segenegi olabilecegi gosterilmistir(15, 16, 97). 1998
yilinda Japon Otoloji Dernegi yillik toplantisinda 5-FU’nin seg¢ilmis vakalarda
kolesteatom hastalarina uygulanabilecegi belirtilmistir(98). Fakat 5-FU’nun
sitotoksik etkileri nedeniyle yan etkileri (zerine daha fazla ¢aligma yapilmasina
ithtiyag vardir. Hayvanlar {lizerine yapilan bir ¢alismada bu ilacin ototoksik etkileri
gosterilmistir(17). Bu nedenlerle 5-FU iizerine daha fazla klinik g¢alismaya ve
kolesteatom etyopatogenezindeki spesifik yolaklari hedefleyen molekiilerin

aragtirtlmasina ihtiyag vardir.

Siklosporin

Siklosporin temel olarak T lenfositler Uzerinden etki gdsteren, giinimizde
doku transplanti ve psoriazis hastalarinda kullanilan bir ajandir(99). Antijen sunucu
hiicre ve T hiicre etkilesimi sonrasinda T hiicre reseptorii aktiflesir ve kalsiyum
miktar1 hiicre icinde artar. Artan kalsiyum kalmoduline baglanir ve bu kompleks
kalsindrini aktive ederek T hicre nukleer faktor sitoplazmik kismimin (NFaTc)
uyarimi ile inflamatuar sitokinlerin salnimina yol agar(99). Siklosporin siklofiline
baglanarak kalsindrin inhibisyonu yoluyla bu mekanizmay1 bloklar. Siklosporin bu
sekilde hem dermisteki lenfosit, makrofaj sayisim1 azaltir; hem de antijen sunucu
hiicre, T lenfosit aktivasyonunu bozar. Ayrica keratinosit proliferasyonunu inhibe
eder(99). Bu bilgilerden hareketle T lenfositler izerinden osteoklast aktivasyonu ile
kemik destruksiyonu gorilen, keratinosit proliferasyonunun durdurulamadigi
kolesteatom hiicrelerinde siklosporin potansiyel bir tedavi molekuludir. Bildigimiz
kadartyla literatirde kolesteatom hicrelerinde siklosporinin etkileri Gzerine bir

¢alisma bulunmamaktadir.
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Takrolimus

Oral takrolimus transplant hastalarinda uzun yillardir kullanilirken, topikal
takrolimus da atopik dermatit gibi hastaliklarin tedavisine kullanilmaktadir.
Takrolimus makrofiline baglanarak kalsinoriin inhibisyonu ile siklosporine benzer
bir etki ile inflamasyonu, epidermal antijen sunucu hicrelerin aktivasyonunu
durdurur(100). Siklosporinden farkli molekiile baglanarak etki gosteren bu molekiil
de kolesteatom da potansiyel bir tedavi molekuliidir. Bildigimiz kadariyla literatiirde
kolesteatom  hiicelerine  yonelik  takrolimusun etkileri {izerine ¢alisma

bulunmamaktadir.

Imiquimod

Imiquimod; bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom, skuamoz
hiperplazi, herpes enfeksiyonlari tedavisinde kullanilan glgcli antiviral ve antitimoral
etkinligi olan bir ajandir(101). Imiquimod temel etkisini TLR-7 iizerinden NF- «B
aktivasyonu ile proinflamatuar sitokinleri ve immun cevabi uyararak gosterir(102).
Bunun tersine imiquimod terapotik fakat yiksek konsantrasyonlarda adenozin
reseptori Uzerinden apopitotik etki gostererek hiicre proliferasyonunu durdurur.
Imiquimod molekiiliiniin baslattig1 inflamatuar mekanizma sonucunda negatif
feedback ile apopitozu indiikledigi ve bu yolla timoral hicrelerde sitotoksik etki
gosterdigi izlenmistir(103, 104). Imiquimodun bu apopitotik etkisi kolesteatom
hucrelerinde 6nemli bir yolak olan NF- kB yolagini baskilayarak potansiyel tedavi
umudu olacag diistiniilmektedir. Literatiirde dermatolojik hastaliklarda keratinositler
tizerine etkileri arastiritlan imiquimod ile ilgili kolesteatoma yonelik calisma

bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi (ESOGUTF)
Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.
05.06.2018 tarih ve 07 karar numarali ESOGUTF Girisimsel Olmayan Etik Kurul
izni ile c¢alismaya  baslanmigtir.  Caligmada;  kolesteatom  nedeniyle
timpanomastoidektomi operasyonu yapilan 3 hastadan kolesteatom dokusu elde
edilerek hiicre kiiltlirii olusturulmustur. Caligmaya katilan her hastadan aydinlatilmis
onam formu alinistir. Alinan kolesteatom dokular1 ile ESOGUTF Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda in vivo hiicre kiltiri olusturulmustur. Calismanin biitgesi;
Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

Destek Projesi ile karsilanmistir.

3.1.Deney Plam

Calismada; ESOGUTF Kulak Burun Bogaz Hastaliklart Anabilim Dali’na
kulak akintisi, isitme kayb1 sikayetleri ile bagvuran hastalar incelendi. Muayene ve
klinik bulgulari kolesteatom ile uyumlu olan ve temporal kemik-difiizyon manyetik
rezonans goruntulemesi (MRG) kolesteatom olarak raporlanarak
timpanomastoidektomi cerrahisi planlanan, 18 yasindan biiylik 3 hasta calismaya
dahil edildi. Genel anestezi altinda timpanomastoidektomi operasyonu yapilan bu 3
hastadan elde edilen kolesteatom dokular1 streptomisin-penisilin iceren Hank’s
balanced salt solution (HBSS) soliisyonu igerinde Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na
tasindi. Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda alinan o6rneklerden doku
kiiltiirii olugturulmak iizere gerekli metodlar uygulandi. Ayrica HEKa hazir hiicre
dizileri de kultire edildi. Olusturulan doku ve hicre kultlrlerine kolesteatom
etyopatogenezindeki muhtemel yolaklar1 bloklayan 5-FU, siklosporin, takrolimus,
imuquimod ilaglart uygun dozlarda uygulandi. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) testleri ile sitokin 6lciimleri, hiicre canlilik testleri yapilarak alternatif

medikal tedavi segenekleri ve etyopatogenezdeki molekiiler yolaklar aragtirildi.
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3.1.1. Kolesteatom Dokusu Elde Edilmesi ve Transportu

18 yasindan biiyiik, muayene, klinik bulgular1 kolesteatom ile uyumlu olan ve
temporal kemik-difiizyon manyetik rezonans gorintilemesi (MRG) kolesteatom
olarak raporlanarak genel anestezi altinda timpanomastoidektomi operasyonu yapilan
3 hastadan kolesteatom dokulari elde edildi. Saglanan numuneler vakit kaybetmeden
streptomisin-penisilin iceren 5 ml (HBSS) igerisinde Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarina nakledildi.

3.1.2. Kolesteatom Doku Kiulttirt ve HEKa Hiicre Kiiltiirii Olustrulmasi

Transportu saglanan dokular parcalanarak kiigiiltiildii. iki kez HBSS ile
yikanip, 1500 rpm’de 5 dakika santrifiije tabi tutuldu. Kolesteatom dokulari, makasla
daha kiglk parcalara kesilip, kollojenaz/dispaz solisyonunda yaklasik 1 saat
37°C’de tutularak hticrelerin ayrismasi saglandi(105). Daha sonra enzimi inaktif hale
getirmek icin %2’lik fetal bovin serum (FBS) (Biological Industries Kat. No. 04-007-
1B) kalsiyum ve magnezyum icermeyen fosfat tampon ¢ozeltisi phospate buffered
saline (PBS) ile muamele edildi. 1200 g 5 dk santrifiij sonrasi iist kisim atilarak
lizerine FBS’siz PBS konarak 1200 g 5 dk santriftj edildi. Ust kisim atilarak % 0.25
Tripsin (Biological Industries Kat. N0.03-053-1B) ile pipetaj yapilarak muamele
edilip %2’ lik FBS’li ve kalsiyum igeren PBS eklenip 1200 g 5 dk santrifiij edildi.
Ust kisim atilarak alttaki hiicreler 1 ml besiyeri i¢inde homojen hale getirilerek bir
kismi dondurma besiyerinde (%10 dimetil sulfoksit-DMSO, %90 FBS) - 80°C’de
saklandi. Geri kalani ise hiicre kiiltiir flaskina aktarilarak kiiltiire edildi. Kolesteatom
keratinositlerini ¢ogaltmak icin FBS ve 5 mg/mL gentamicin ve amfoterisin
keratinosit serum free medium kullanildi. Hazir keratinosit hiicre dizisi (HEKa) %10
Fetal Bovine Serum iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) icerisinde,
37°C, % 5 COz2 igeren inkiibatorde nemlendirilmis atmosferde inkiibe edildi (103).
Tum hicreler deney o6ncesinde ¢ogaltilarak stoklama islemleri yapildi. Canliligin
belirlenmesi icin Tripan Blue yontemi kullanildi. Hicreler tripsinlenerek flask
tabanindan kaldirildi ve sonra 10 pl tripan blue (Gibco, UK) boyasiyla 10 pl hiicre
ornegi karistirildi. JuLI™ Br (Nanoentek Inc. Seul, Kore) kiti icerisinde bulunan
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slayta aktarildi. Sonuglar JuLI™ Br cihazinda analiz edilerek % olarak canli hiicreler

belirlendi.(Resim 3.1.)

Resim 3.1.: JuLI™ Br Cihaz1

Kontrol hicre kiiltiiriinde kullanilan HEKa hiicreleri insan cilt epitelinden
elde edilen hazir keratinosit hiicreleriydi. Hiicrelerin kiiltiir islemi i¢in dondurucudan
bir adet keratinosit blylme kiti (Keratinocyte Growth Kit) ve dermal hiicre bazal
ortami-485ml(dermal cell bazal medium) alindi. Tiim biiyiime kiti bilesen siselerinin
ve bazal ortam sisesinin dig yiizeyleri otoklavda sterilize edildi. Kullanilan tim
malzemelerin steril olmasina dikkat edildi. Biiyime kiti bilesenleri bazal ortama
eklenmeden hemen 6nce ¢ozildu. L-glutamin bileseni 37 © C su banyosunda 1sitildi
ve calkalanarak homojenizasyonu saglandi. Aseptik teknik kullanilarak ve
biyogiivenlik kabini i¢inde ¢aligilarak, her bir biiyiime kiti bileseninin Tablo 3.1.2°de
belirtilen hacmi, her transfer i¢in ayr1 bir steril pipet ile bazal ortam sisesine aktarildi.
Olusturulan biiylime ortami sisesinin kapagi sikica kapatildi, etiketlendi, tarih atildi

ve 2-8 ° C sicaklikta saklanmak tlizere buzdolabina konuldu.
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Tablo 3.1. Keratinosit Biiyiime Kiti Bilesenleri

icerik Hacim  Son Konsantrasyon
Bovine Pituitary Extract (BPE) 2.0 mL 0.4%
rh TGF-a 0.5mL 0.5 ng/mL
L-Glutamine 15.0 mL 6 mM
Hydrocortisone Hemisuccinate 0.5 mL 100 ng/mL
rh Insulin 0.5mL 5 mg/mi
Epinephrine 0.5mL 1.0 mM
Apo-Transferrin 0.5mL 5 mg/ml

Kiltir  %70-80 hiicre yogunluguna ulastiginda normal keratinosit
pasajlanmasina ge¢ildi. Birincil hicreler icin Tripsin-EDTA (ATCC PCS-999-003)
ve Tripsin Notrlestirici Soliisyonu (ATCC PCS-999-004) ayrismadan Once oda
sicakligina 1sitildi. Hiicreler ile kullanimdan 6nce tam biiyiime ortam1 da 37 ° C'ye
sitildi. Her flask igin, tek tabakaya(monolayer) zarar vermeden dikkatlice aspirasyon
yapildi. Kalint1 ortami ¢ikarmak i¢in hiicre katmani bir kez 3-5 mL D-PBS (ATCC
30-2200) ile durulandi. Her flaska 6nceden 1sitilmig tripsin-EDTA ¢ozeltisi (her 25
cm? icin 1-2 mL) eklendi. Tripsin-EDTA c¢6zeltisinin hiicrelerin Uizerinde tam
kaplama saglamasi i¢in flask yavasga sallandi, sonrasinda tek tabakali fazla sivi
aspire edildi. inverted mikroskop altinda incelenen flasktaki hiicreler ayrilmaya
basladiginda hizlica her bir flaska hizla esit miktarda Tripsin Notralize Edici
Soliisyon (ATCC PCS-999-004) eklendi. Ayrilmis hiicreler steril bir santrif(ij tipine
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aktarildi. Geride kalmis olabilecek hiicreleri toplamak icin doku kdltiirii flaskina 3-5
mL D-PBS (ATCC 30-2200) eklendi. D-PBS/hiicre karisimi Tripsin EDTA/ayrilmis
hiicre iceren steril santrifiij tiipiine alindi. 3 ila 5 dakika boyunca 150 x g'de
santrifujlendi. Sonrasinda nétrlesme soliisyonu aspire edildi ve kalan hiicreler yeni
hazirlanarak 1sitilmis biiyiime ortamina alindi. Hiicreler sayildi ve cm? basina 2.500
ila 5.000 hiicre yogunlugunda yeni kiiltiir flasklar1 olusturuldu. Hucreler 48 saat
boyunca 37°C, % 5 CO>’de inkiibe edildi (Resim 3.2., Resim 3.3, Resim 3.4.).

Resim 3.2. Kiiltiir Asamalarinin Gergeklestirildigi inkiibatdr ve Inverted Mikroskop

Resim 3.3. Ekim ve Pasajlama Islemlerinin Gergeklestirildigi Laminar Kabin
(Class II), Su Banyosu, Inverted Mikroskop
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.

Resim 3.4. Kabinde Pasajlama islemi

3.1.3 Caliyma Gruplan

Timpanomastoidektomi operasyonu ile 3 hastadan elde edilen kolesteatom
dokulari hiicre kiiltiir yontemleri ile ¢ogaltilarak 11 ana grup, alt gruplarla birlikte 87

grup olusturulmustur.

Grup 1: 5-FU Uygulanan Hucreler(n:9): Bu grup hiicrelere diisiik, orta ve
yuksek doz olmak (zere 3 dozda 5-FU uygulanmis, bu uygulamalar hiicrelere 3’er
kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmis ve 48.saat sonunda ilgili 6l¢timleri

yapilmustir.

Grup 2: Siklosporin Uygulanan Hucreler(n:9): Bu grup hiicrelere diisiik,
orta, yuksek doz olmak iizere 3 dozda siklosporin uygulanmig, bu uygulamalar
hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmis ve 48.saat sonunda ilgili

Olctimleri yapilmistir.

Grup 3: Takrolimus Uygulanan Hucreler(n:9): Bu grup hiicrelere diisiik,

orta, yuksek doz olmak (izere 3 dozda takrolimus uygulanmistir, bu uygulamalar
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hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmis ve 48.saat sonunda ilgili

Ol¢iimleri yapilmaistir.

Grup 4: imiquimod Uygulanan Hiicreler(n:12): Bu grup hiicrelere diisiik,
orta, yliksek ve ¢ok yiiksek doz olmak iizere 4 dozda imiquimod uygulanmistir, bu
uygulamalar hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 12 alt gruba ayrilmis ve 48.saat

sonunda ilgili 6lgtimleri yapilmustir.

Grup 5: Kolesteatom Hucreleri Kontrol Grubu(n:3): Bu gruptaki
kolesteatom htcrelerine higbir ilag uygulanmamis olup 3 grup olarak 6lgumleri

yapilmistir.

Grup 6: Kolesteatom Huicreleri 48. Saat Kontrol Grubu(n:3): Bu gruptaki
kolesteatom hiicrelerine hicbir ila¢ uygulanmamis olup 48.saat sonunda 3 grup olarak

Olctimleri yapilmistir.

Grup 7: HEKa Hiucreleri 48. Saat Kontrol Grubu(n:3): Bu gruptaki hazir
keratinosit hiicreleri saglikli hiicreler olarak higbir ila¢ uygulanmadan 48. Saat

sonunda 3 grup olarak olgtimleri yapilmistir.

Grup 8: 5-FU Uygulanan HEKa Hicreleri Grubu (n:9): Bu grup
hiicrelere diisiik, orta ve yliksek doz olmak iizere 3 dozda 5-FU uygulanmis, bu
uygulamalar hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmis ve 48.saat

sonunda ilgili dl¢timleri yapilmstir.

Grup 9: Siklosporin Uygulanan HEKa Hiucreleri Grubu (n:9): Bu grup
hiicrelere diistik, orta, yiiksek doz olmak iizere 3 dozda siklosporin uygulanmis, bu
uygulamalar hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmig ve 48.saat

sonunda ilgili 6l¢timleri yapilmistir.
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Grup 10: Takrolimus Uygulanan HEKa Hiucreleri Grubu (n:9 Bu grup
hiicrelere diisiik, orta, yliksek doz olmak iizere 3 dozda takrolimus uygulanmistir, bu
uygulamalar hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 9 alt gruba ayrilmis ve 48.saat

sonunda ilgili 6l¢iimleri yapilmustir.

Grup 11: imiquimod Uygulanan HEKa Hiicreleri Grubu(n:12): Bu grup
hiicrelere diisiik, orta, yiiksek ve ¢ok yiiksek doz olmak lizere 4 dozda imiquimod
uygulanmistir, bu uygulamalar hiicrelere 3’er kez yapilmis, toplamda 12 alt gruba

ayrilmis ve 48.saat sonunda ilgili 6l¢timleri yapilmustir.

3.1.4. ilaclarin Hiicrelere Uygulanmasi

Kolesteatom keratinositleri ve HEKa hicreleri Tripan blue ile boyanip,
sayilarak ayr1 tabakalar Gizerinde 2 x 10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. 5 giin
boyunca kilture edildi. Boylece primer kolesteatom keratinositleri ve HEKa
hiicreleri kullanilarak iki alternatif model gelistirildi. Kontrol grubunu olusturacak
hlcreler kolesteatom 6rnekleri ile hazir keratinosit hiicre dizisi (HEKa) kullanilarak
hazirland1(103). Deney asamasina almman keratinosit hiicrelerinde skuamoz
diferansiyasyonu ve proliferasyonu inhibe edebilecegi diisiiniilen imiquimod (5-20
ug/ml) ve cok yiiksek doz olarak 50 pg/ml, takrolimus (101° -10°M), siklosporin
(0,3-10 pg/ml) ve 5-florourasil (10-25 pg/ml) degisken konsantrasyonlarda
uygulanmistir(103, 106-108). Ilag gruplarinda sitokin diizey &lgiimleri ve canlilik

ylizdeleri 48. saatte Ol¢iilerek degerlendirilmistir.

3.1.5. Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi ve Canlhihk Olgiimleri

Deneyler boyunca kuyucuklara alinacak hiicrelerin sayisini belirlemek igin,
onceden c¢ogaltilan hiicreler Tripan blue ile boyandi ve bodylece boyanan-
boyanmayan hiicreler thoma laminda sayildi. Elde edilen canli hiicre oranina gore
hiicrelerin sayis1 hesaplanarak kuyucuklara aktarildi. Yine tiim deney asamalarindan
once belirlenen absorbansin kag hiicreye denk geldigini belirlemek amaciyla standart

egrilerin elde edilmesi i¢in gesitli sayilarda (0, 750, 1500, 3000, 6000, 12000, 24000
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ve 48000 adet) hiicre 96 kuyucuklu plakalara ekilerek absorbans degerleri belirlendi.
Boylece olusturulan standart egri absorbanslarin hiicre sayisi agisindan karsiligini
hesaplandi. Proliferasyonu belirlemek (zere hicreler 96 kuyucuklu plakalarda
kuyucuk basma 2x10* hiicre olacak sekilde aktarilip inkiibasyon sonrast XTT
proliferasyon kit prosediirii uygulandi. 450nm’de ELISA cihaz1 ile hiicrelerin
absorbansi Olgiildi. Huicrelerde IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a ve Ki-67
belirlemek tizere analizler yapildi. Bu belirleme islemleri i¢in ¢esitli ELISA kitleri
kullanild1, ELISA kit prosediirleri uygulandi. Kiiltiir siipernatantlarindaki IL, Ki-67
ve TNF-a seviyeleri, tireticinin talimatlarina gore ticari insan IL, Ki-67 ve TNF-a
enzim baglantili immiinosorbent test (ELISA) test kitleri kullanilarak analiz edildi.
Bunun igin kit prosedurinde belirtilenlere uygun sekilde hicreler kuyucuklara
eklendi. Uzerine denge soliisyonu, konjugat soliisyonu eklenerek, karistirilip kit
icinde bulunan yapiskan seritle kapatilarak belirtilen sekilde inkiibe edildi. Kit iginde
bulunan konsantre yikama soliisyonu ile yikama islemi uygulandi. Her yikama
isleminden sonra kuyucuklardan sivi gekilerek sivinin kuyucuklardan tamamen
ayrilmasi i¢in kurutma kagidina hafifce vurularak sivi kalmamasi saglandi.
Kuyucuklara substrate A ve substrate B soliisyonlar1 eklenerek inkiibe edildi. Sonra
durdurma soliisyonu eklenip 450 nm’de ELISA okuyucu ile absorbans degerleri
okundu. Hesaplamalar icin standart yiiklenen kuyucuklardaki degerlerden

olusturulan standart egri kullanild.

3.1.6. istatistiksel Analiz

Stirekli degiskenlerin gruplar arasindaki karsilagtirilmasinda ANOVA analizi
kullanildi. Degiskenlerin gruplara gore normal dagilip dagilmadigi Shapiro-Wilk
testi ile homojen varyansa sahip olup olmadigi Levene testi ile degerlendirildi.
Homojen varyansa sahip degiskenlerin gruplar arasi ikili karsilagtirilmasinda Tukey
coklu karsilagtirma testi kullanildi. Homojen varyansa sahip olmayan degiskenlerin
¢oklu karsilastirilmasinda ise Games-Howell testi kullanildi. P degeri 0.05°den kiiciik
olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim analizler JASP 0.11.1 paket

programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Deney sirasinda interlokin seviyelerinin dogru oOl¢iimii ve laboratuvar
standardizasyonunun saglanmasi i¢in; absorbans ve ng/lI-ng/mL cinsinden interldkin
seviyeleri arasindaki iligki hesaplandi. Bu iliski sonucunda absorbans ve sitokin
seviyelerinin hesaplanmasinda kullanilacak formiil olusturulmustur. Standart
belirlenmesi igin bakilan absorbans ve sitokin diizeyleri arasindaki iliskiler Tablo
4.1, Sekil 4.1, Tablo 4.2, Sekil 4.2, Tablo 4.3, Sekil 4.3, Tablo 4.4, Sekil 4.4, Tablo
4.5, Sekil 4.5, Tablo 4.6, Sekil 4.6’ da verilmistir.

4.1. IL-1 Standart (Std) Tablo ve Grafigi

Tablo 4.1: Absorbans — IL-1 Diizeyi (ng/L) iliskisi Tablosu

Standart |STD6|STD5|STD4|STD3|STD2|STD1|BLANK

IL-1Duzeyl | 350 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 0
(ng/L)
Absorbans |2,722|1,419|1,037|0,704|0,560|0,439| 0,068
IL-1 y = 0,0075x + 0,3165
R? = 0,9774
3.000
(%]
Z 2.000
=]
& 1.000
v
2 0.000 ¢ : : : : : : ‘
0 50 100 150 200 250 300 350
ng/L

Sekil 4.1: Absorbans — IL-1 Diizeyi (ng/L) liskisi Grafigi

4.2. IL-6 Standart (Std) Tablo ve Grafigi

Tablo 4.2: Absorbans — IL-6 Diizeyi (ng/L) iliskisi Tablosu

Standart | STD6 | STD5 | STD4 | STD3 | STD2 | STD1 | BLANK

IL-6 Duzeyl| /| 300 | 160 | 80 | 40 | 20 0
(ng/L)

Absorbans |2,8201|1,9440]1,2965)0,8080|0,5750(0,3050| 0,079




IL-6 y = 0,0028x + 0,2403
RZ = 0,9539
3.0000
(%]
Z 2.0000 )/,
=]
-4
£ 1.0000
B 0.0000 1"’/’//
< Y T T T ; ; : ‘

ng/L

Sekil 4.2: Absorbans — IL-6 Duizeyi (ng/L) iliskisi Grafigi

4.3. IL-8 Standart (Std) Tablo ve Grafigi

Tablo 4.3: Absorbans — IL-8 Diizeyi (ng/L) iliskisi Tablosu

Standart | STD6 | STD5 | STD4 |STD3 |STD2 |STD1 |[BLANK

11-8 Dizeyi
(ng/L)

1280 | 640 | 320 | 160 | 80 40 0

Absorbans | 3,645 | 2,343 | 1,810 | 1,447 [1,179]0,856 | 0,076

ABSORBANS

IL-8 y = 0,0024x + 0,7718
RZ = 0,9075

O-OOO ‘ T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

ng/L

Sekil 4.3: Absorbans — IL-8 Diizeyi (ng/L) iliskisi Grafigi

31



4.4. 1L-10 Standart (Std) Tablo ve Grafigi Tablo

Tablo 4.4: Absorbans — IL-10 Diizeyi (ng/mL) iliskisi Tablosu

Standart |STD6[STD5|STD4[STD3[STD2[STD1|BLANK
IL-10Duzeyt| /0 | 320 | 160 | 80 | 40 | 20 0
(ng/L)
Absorbans | 3.352 | 2,348 | 1.889 | 1,479 | 1.300 | 0,945 | 0,139
y =0,0042x + 0,8876
IL 10 R?=0,8654
4.000
(7))
2
é 2.000
8 O-OOO T T T T T T 1
ﬁ 0 100 200 300 400 500 600 700
ng/ml

Sekil 4.4: Absorbans — IL-10 Diizeyi (ng/mL) Iliskisi Grafigi

4.5. TNF- o Standart (Std) Tablo ve Grafigi

Tablo 4.5: Absorbans — TNF- a Diizeyi (ng/L) iliskisi Tablosu
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Standart STD6 STD5 STDA4 STD3 STD2 STD1 BLANK
TNF-aDUzeyl| o5 | 480 | 240 | 120 | 60 30 0
(ng/L)
Absorbans |2,437 1,164 0,667 0,578 0,381 0,248 0,066
TNF alfa v=00023x+0,1669
R? = 0,9866
3.000
(7]
Z 2.000
=1]
S 1.000
(72]
2 0.000 : : : : : ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
ng/L

Sekil 4.5: Absorbans — TNF-o Diizeyi (ng/L) Iliskisi Grafigi




4.6. Ki67 Standart (Standart) Tablo ve Grafigi

Tablo 4.6: Absorbans — Ki67 Diizeyi (ng/mL) iliskisi Tablosu

Standart |STD6|STD5|STD4|STD3|STD 2|STD 1 |BLANK

Ki67 Dlzeyi
(ng/mL) 48 24 12 6 3 1.50 0

Absorbans [3,198 [2,138 [1,5311)1,1754)0,8325|0,5899 0,080

Ki67 y = 0,0583x + 0,5759
R2=0,9324
4.000
2

s 3.000
& 2.000
@ 1.000
< 0.000

0 10 20 30 40 50 60

ng/ml

Sekil 4.6: Absorbans — Ki67 Duzeyi (ng/mL) iliskisi Grafigi

4.7. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Hiicre kiiltiiriinde tutunmanin saglandigi ve flaska tutunmus kolesteatom

hicreleri Resim 4.1°de gosterilmistir.

Resim 4.1. Primer kolesteatom dokularina ait keratinosit kuiltiirii
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4.8. Gruplarn Sitokin Diizeyleri Ol¢iimii

Elde edilen standart egrilere gore sitokin ol¢iimleri gruplara gore uygulandi.

4.8.1. IL-1 Sitokin Duzeyleri

IL-1 icin her grubun ortalama sitokin dizeyleri, standart sapmalar1 Tablo

4.7.”de gosterilmistir.

Tablo 4.7. IL-1 Sitokin Dizeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD
Imiquimod 10 pg/ml 53,70 | 2,36
Imiquimod 20 pg/ml 90,63 | 1,79
Imiquimod 50 pg/ml 6,00 | 0,62
Imiquimod 5 pg/ml 35,40 | 0,85
5-florourasil 10 pg/ml 80,30 | 2,04
5-florourasil 15 pg/ml 92,53]1,92
5-florourasil 25 pg/ml 63,97 | 1,07
HEKa Imiquimod 10 pg/ml 61,83 | 2,32
HEKa Imiquimod 20 pg/ml 54,23 | 2,76
HEKa Imiquimod 50 pg/ml 7,27 | 0,65
HEKa Imiquimod 5 pg/ml 70,97 | 1,76

HEKa 5-florourasil 10 pg/ml 1,57 1 0,29
HEKa 5-florourasil 15 pug/ml | 21,03 | 1,57
HEKa 5-florourasil 25 pg/ml 1,83|0,72
HEKa Kontrol 48.Saat 175,23 | 5,57
HEKa Siklosporin 0,3 ug/ml | 51,80 | 1,22
HEKa Siklosporin 10 pg/ml 36,10 | 0,87
HEKa Siklosporin 2 pg/ml 77,53 | 2,22

wlwlwlwww(wlwlwlwlw|w|w ww(w(w|w|lw|w|w|w|w|w w|w|lw|w|w|Z

HEKa Takrolimus 10° M 8,50 | 0,70
HEKa Takrolimus 10 M 7,70 1 0,72
HEKa Takrolimus 108 M 5,07 | 0,42
Kolesteatom Kontrol 163,73 | 3,70
Kolesteatom Kontrol 48.Saat | 171,80 | 4,12
Siklosporin 0,3 pg/ml 79,93 | 1,00
Siklosporin 10 pg/mi 69,57 | 0,90
Siklosporin 2 pg/ml 69,53 | 2,56
Takrolimus 10 M 71,93 | 2,81
Takrolimus 10% M 63,93 | 1,23
Takrolimus 108 M 77,47 | 1,91

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayis1
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IL-1 sitokin dizeylerinin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 ise
Tablo4.7.’de verilmistir. Kolesteatom hicreleri kontrol grubunda ortalama IL-1
duzeyi 163,73 ng/L; 48. saat 6lcuimunde ise 171,80 ng/L olarak olglilmiistiir. Bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur(p=0,7). Saglikli hiicre olarak
kontrol grubunu olusturan HEKa 48.saat kontrol grubunda IL-1 diizey ortalamasi
175,23 ng/L olarak saptanmistir. Kolesteatom hucre kontrol grubu ve kolesteatom
48.saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda HEKa 48.saat kontrol grubunda I1L-1
seviyeleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir(p=0,55 ve
p=1,00). Uygulanan tiim ilaglar hiicre gruplarinda IL-1 diizeylerini diisiirmistiir.
Imiquimod 50 pg/ml dozunda IL-1 diizey ortalamasmm 6’ya diisiirmiistiir,
kolesteatom hiicrelerinde IL-1 diizeyini en ¢ok diisiiren ila¢ imiquimod 50 pg/ml
dozudur, bu durum tiim ilag¢ alt gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlidir(p<0,01). Imiquimod tiim doz gruplarinda kolesteatom hiicreleri kontrol
gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1 seviyelerini
diislirmiistiir(p<0,01). Normal hiicreler iizerine olan etkileri incelendiginde ise
Imiquimod tiim doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde HEKa 48.saat
kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1 seviyelerini
azaltmistir(p<0,01). 5-FU ilac1 uygulanan gruplar kendi igerisinde incelendiginde; 5-
FU 25 pg/ml dozunda en diisiik IL-1 seviyeleri saptanmis olup kolesteatom hiicreleri
kontrol gruplar1 ile karsilagtinnldiginda bu sonug¢ da istatistiksel olarak
anlamlidir(p<0,01). 5-FU 25 pg/ml dozunda 10 ve 15 pg/ml’lik 5-FU dozlarina gére
istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1 diizeylerini daha fazla diistirmistiir(p<0,01).
Disiik doz 5-FU gruplart da kolesteatom hiicre kontrol gruplart ile
karsilastirildiginda  istatistiksel ~ olarak anlamli  sekilde IL-1  duzeylerini
diistirmiistiir(p<0,01). 5-FU uygulanan tim dozlarda IL-1 dizeylerini kolesteatom
hiicre  kontrol  gruplarina  gore  istatistiksel olarak  anlamli  gekilde
diistirmektedir(p<0,01). Kolesteatom hiicrelerinde yilksek dozda bu etkisi en
gucludur. 5-FU’nin etkisi normal hiicreler tizerinde ise daha belirgindir. Tum gruplar
igerisinde en diisiik IL-1 dizeyi 5-FU 10 pg/ml dozunda 1,57 ve 5-FU 25 pg/ml
dozunda 1,53 olarak ol¢iilmiistiir. 5-FU tiim doz gruplarinda HEKa 48.saat kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1 seviyelerini

azaltmistir(p<0,01). 5-FU uygulanan HEKa hiicreleri, ayni dozun uygulandigi
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kolesteatom hiicreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde tiim
alt gruplarda IL-1 seviyeleri daha diisiik 6l¢iilmiistiir(p<0,01). Siklosporin uygulanan
kolesteatom huicreleri ilag gruplari incelendiginde en diisiik IL-1 seviyeleri 2 pg/ml
dozunda saptanmistir ve kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore bu sonug da
istatistiksel olarak anlamlidir(p<0,01). 2 ve 10 pg/ml dozlarinda IL-1 seviyeleri
benzer izlenmis ve bu dozlar arasinda IL-1 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktur(p=1,00). Tiim siklosporin ilag gruplar1 kolesteatom hiicre kontrol
gruplarina  gbre  istatistiksel olarak anlamli sekilde 1IL-1 seviyelerini
diisiirmiistiir(p<0,01). Normal dokuya olan etkileri incelendiginde de siklosporin tiim
doz gruplarinda HEKa 48.saat kontrol grubuna gore IL-1 dizeylerini istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaltmistir(p<<0,01). Takrolimus ila¢ gruplar1 da kolesteatom
hicre kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1
diizeylerini diisiirmiistiir(p<0,01). Bu etki en belirgin olarak Takrolimus 10° M
grubunda izlenmistir, kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde IL-1 seviyeleri azalmistir(p<0,01). Takrolimusun normal hiicreler
Uzerine olan etkisi ¢ok daha belirgindir. HEKa 48.saat kontrol grubu ile
karsilastirildiginda takrolimus tiiz dozlarda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1
diizeylerini azaltmistir(p<0,01). Takrolimus uygulanan HEKa hiicreleri, ayni1 dozun
uygulandig1 kolestetaom hiicreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

sekilde tiim alt gruplarda IL-1 seviyeleri daha diisiik 6l¢tilmiistiir(p<0,01).

4.8.2. IL-6 Sitokin Duzeyleri

IL-6 icin her grubun ortalama sitokin dizeyleri, standart sapmalar1 Tablo

4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. IL-6 Sitokin Diizeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD
Imiquimod 10 ug/ml | 286,10 | 1,99
Imiquimod 20 pg/ml | 465,17 | 4,06
Imiquimod 50 pg/ml 8,73 | 0,55
Imiquimod 5 pug/ml 450,67 | 6,90
5-florourasil 10 pg/ml | 541,10 | 2,81
5-florourasil 15 pg/ml | 359,13 | 1,60
5-florourasil 25 pg/ml | 449,03 | 5,58

Wwlwwwlw|w|lZ
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Tablo 4.8.’Devam’ 1L-6 Sitokin Dizeyleri Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri

HEKa Imiquimod 10 pg/ml | 638,87 | 2,46
HEKa Imiquimod 20 yg/ml | 215,77 | 2,45
HEKa Imiquimod 50 pg/ml 3,93 10,23
HEKa Imiquimod 5 pg/ml 454,00 | 3,61
HEKa 5-florourasil 10 pg/ml | 168,57 | 2,32
HEKa 5-florourasil 15 pug/ml | 270,00 | 1,90
HEKa 5-florourasil 25 pg/ml | 73,33 | 1,04
HEKa Kontrol 48.Saat 96,83 | 1,55
HEKa Siklosporin 0,3 pg/ml | 209,43 | 2,96
HEKa Siklosporin 10 ug/ml | 203,30 | 2,34
HEKa Siklosporin 2 pug/ml 146,93 | 3,15
HEKa Takrolimus 10° M 4957 | 2,27
HEKa Takrolimus 10° M 120,37 | 0,71

WWWWWWWWWWWWWWWWWwwWwww(w

HEKa Takrolimus 1028 M 30,07 | 1,21
Kolesteatom Kontrol 251,53 | 5,54
Kolesteatom Kontrol 48.Saat | 245,53 | 4,54
Siklosporin 0,3 pg/ml 282,27 | 2,75
Siklosporin 10 pg/ml 590,03 | 2,71
Siklosporin 2 pg/ml 371,87 | 6,30
Takrolimus 10° M 233,90 | 2,33
Takrolimus 10°% M 233,73 | 5,00
Takrolimus 108 M 651,43 | 2,86

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayisi

IL-6 sitokin duzeylerinin ortalama degerleri ve standart sapmalari
Tablo4.8.’de verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama IL-6
duzeyi 251,53 ng/L; 48.saat sonunda yapilan Ol¢iimde ise 245,53 ng/L olarak
saptanimistir. HEKa 48.saat kontrol grubunda ise bu dizey 96,83 ng/L olarak
Olculdi. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubu ve kolesteatom 48.saat kontrol grubu
ile HEKa 48.saat kontrol grubu bu agidan karsilastirildiginda IL-6 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi(p<0,01). IL-6 dlzeyi kolesteatom
hiicreleri kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek saptandi.
Imiquimod ilag grubu bu agidan incelendiginde yiiksek doz ve diisiik doz ilag etkisi
farkli izlendi. Imiquimod 5 ve 20 pg/ml dozlarinda kolesteatom hiicre kontrol
gruplarina gore IL-6 dlzeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdi(p<0,01).

Imiquimod 10 pg/ml dozunda ise IL-6 seviyeleri kolesteatom hiicre kontrol grubuna
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gore az da olsa yiiksek izlendi; fakat bu yiikselis istatistiksel olarak anlamli
degildi(p=0,05). 48.Saat kolesteatom kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise bu
yiikselis istatistiksel olarak anlamliydi(p=0,02). Imiquimod 50 pg/ml dozunda ise
tim ilag gruplar1 ve Kolesteatom hiicre kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 1L-6
duizeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltti(p<0,01). imiquimodun 5, 10 ve
20 pg/ml doz gruplart HEKa 48.saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli sekilde IL-6 seviyeleri yiiksek olarak saptandi(p<0,01). imiquimod 50
pg/ml dozunda ise HEKa 48. Saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde IL-6 seviyeleri diigiik olarak 6l¢iildii(p<0,01). 5-FU gruplar1 incelendiginde
ise kolesteatom hiicrelerine uygulanan tiim doz gruplarinda IL-6 seviyeleri yikseldi,
3 doz grubu da kolesteatom hiicreleri kontrol gruplari ile karsilastirildiginda bu
durum istatistiksel olarak anlamliydi(p<0,01). HEKa 48.saat kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli sekilde HEKa hiicrelerine
uygulanan 10 ve 15 pg/ml doz gruplarinda IL-6 seviyeleri yiksek, 25 pg/ml doz
grubunda ise diisiik saptandi(p<0,01). Siklosporin gruplar1 incelendiginde tiim doz
gruplarinda IL-6 seviyeleri yiikseldi. Bu durum 2 ve 10 pg/ml dozlarinda tiim
kolesteatom hiicre kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01);
0,3 pg/ml dozunda ise kolesteatom hiicre kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu
durum istatistiksel olarak anlamli degildi(p=0,05). 48.Saat kolesteatom hiicreleri
kontrol grubu ile kargilastirildiginda ise bu yiikselis anlamliydi(p=0,01). Siklosporin
tim doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde HEKa hiicrelerinde, HEKa
48. saat kontrol grubu ile karsilagtirildiginda IL-6 seviyelerini artirdi(p<0,01).
Takrolimus 10*° M doz grubunda kolesteatom hiicre kontrol grubu ve 48. Saat
kolesteatom grubu ile karsilastirildiginda IL-6 dlzeylerinde istatistiksel olarak
anlamli degisiklik saptanmadi(p=0,22 ve p=0,34). 10® M dozunda ise tim
kolesteatom hiicre kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 1L-6 dlzeyleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde artti(p<0,01). 10° M doz grubu ile kolesteatom hiicre kontrol
grubu ve 48. saat kolesteatom kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmada; benzer
izlenen IL-6 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak da anlamli fark saptanmadi(p=0,26
ve p=0,53). HEKa 48. saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda Takrolimus 107° M
ve 10® M HEKa doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-6 seviyeleri
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diisiik saptandi(p<0,01); 10® M HEKa doz grubunda ise IL-6 seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi(p<0,01).

4.8.3. IL-8 Sitokin Duzeyleri

IL-8 icin her grubun ortalama sitokin diizeyleri, standart sapmalari Tablo

4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4.8.3. IL-8 Sitokin Diizeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD | N
Imiquimod 10 pg/ml 320,93 [ 2,99
Imiquimod 20 pg/ml 359,43 | 3,10
Imiquimod 50 pg/ml 260,57 | 2,84
Imiquimod 5 pg/ml 362,80 | 2,07
5-florourasil 10 pg/ml 534,47 | 5,34
5-florourasil 15 pg/ml 401,57 | 1,65
5-florourasil 25 pg/ml 198,23 | 2,62

HEKa Imiquimod 10 pg/ml | 420,63 | 5,28
HEKa Imiquimod 20 pg/ml | 255,67 | 2,34
HEKa Imiquimod 50 pg/ml 26,13 | 0,71
HEKa Imiquimod 5 pg/ml 302,30 | 4,53
HEKa 5-florourasil 10 pg/ml | 290,67 | 3,40
HEKa 5-florourasil 15 pg/ml | 116,73 | 2,12
HEKa 5-florourasil 25 pg/ml | 238,27 | 1,01
HEKa Kontrol 48.saat 350,17 | 4,82
HEKa Siklosporin 0,3 pg/ml | 65,60 | 2,72
HEKa Siklosporin 10 pg/ml 4,20 | 0,46
HEKa Siklosporin 2 pug/ml 23,13 | 0,47
HEKa Takrolimus 10°2° M 160,03 | 2,82

HEKa Takrolimus 10 M 31,83 | 0,49
HEKa Takrolimus 10 M 119,67 | 3,15
Kolesteatom Kontrol 350,90 | 3,81
Kolesteatom Kontrol 48.Saat | 261,63 | 0,91
Siklosporin 0,3 pg/ml 345,40 | 2,55
Siklosporin 10 pg/ml 208,50 | 1,18
Siklosporin 2 pg/ml 291,33 | 2,01
Takrolimus 10 M 318,30 | 2,26
Takrolimus 10°% M 285,13 | 3,19

WWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWwWwWwWwwww(w|w

Takrolimus 108 M 376,73 | 3,29

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayis1, IL-8:interlokin 8
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IL-8 sitokin duzeylerinin ortalama degerleri ve standart sapmalari
Tablo4.9.’da verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama IL-8
duzeyi 350,9 ng/L; 48.saat sonunda ise 261,63 ng/L olarak saptanmistir. Bu 2 grup
arasindaki fark istatistiksel olarak da anlamlidir(p<0,01). HEKa 48.saat kontrol
grubunda ise IL-8 dlzeyi 350,17 ng/L olarak saptanmuistir, kolesteatom hiicre kontrol
grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu(p=1,00). Fakat 48. saat
kolesteatom hiicre kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak IL-8
duizeyleri yiiksek olarak saptandi(p<0,01). imiquimod 5 pg/ml dozunda IL-8 diizeyi
kolesteatom hiicre kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemistir(p=0,22). Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ise IL-8 diizeyi istatistiksel olarak anlaml1 sekilde artmistir(p<0,01). Imiquimod 10
pg/ml dozunda kolesteatom hiicre kontrol grubuna gore 1L-8 duzeyleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldi(p=0,01), Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile
karsilastirilldiginda ise IL-8 dlizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
artt1(p<0,01). Imiquimod 20 pg/ml dozunda kolesteatom hiicre kontrol grubuna gore
IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli fark gostermedi(p=0,54), kolesteatom 48.
saat kontrol grubuna gore ise IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde artis
gosterdi(p<0,01). IL-8 seviyeleri Imiquimod 5, 10, 20 pg/ml gruplarinda 48. saat
kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli gsekilde
artmistir(p<0,01). Imiquimod 50 pg/ml grubu ile kolesteatom hiicre kontrol grubu
karsilagtirildiginda IL-8 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi(p<0,01).
Kolesteatom 48. saat grubu ile karsilastirildiginda ise IL-8 seviyeleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi(p=1,00); fakat IL-8 dizeyleri benzer
izlendi. HEKa hiicrelerinde imiquimodun etkileri incelendiginde; imiquimod 5, 20,
50 pg/ml doz gruplarinda HEKa 48. saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde IL-8 seviyeleri diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). 10 pg/ml doz
grubunda ise IL-8 seviyeleri HEKa 48. saat kontrol grubuna gore yuksek
saptanmistir(p<0,01). 5-FU ila¢ gruplart incelendiginde 10 ve 15 pg/ml doz
gruplarinda tiim kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
sekilde IL-8 seviyeleri artis gosterdi(p<0,01). 25 ug/ml doz grubunda ise tim
kolesteatom hiicre gruplarina gore 1L-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde

azaldi(p<0,01). 5-FU uygulanan tim HEKa hcrelerinde, HEKa 48. saat kontrol
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grubuna gore |IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
izlenmistir(p<0,01). Siklosporin grubu incelendiginde; 0,3 pg/ml doz grubu
kolesteatom hiicre kontrol grubu ile karsilastirildiginda IL-8 seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi(p=0,85). Kolesteatom hiicreleri 48. saat
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek saptandi(p<0,01). Siklosporin 2 pg/ml grubu kolesteatom hiicre
kontrol grubu Karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-8 seviyeleri
diisiik olarak saptandi(p<0,01). Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-8 seviyeleri yuksek
olarak olculdi(p<0,01). Siklosporin 10 pg/ml grubu ile tum kolesteatom hiicre
kontrol gruplar1 karsilagtirildiginda IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik olarak saptandi(p<0,01). Siklosporin uygulanan tiim HEKa hiicre doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde HEKa 48. saat kontrol grubuna gore
IL-8 seviyeleri diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). Takrolimus gruplari
incelendiginde; 10°1° M doz grubu ile kolesteatom hiicre kontrol grubu I1L-8 diizeyleri
acisindan karsilastirildiginda, IL-8 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
olarak saptandi(p=0,01). Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ise diizeyler istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu(p<0,01). Takrolimus
10® M grubu ile kolesteatom kontrol grubu ve kolesteatom 48. saat kontrol grubu
karsilagtirildiginda IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
saptand1(p=0,02 ve p<0,01). Takrolimus 10 M grubu ile kolesteatom hiicre kontrol
grubu karsilastrildiginda IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulundu(p<0,01). Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ise 1L-8
seviyeleri istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek saptandi(p=0,04). Takrolimus
uygulanan HEKa hiicrelerinde tiim doz gruplarinda HEKa 48.saat kontrol grubuna
gore IL-8 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak
saptanmistir(p<0,01).

4.8.4. IL-10 Sitokin Duzeyleri

IL-10 icin ortalama sitokin duzeyleri, standart sapmalar Tablo 4.10.’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.10. IL-10 Sitokin Diizeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD
Imiquimod 10 pg/ml 278.33 | 3.89
Imiquimod 20 pg/ml 267.03 | 1.63
Imiquimod 50 pg/ml 166.83 | 0.76
Imiquimod 5 pg/ml 285.87 | 0.96
5-florourasil 10 pg/ml 265.70 | 2.96
5-florourasil 15 pg/ml 223.87 | 41.32
5-florourasil 25 pg/ml 165.27 | 4.74

HEKa imiquimod 10 pg/ml | 264.57 | 2.56
HEKa imiquimod 20 pg/ml | 235.07 | 3.29
HEKa imiquimod 50 pg/ml 59.57| 0.74
HEKa imiquimod 5 pg/ml 285.47 | 451
HEKa 5-florourasil 10 pg/ml | 268.47 | 5.80
HEKa 5-florourasil 15 pg/ml | 222.30 | 3.94
HEKa 5-florourasil 25 pg/ml | 138.43 | 2.89
HEKa Kontrol 48. saat 293.63 | 1.25
HEKa Siklosporin 0,3 ug/ml | 249.50 | 3.94
HEKa Siklosporin 10 pg/ml | 137.57 | 1.46
HEKa Siklosporin 2 pg/ml 184.80 | 2.88
HEKa Takrolimus 101° M 344.50 | 1.80
HEKa Takrolimus 10° M 186.17 | 3.49
HEKa Takrolimus 10° M 260.13 | 4.29
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Kolestetaom Kontrol 301.63 | 3.73
Kolestetaom Kontrol 48. saat | 333.33 | 1.80
Siklosporin 0,3 pg/ml 296.30 | 0.87
Siklosporin 10 pg/ml 240.57 | 3.80
Siklosporin 2 pg/mi 248.00 | 2.34
Takrolimus 10° M 268.67 | 5.59
Takrolimus 10% M 199.63 | 5.64
Takrolimus 108 M 190.77 | 6.55

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayis1

IL-10 sitokin dizeylerinin ortalama degerleri ve standart sapmalari Tablo
4.10.’da verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama IL-10 duzeyi
301,63 ng/ml; kolesteatom 48. saat kontrol grubunda ise 333,33 ng/ml olarak
saptand1, bu fark istatistiksel olarak anlamliydi(p=0,02). HEKa 48. saat kontrol
grubunda ortalama IL-10 duzeyi 293,63 ng/ml olarak saptandi ve bu fark
kolesteatom hiicreleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh

degildi(p=0,45). 48. saat kolesteatom kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak
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anlaml sekilde disiiktii(p<0,01). Tim ilag gruplart iginde I1L-10 duzeyini en ¢ok
diisiiren ilaglar; 166,83 ng/ml ortalama degeri ile Imiquimod 50 pg/ml grubu ve
165,27 ng/ml ortalama degeri ile 5-FU 25 pg/ml grubu oldu. Bu diizey kolesteatom
hiicre kontrol gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
saptand1(p<0,01). Bu 2 ilag grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu(p=1,00). Iimiquimod grubu incelendiginde 5 pg/ml doz grubu ile kolesteatom
hicre  Kkontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanamadi(p=0,13). Kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore ise 1L-10 seviyeleri
statistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak saptandi(p<0,01). 10 pg/ml doz
grubu; kolesteatom hiicre kontrol grubu ve kolesteatom 48.saat kontrol grubu ile
karsilastirildiginda IL-10 seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli diisiis
saptandi1(p=0,04 ve p<0,01). 20 pg/ml doz grubu kolesteatom hiicre kontrol grubu ve
kolesteatom 48. Saat kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
sekilde IL-10 seviyeleri diisiik saptandi(p=0,02 ve p<0,01). imiquimod 50 pg/ml
dozu diger imiquimod doz gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
sekilde IL-10 seviyeleri daha diisiik saptandi(p<0,01). Imiquimod 50 pg/ml dozunda
en guclil etki ile IL-10 seviyesini azalttr. imiquimod uygulanan HEKa hiicreleri
incelendiginde 10, 20, 50 pg/ml doz gruplarinda HEKa 48.saat kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-10 seviyeleri diisiik olarak saptandi. 5 pg/ml
HEKa doz grubunda ise IL-10 seviyesi azalmasina ragmen bu durum istatistiksel
olarak anlaml1 degildi(p=0,18). 5-FU grubu incelendiginde kolesteatom hiicrelerinde
imiquimod gruplar1 gibi doz artik¢a IL-10 seviyelerindeki azalma gorilmektedir. 5-
FU 10 pg/ml doz grubu ile kolesteatom hicre kontrol grubu ve kolesteatom 48. saat
kontrol grubu karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-10 seviyeleri
diisiik olarak saptandi(p<0,01). 15 pg/ml doz grubu ile kolesteatom hucre kontrol
grubu ve kolesteatom 48. saat kontrol grubu karsilastirildiginda IL-10 seviyeleri
diisiik olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi(p=0,53 ve
p=0,32). 5-FU 25 pg/ml grubu tim Kkolesteatom hiicre kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda  istatistiksel —olarak anlamli  sekilde IL-10 dizeylerini
diistirdii(p<0,01). HEKa hiicrelerinde 5-FU 15 ve 25 pg/ml doz gruplarinda HEKa
48. saat kontrol grubuna gore IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik izlenmistir(p<0,01). 5-FU 10 pg/ml HEKa doz grubunda ise HEKa 48. saat
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kontrol grubuna gore IL-10 diizeyleri azalmis; fakat istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir(p=0,18). Siklosporin grubu incelendiginde; 0,3 pg/ml doz grubu ile
kolesteatom hiicre kontrol grubu karsilastirildiginda IL-10 seviyeleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi(p=0,73). 48. saat kolesteatom hiicre
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-10
seviyeleri diisiik saptandi(p<0,01). 2 pg/ml doz grubu ile tiim kolesteatom hiicre
kontrol gruplar1 karsilastirildiginda IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik saptanmistir(p<<0,01). 10 pg/ml doz grubu ile tim kolesteatom hiicre
gruplar karsilastirildiginda IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik
saptanmistir(p<0,01). Siklosporinin HEKa hiicrelerine etkileri incelendiginde tim
doz gruplarinda HEKa 48. saat kontrol grubuna goére 1L-10 seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik izlenmistir(p<0,01). Takrolimus ilag gruplar
incelendiginde; 10° M doz grubu ile kolesteatom hiicre kontrol grubu ve
kolesteatom 48. saat hicre kontrol grubu, IL-10 seviyeleri agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiikliik saptandi(p=0,04 ve p=0,01).
108 M ve 10°® M doz gruplar tiim kolesteatom hiicre gruplari ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-10 seviyelerini diisiirdii(p<0,01). Takrolimus
uygulanan HEKa hiicrelerinde 10° M ve 10 M doz grubunda HEKa 48. saat kontrol
grubuna gore IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
saptandi(p<0,01). 10"2° M Takrolimus HEKa grubunda ise HEKa 48. saat kontrol
grubuna gore IL-10 seviyeleri yiiksek saptandi; fakat bu durum istatistiksel olarak
anlamli degildi(p=0,12).

4.8.5. Ki67 Sitokin Duzeyleri

Ki67 icin her grubun ortalama sitokin diizeyleri, standart sapmalar1 Tablo

4.11.°de gosterilmistir.

Tablo 4.11. Ki67 Sitokin Duzeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD | N
Imiquimod 10 pg/ml | 15,62 | 2,16
Imiquimod 20 ug/ml | 12,47 | 2,02
Imiquimod 50 pg/ml | 10,46 | 3,01
Imiquimod 5 pug/ml | 9,20 | 1,70

WwWww|w
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Tablo 4.11.’Devam’ Ki67 Sitokin Diizeyleri Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri
5-florourasil 10 pg/ml 1,32 11,12
5-florourasil 15 pg/ml 6,67 | 1,04
5-florourasil 25 pg/ml 4,17 | 1,25

HEKa Imiquimod 10 pg/ml 6,49 | 0,86
HEKa Imiquimod 20 pg/ml 6,09 | 1,21
HEKa Iimiquimod 50 pg/ml 9,90 | 1,07
HEKa Imiquimod 5 pg/ml 8,75 1,51
HEKa 5-florourasil 10 ug/ml | 5,25 | 0,09
HEKa 5-florourasil 15 pg/ml | 3,73 | 0,88
HEKa 5-florourasil 25 ug/ml | 8,43 | 0,66
HEKa Kontrol 48.saat 18,94 | 2,00
HEKa Siklosporin 0,3 pg/ml | 9,06 | 0,68
HEKa Siklosporin 10 pg/mi 9,15 0,87
HEKa Siklosporin 2 pg/ml 471114
HEKa Takrolimus 101° M 7,63 | 1,56
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HEKa Takrolimus 10°® M 0,41 | 0,41
HEKa Takrolimus 108 M 9,20 | 1,10
Kolesteatom Kontrol 15,40 | 1,47
Kolesteatom Kontrol 48.saat | 23,51 | 0,72
Siklosporin 0,3 pug/mi 1,60 | 1,42
Siklosporin 10 pg/ml 4,08 [ 1,80
Siklosporin 2 pg/mi 12,06 | 3,11
Takrolimus 10° M 3,17 | 1,22
Takrolimus 10® M 6,41 | 1,50
Takrolimus 108 M 6,88 | 1,46

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayisi

Ki67 sitokin duzeyleri ortalama degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.11.
’de verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama Ki67 diizeyi 15,4
ng/ml; kolesteatom 48.saat kontrol grubunda ise 23,51 ng/ml olarak saptanmistir. Bu
fark istatistiksel olarak da anlamlidir(p<0,01). HEKa 48. saat kontrol grubunda
ortalama Ki67 seviyesi 18,94 olarak saptandi. Kolesteatom hticre kontrol grubu ve
kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak Ki67
diizeyleri arasinda anlaml fark saptanmadi(p=0,43 ve p=0,08). Imiquimod ila¢ grubu
incelendiginde 5 pg/ml doz grubu ile tim Kkolesteatom hiicre kontrol gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde Ki67 seviyeleri diisiik olarak
saptandi1(p<0,01). 10 pg/ml doz grubu Ki67 diizeyleri agisindan kolesteatom hiicre
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli  fark
saptanmadi(p=1). Kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak
anlaml sekilde Ki67 seviyeleri diisiik olarak saptandi(p<0,01). 20 pg/ml doz grubu;
kolesteatom hiicre kontrol gruplar1 ile Ki67 seviyeleri agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi(p=0,82). Kolesteatom 48. saat kontrol
grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli sekilde Ki67 seviyeleri diisiik olarak
saptand1(p<0,01). 50 pg/ml grubu kolesteatom hiicre kontrol grubu ve kolesteatom
48. saat kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde Ki67
seviyeleri diisiik olarak 6l¢iildii(p=0,04 ve p<0,01). imiquimod tiim doz gruplarinda
Ki67 seviyelerini diisiirmesine ragmen bu durum 5 pg/ml ve 50 pg/ml dozunda tim
kolesteatom hiicre kontrol gruplari ile yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. imiquimod uygulanan HEKa hiicrelerinde tiim doz gruplarinda
HEKa 48. saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak Ki67
seviyeleri diisiik olarak izlendi(p<0,01). 5-FU grubu incelendiginde; tiim doz gruplari
kolesteatom hiicre kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
sekilde Ki67 seviyeleri diisiik olarak bulundu(p<0,01). 5-FU tiim doz gruplarinda
Ki67 seviyelerini azaltmistir. 5-FU aymi sekilde HEKa hiicrelerinde tim doz
gruplarinda HEKa 48. saat kontrol grubuna gore Ki67 diizeylerini istatistiksel olarak
anlamli sekilde disiirmiistiir(p<<0,01). Siklosporin grubu incelendiginde; 0,3 pg/ml
ve 10 pg/ml doz gruplart tiim kolesteatom hiicre gruplan ile karsilagtirldiginda
istatistiksel olarak anlaml sekilde Ki67 diizeyleri diisiik olarak saptandi(p<0,01). 2
pg/ml doz grubu ile kolesteatom hiicre kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi(p=0,59). Kolesteatom 48. saat kontrol grubu ile
karsilastirldiginda ise Ki67 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak
saptandi1(p<0,01). Siklosporin uygulanan HEKa hiicrelerinde tiim doz gruplarinda
HEKa 48. saat kontrol grubuna gére Ki67 duzeylerini istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik Olctldii(p<0,01). Takrolimus tiim ila¢ doz gruplarinda, tim
kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde Ki67
seviyelerini diigiirmiistiir(p<0,01). Ayn1 sekilde Takrolimus uygulanan HEKa
hlcrelerinde tiim doz gruplarinda HEKa 48. saat kontrol grubuna goére Ki67
duzeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirmiistiir(p<0,01).
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TNF-o i¢in ortalama sitokin dlzeyleri, standart sapmalar1 Tablo 4.12’de

gosterilmistir.

Tablo 4.12. TNF-a Sitokin Diizeyleri Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar Mean | SD | N
Imiquimod 10 pg/ml 133,80 | 543 3
Imiquimod 20 pg/ml 149,73 | 9,68 | 3
Imiquimod 50 pg/ml 122,13 2,90 3
Imiquimod 5 pg/ml 160,90 | 12,33 | 3
5-florourasil 10 pg/ml 148,00 | 11,52 | 3
5-florourasil 15 pg/ml 73,03| 9,15| 3
5-florourasil 25 pg/ml 113,73 113,51 | 3
HEKa Iimiquimod 10 pg/ml 67,33 16,49 | 3
HEKa Imiquimod 20 ug/ml | 117,23 | 6,70 | 3
HEKa Iimiquimod 50 pg/ml | 169,23 | 11,23 | 3
HEKa Iimiquimod 5 pg/ml 162,33 | 19,55 | 3
HEKa 5-florourasil 10 pg/ml | 90,00 | 11,38 | 3
HEKa 5-florourasil 15 pg/ml | 129,87 | 15,18 | 3
HEKa 5-florourasil 25 pg/ml | 139,17 | 17,71 | 3
HEKa Kontrol 48.saat 39,83 | 1,89 3
HEKa Siklosporin 0,3 pg/ml | 133,47 | 18,73 | 3
HEKa Siklosporin 10 pg/ml | 137,67 | 1481 | 3
HEKa Siklosporin 2 pg/ml 132,37 | 14,69 | 3
HEKa Takrolimus 10°%° M 135,90 | 24,27 | 3
HEKa Takrolimus 10° M 12513 | 881 | 3
HEKa Takrolimus 108 M 156,13 | 19,53 | 3
Kolesteatom Kontrol 251,33] 9,90 3
Kolesteatom Kontrol 48.saat | 217,13 | 12,19 | 3
Siklosporin 0,3 pg/ml 184,23 | 535 3
Siklosporin 10 pg/ml 184,03 | 15,48 | 3
Siklosporin 2 pg/ml 186,77 | 26,60 | 3
Takrolimus 10°2° M 152,13 120,72 | 3
Takrolimus 10 M 152,30 | 14,70 | 3
Takrolimus 10 M 154,47 1 18,32 | 3

Mean:Ortalama Sitokin Degeri, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayist

TNF-o sitokin dlizeyleri ortalama degerleri ve standart sapmalari Tablo

4.12.”de verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama TNF-a dlzeyi

251,33 ng/L; 48.saat kontrol grubunda ise 217,13 ng/L olarak saptanmistir. Bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir(p=0,5). HEKa 48. saat kontrol grubunda ise TNF-
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a ortalama diizeyi 39,83 ng/L olarak saptanmistir, bu deger tiim kolesteatom hiicre
kontrol gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulunmustur(p<0,01). Imiquimod grubu incelendiginde tiim doz gruplar1 kolesteatom
hiicre kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-
o diizeyleri diisiik olarak saptanmustir(p<0,01). Imiquimod uygulanan HEKa
hicreleri 5, 20 ve 50 ug/ml doz gruplarinda; HEKa hicre 48. saat kontrol grubuna
gbre  TNF-a  diizeyleri istatistiksel olarak anlamli  derecede  ylksek
saptanmistir(p<0,01). 10 pg/ml doz grubunda ise bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir(p=0,86). 5-FU grubu incelendiginde tiim doz gruplari kolesteatom
hiicre kontrol gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-
a diizeyleri diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). 5-FU uygulanan tim HEKa hiicre doz
gruplarinda ise HEKa 48. saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde TNF-a diizeyleri artmistir(0,3 ve 2 pg/ml grubunda p<0,01- 10 pg/ml
grubunda p=0,02). Siklosporin tim doz gruplarinda, kolesteatom hicre kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-o diizeylerini
diisiirmiistiir(p<0,01). 0,3 pg/ml, 2 pg/ml, 10 pg/ml doz grubu sirasiyla 48. saat
kolesteatom hiicre kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise TNF-a diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir(p=0,58; p=0,73; p=0,56).
Siklosporin uygulanan tiim HEKa hiicre doz gruplarinda ise HEKa 48.saat kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-a diizeyleri artmistir(p<0,01).
Takrolimus tim doz gruplarinda kolesteatom hiicre kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda TNF-a diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak
saptanmistir(p<0,01). Takrolimus uygulanan tiim HEKa hiicre doz gruplarinda ise
HEKa 48.saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde TNF-a
diizeyleri artmistir(p<0,01).Tlim ila¢ gruplar igerisinde en diisiik TNF-a diizeyi 5-
FU 15 pg/ml doz grubunda 73,03 ng/L olarak saptanmustir.

4.9. Gruplarin Canhhik Olciimleri

Gruplarin canlilik yiizdelerine ait standart sapma ve ortalama degerler Tablo

4.13.’de verilmistir.
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Tablo 4.13. Hiicre Canhlik Yiizdeleri Standart Sapma ve Ortalama Degerleri

Gruplar Mean | SD
Imiquimod 10 pg/ml 61,03 | 0,89
Imiquimod 20 pg/ml 53,85| 7,45
Imiquimod 50 pg/ml 33,86 | 1,03
Imiquimod 5 pg/ml 64,03| 141
5-florourasil 10 pg/ml 5494 | 2,12
5-florourasil 15 pg/ml 54,04 | 3,55
5-florourasil 25 pg/ml 4525 | 4,29
HEKa Imiquimod 10 pg/ml 40,75
HEKa Imiquimod 20 pg/ml 25,00
HEKa Imiquimod 50 pg/ml 12,75
HEKa Imiquimod 5 pg/ml 44,15

HEKa 5-florourasil 10 pg/ml 75,00
HEKa 5-florourasil 15 pg/ml 62,50

HEKa 5-florourasil 25 pg/ml 53,00
HEKa Siklosporin 0,3 pg/ml 67,15 | 4,21
HEKa Siklosporin 10 pg/ml 14,30

WWWWwWwwwwwkFRRFRRFP P RPRPRRPRP®WER RPRPRPRPRRPRRPRPOWWWWLWW|Z

HEKa Siklosporin 2 pg/ml 40,50
HEKa Takrolimus 101° M 83,25
HEKa Takrolimus 10 M 14,00
HEKa Takrolimus 108 M 50,00
HEKa Kontrol 82,25
HEKa Kontrol 48.saat 82,25
Kolesteatom Kontrol 82,30 | 10,72
Kolesteatom Kontrol 48.saat 86,67 | 3,34
Siklosporin 0,3 pg/ml 59,79 | 6,01
Siklosporin 10 pg/ml 4974 | 1,84
Siklosporin 2 pg/mi 50,56 | 7,88
Takrolimus 10 M 69,45 | 4,81
Takrolimus 10% M 49,47 | 1,42
Takrolimus 108 M 64,96 | 2,96

Mean:Ortalama Canlilik Yiizdesi, SD:Standart Sapma, N:Grup Sayist

Hiicre canlilik yiizdeleri igin ortalama degerler ve standart sapmalar Tablo
4.9.’da verilmistir. Kolesteatom hiicreleri kontrol grubunda ortalama canlilik ytlizdesi
82,3; 48. saat kolesteatom hiicre kontrol grubunda ise 86,67 olarak saptanmistir. Bu
iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur(p=1,00). HEKa kontrol
grubu ve HEKa 48. saat kontrol grubu canlilik yiizdesi 82,25 olarak saptanmistir. Bu

gruplarin  kolesteatom hiicre kontrol gruplar1 ile yapilan karsilastirmasinda
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istatsitiksel agidan anlamli fark saptanmamistir(p=1,00). Imiquimod tiim doz
gruplarinda kolesteatom hiicre kontrol gruplart ile karsilagtirlldiginda istatistiksel
olarak anlamli sekilde canliik yiizdelerini azaltmistir, sitotoksik etki
gostermistir(p<0,01). Bu etki 50 pg/ml doz grubunda ortalama canlilik ytizdesi 33,86
ile en belirgindir, bu deger ila¢ uygulanan kolesteatom hiicre gruplar: arasindaki en
diisiik canlilik degeridir. imiquimodun HEKa hiicrelerine olan etkisi incelendiginde;
tim doz gruplarinda HEKa hiicre kontrol gruplarina gore canlilik diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). 5-FU tim doz
gruplarinda kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde canlilik yiizdeleri diisiik olarak bulunmustur(p<0,01). HEKa hiicre kontrol
gruplari ile 5-FU 10 ve 15 pg/ml doz grubu sirasiyla karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlaml farklilik saptanmamistir(p=1,00 ve p=0,50). 5-FU 25 pg/ml doz grubu
HEKa hiicre kontrol gruplar ile karsilagtirldiginda istatistiksel olarak anlaml1 sekilde
canlilik yiizdeleri diisiikk saptanmistir(p=0,03). Siklosporin tiim doz gruplarinda da
kolesteatom hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde canlilik
yiizdeleri diisiik olarak bulunmustur(p<0,01). Siklosporin uygulanan HEKa hiicreleri
2 ve 10 pg/ml doz gruplarinda HEKa hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde canlilik yiizdeleri diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). 0,3
pg/ml doz grubu ise HEKa hiicre kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi(0,62). Takrolimus gruplari incelendiginde 101° M
doz grubunda kolesteatom hiicre kontrol grubuna gore istatstiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir(p=0,29). 48. saat kolesteatom kontrol grubuna gore canlilik yiizdesi
istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik olarak saptanmistir(p=0,03). 10® M doz
grubunda, hem kolesteatom hiicre kontrol grubu, hem de 48. Saat kolesteatom hiicre
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gekilde canlilik yiizdeleri diisiik
olarak saptanmistir(p=0,02 ve p<0,01). 10® M doz grubunda tiim kolesteatom hiicre
kontrol gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli sekilde canlilik yilizdeleri diisiik
olarak bulunmustur(p<0,01). Takrolimus uygulanan HEKa hiicreleri 10° M ve 108
M doz gruplart tiim HEKa hiicre kontrol gruplar ile karsilastirldiginda istatistiksel
olarak anlamli sekilde canllik yiizdeleri diisiik olarak saptanmistir(p<0,01). 101° M
doz grubunda ise HEKa hiicre kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir(p=1,00).
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5.TARTISMA

EAONO/JOS tarafindan 2017 yilinda yapilan son tanimlamaya gore
kolesteatom; timpanik veya mastoid kavite icerisinde keratinize skuamoz epitel ve
supepitelyal bag doku fragmanlarindan olusan, siirekli keratin debris iireten kitle
olarak tanimlanmistir. Konjenital, akkiz ve klasifiye edilemeyen tip olarak 3 baslikta
incelenen kolesteatomun, en sik akkiz formu goriilmektedir, konjenital form ise
nadirdir(1, 11). Kolesteatom dokusu kemik rezorbsiyonu yapmasi sebebiyle
destruktif ilerleyerek isitme kaybi, vestibiiler disfonksiyon, fasiyal paralizi, menenjit,
beyin absesi gibi o6nemli komplikasyonlara sebep olmaktadir(3). Gelisen
teknolojilere, yapilan arasgtirmalara ragmen hastaligin kesin etyopatogenezi halen
ortaya konulamamustir(13). Bu nedenle giinlimiizde kolesteatom tedavisinde kuratif
olarak uygulanan ve kabul goren tek tedavi secenegi cerrahidir(4). Cerrahi maliyeti,
niiks oranlari, morbiditesi Ozellikle akkiz kolesteatoma yoOnelik alternatif medikal
tedavi arastirmalarina hiz kazandirmistir(7). C6zim bekleyen tum bu sorulardan
hareketle bu calismada; akkiz kolesteatom etyopatogenezinde sorumlu oldugu
distiniilen molekdler yolaklar ve sitokinlerle ilgili veri toplamak, potansiyel tedavi
molekdlleri uygulayarak etyopatogenezden sorumlu olasi1 yolaklari bloke edip
kolesteatom hicrelerinin proliferasyonunu durdurmak, alternatif medikal tedavi

arastirmalar1 i¢in yeni potansiyel molekiiller belirlemek amaglanmustir.

Gunlimizde akkiz kolesteatom gelisiminde kronik otitis mediadaki
inflamatuar siireglerin baglattigi, immun yanitla indiiklenen, kompleks hiicresel
molekiiler mekanizmalarin gorev aldigi kabul edilmektedir(8, 12). Calismalarin
yogunlastigi bu kompleks yolaklar Epidermal Growth Factor
Receptor(EGFR)/Phosphoinositide 3-Kinase(P13K)/Protein Kinase B(PKB) sinyal
yolagi, Mitogen-Activated Protein Kinase(MAPK) sinyal yolagi, IL-6/Signal
Transducer and Activator of Transcription 3(STAT) sinyal yolagi, Inhibitor of DNA
Binding/Differentiation-1(ld-1)/NF-«B/CyclinD1 sinyal yolagi, MicroRNA(miRNA)
aracilt sinyal yolagi, Keratinocyte Growth Factor(KGF)/KGF Receptor(KGFR)
sinyal yolagi olarak Ozetlenebilir. Kolesteatom etyopatogenezinde etkili oldugu
diistiniilen tiim bu kompleks yolaklar sonucunda kolesteatom matriksinden IL-1, IL-
6, TNF-a gibi inflamatuar mediatorler salinmaktadir ve bu kontrolsiiz inflamatuar

stire¢ sonucunda mevcut komplikasyonlar olusmaktadir(12, 13). Calismamizda
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yapilan akkiz kolesteatom hicre kalturi  modellemesinde; higbir ilacin
uygulanmadigi kolesteatom 48. saat kontrol grubu ve HEKa 48. saat kontrol grubu
ortalama sitokin duzeyleri agisindan karsilastirilmistir. Calismamizda kolesteatom
hiicrelerinde saglikli keratinositlere(HEKa) gére IL-6, IL-10, TNF-a inflamatuar
sitokin seviyeleri yiiksek olarak saptanmistir ve bu durum istatistiksel olarak
anlamhidir. Ki67 dizeyleri de kolesteatom 48. saat kontrol grubunda ylksek olarak
saptanmustir; fakat HEKa 48.saat kontrol grubuna gore bu durum istatistiksel olarak
anlamli degildir. IL-8 diizeyleri ise istatistiksel olarak anlamli sekilde HEKa 48. saat
kontrol grubunda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir. IL-
1 seviyeleri bu iki grup arasinda benzer duzeydedir ve istatistiksel olarak anlamli

fark yoktur.

Literatirde kolesteatomda sitokin duzeyleri ile ilgili birgok ¢alisma
mevcuttur: Kuczkowski ve ark.(109) 2010 yilinda kolesteatom hiicreleri, normal cilt
ve kronik otitte izlenen granulasyon dokusunu sitokin profili agisindan karsilastirdigi
caligmasinda kolesteatom dokusunda IL-1, IL-6, TNF-a seviyeleri yiiksek saptanmus;
IL-10 seviyesi ise granulasyon dokusunda yiiksek diger gruplarda normal
bulunmustur. Ayrica dokularin alindigi hastalar incelendiginde IL-1, IL-6, TNF-a
seviyeleri ile kemik rezorbsiyonu arasinda pozitif korelasyon, IL-10 ile negatif
korelasyon iligkisi saptanmistir. Bu sebeple IL-10’un kolesteatom etyopatogenezinde
inflamasyonu yavasglatict dengeleyici bir sitokin olabilecegi, diger sitokinlerin

kolesteatom etyopatogenezinde 6nemli rol oynadigi hipotezi ortaya atilmistir.

Hilton ve ark.(110) yaptigi kolesteatom hicre kiltiirii ¢aligmasinda;
kolesteatom hticreleri ve normal deri keratinositlerinin kronik inflamasyona sekonder
cevaplan karsilastirilmistir. TNF-a uygulanan kolesteatom hiicreleri, ayni prosesin
uygulandigi normal deri keratinositlerine gore ¢ok yiiksek miktarda IL-8 sitokini
tiretmistir. Bu cevap kolesteatom tedavisinde inflamasyonu kontrol altina almanin
cok 6nemli oldugunu, hastalik progresyonunda kronik inflamasyonun ve bozulmus

hiicre cevabinin 6n planda oldugunu gostermektedir.

2014 yilinda Britze ve ark.(111) kolesteatom sitokin profili lUzerine yaptig
caligmada kolesteatom dokusunda IL-8 seviyelerini ylksek, IL-6 seviyelerini ise
diisik bulmuslardir. Literatiirden farkli olarak saptanan IL-6 seviyesindeki
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diisiikligiin sebebinin Kkolesteatom nedeniyle hastalarin yogun antibiyotik almasi
veya immun yanitin her hastada ayni olamayabilecegi sonucuyla agiklamaya

calismislardir.

Liu ve ark.(79) yaptig1 calismada ise kolesteatom hicrelerinde ylksek IL-6 ve
STAT3 seviyeleri saptanmis; etyopatogenezde IL-6/JAK/STAT sinyal yolaginin

onemli rol oynadig1 gosterilmistir.

Surarto ve ark.(112) yaptigi giincel ¢alismada kolesteatom dokusunda IL-1 ve
TNF-o seviyeleri yiliksek olarak saptanmistir. Calismada bu dokularin alindigi
hastalarda siddetli kemik destruksiyonunun goriilmesi yiiksek IL-1 ve TNF-o

seviyelerinin siddetli kemik destruksiyonunun bir belirteci oldugu gosterilmistir.

Kolesteatom sitokin seviyeleri (zerine Imai ve ark.(113) yaptigi ¢alismada
kolesteatom hicrelerinde IL-1, IL-6, TNF-a ve prostoglandin E2(PGE2) seviyeleri
yiiksek olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada; kolesteatom dokusunda ve kolesteatom
dokusuna uzak kemik alanlarindan alinan hiicrelerde saptanan yiksek RANKL
ekspresyonunun ve bu inflamatuar sitokinlerin osteoklastogenezi uyararak
komplikasyonlara sebep oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu sitokinleri inhibe
edecek tedavi ajanlarinin hem kolesteatom proliferasyonunu hem de kemik

rezorbsiyonunu engelleyebilecegi belirtilmistir.

Calismamizda da literatiir(79,109,112,113) ile uyumlu olarak saptanan
proinflamatuar sitokin yiiksekligi kolesteatom hucrelerindeki kontrolstiz inflamatuar
stireci kanitlamaktadir. Bahsedilen literatiirlerle uyumlu olarak calismamizda; IL-6
ve TNF-a seviyeleri kolesteatom hiicrelerinde yiliksek olarak saptandi, kemik
rezorbsiyonu gibi komplikasyonlarda da ©Onemli rol oynayan bu sitokinlerin
kolesteatom patogenezinde hedef sitokinler olmasi gerektigini, patogenezde ana rol
oynadiklarin1 diisiinmekteyiz. Literatiirde de Surarto ve ark.(112), Imai ve ark.(113)
bu sitokin yiiksekligi ile kemik rezorbsiyonu arasindaki iliskiyi ortaya koyarak
kolesteatomun yarattig1 komplikasyonlarin arkasinda bu kontrolsiiz inflamasyonun
oldugunu gostermislerdir. Kuczkowski ve ark.(114) 6zellikle TNF-o, IL-1 ve 1L-6
seviyeleri ile kemik rezorbsiyonu arasinda yiiksek iliski oldugunu vurgulamislardir.
Calismamizda da yiiksekligi saptanan IL-6 ve TNF-o’nin etki mekanizmalar

diistinildiigiinde JAK/STAT, MAPK ve PI3K/Akt(PKB) sinyal yolaklarinin ana
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inceleme konusu olmasi gerektigini ve bu yolaklar sonucunda ortak olarak olusan
NF-«B’nin tedavide hedef molekiill olmasi gerektigini mevcut bilgiler 1s18inda
varsaymaktayiz. IL-10 diizeylerinde saptanan yiiksekligin kontrolsiiz inflamasyonu
dengelemek amaciyla bir yanit olarak gelistigi, bunun komplikasyonlara karsi
Kuczkowski ve ark.(109) da belirttigi gibi koruyucu olabilecegini diisiinmekteyiz.
Calismamizda; bahsedilen ¢aligmalarin aksine IL-1 seviyelerinde saglikli hiicrelere
gore istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi; bu durumun Britze ve ark.(111)
belirttigi gibi hiicresel immun yer alabilecek bir varyasyon oldugunu diisiinmekteyiz.
Saglikli hiicrelerde saptanan IL-8 yuksekligi ise kolesteatom etyopatogenezinde IL-

8’in 6n planda yer almadigini diisiindiirmektedir.

Tum bu bilgiler 1s1ginda; Kolesteatom ftizerine gelistirilecek olan alternatif
medikal tedavi; bu inflamatuar sitokinleri baskilayarak ve antiinflamatuar etki
gostererek hem proliferasyonu, hem de kemik rezorbsiyonunu dolayisiyla
komplikasyonlar1 engelleyen bir molekiil olmalidir. Ek olarak bu molekulln orta
kulaga kolay uygulanabilmesi, efektif topikal formunun olmasi, minimal ototoksik ve

yan etki potansiyeli tasimasi en az tedavi etkinligi kadar dnemlidir.

Kolesteatom etyopatogenezinde, hastaligin destruktif seyrinde bir diger
o6nemli mekanizma kontrolsiiz proliferasyon ve bozulmus apopitoz dengesidir(47).
Yapilan ¢alismalarda kolesteatom hicrelerinde proliferasyonun arttigi ve hiicre
oliimiinden sorumlu apopitoz mekanizmalarinin bozuldugu gosterilmistir(47). Ki67
hiicre proliferasyonunu gosteren, uzun yillardir kanser arastirmalarinda da kullanilan
onemli bir hicre proliferasyon belirtecidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
Ki67’nin sadece bir proliferasyon markeri olmadigi, hiicre mitozunda indiikleyici ve
diizenleyici roliiniin oldugu da gosterilmistir(115, 116). Bu nedenle Ki67’nin sadece
hucresel proliferasyonu degil hastaliklarin progresyonunu, destruktif kapasitesini
yansittigr gelecek arastirmalarda potansiyel bir tedavi hedef molekiilii olabilecegi
savunulmaktadir(117). Mevcut ¢alismamizda kolesteatom 48. saat kontrol grubu ve
HEKa 48. saat kontrol grubu Ki67 seviyeleri ac¢isindan Kkarsilastirilmis ve
kolesteatom hucrelerinde Ki67 seviyeleri yiiksek olarak saptanmistir. Fakat yapilan
istatistiksel incelemede bu bulgu ne yazikki anlamli olarak saptanmamistir. Ki67

yiiksekligi ~ kolesteatom  hiicrelerindeki  yiiksek  proliferasyon  kapasitesini



55

yansitmaktadir. Literatiirde kolesteatom hiicrelerinde Ki67 seviyeleri ile ilgili birgok

calisma mevcuttur:

Mallet ve ark.(118) Ki67 nikleer antijenini, MIB-1 monoklonal antikoru ile
degerlendirdigi ¢alismada; Ki67 seviyeleri kolesteatom dokusunda yiksek olarak
saptanmig ve bu hastalar detayl incelendiginde hastaligin progresyonu ve destruktif
kapasitesinin  Ki67 ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Eriskin
kolesteatomlarina gore daha agresif seyreden ¢ocukluk ¢agi kolesteatomlarinda Ki67
niikleer antijen seviyelerinin daha yiiksek oldugunu da belirtmislerdir. Kisacas1 Ki67
sadece bir proliferasyon marker1 degil ayn1 zamanda bir hastalik progresyon

belirtecidir.

Sikka ve ark.(119) ise pediatrik ve eriskin kolesteatom dokusunda Ki67
seviyeleri tizerine yaptig1 ¢alismada normal cilt epiteline gore her iki grupta Ki67
seviyeleri yine yiiksek saptanmis ve bu durum kolesteatomun yuksek proliferatif
kapasitesi ile iligkilendirilmistir. Fakat eriskin ve pediatrik grupta kolesteatom
dokusunda Ki67 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamistir. Ki67
seviyeleri ile eriskin ve pediatrik grupta hastaligin seyri iligkisi Mallet ve ark.(118)

aksine kurulamamustir.

Aslier ve ark.(120) yaptig1 kolesteatom dokusunda Ki67 seviyeleri Uizerine
olan ¢alismada; Ki67 seviyeleri kolesteatom dokusunda yiiksek olarak saptanmis ve
kemik rezorbsiyonu ile bu seviye arasinda giiclii bir iliski ortaya konmustur. Literatiir
bulgularinin aksine olarak eriskin grupta pediatrik gruba gore Ki67 seviyeleri ve
kemik rezorbsiyonu daha fazla goriilmiis; bu nedenle hastaligin erigskin grupta daha

agresif seyrettigi hipotezi one siiriilmiistiir.

Server ve ark.(121) da kolesteatomda Ki67 seviyelerini inceledikleri
calismalarinda malleus destruksiyonu olan grupta diger kolesteatom gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek Ki67 seviyeleri saptamistir. Ki67 seviyesinin hastaligin

destruktif kapasitesini de gosterdigini belirtmislerdir.

Hamed ve ark.(122) kolesteatomun destruktif kapasitesine yonelik yaptiklari
arastirmada da kemik rezobsiyon skoru yiiksek olan vakalarda istatistiksel olarak
anlamli sekilde Ki67 seviyeleri yiiksek olarak bulunmustur. Ki67’nin kolesteatomun

destruktif paternini gosteren glvenilir bir belirte¢ oldugu vurgulanmustir.
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Tum bu verilerin 1s18inda ister eriskin, ister pediatrik grupta olsun Ki67
seviyesinin kolesteatom hucrelerinin proliferasyonunu ve kemik rezorbsiyonu gibi
komplikasyonlara yol acan destruktif kapasitesini gésteren 6nemli bir marker oldugu
goriilmektedir. Hiicre molekiiler biyolojisine yonelik yapilan ¢alismalarla da
desteklenen bu durum hiicre mitozunda 6nemli indukleyici gorevleri olan Ki67’ nin
gelecekte sadece bir biyolojik marker degil potansiyel bir tedavi molekiilii oldugu

hipotezini desteklemektedir.

Kolesteatom patogenezinde sadece proliferasyon siirecleri degil bozulmus
apopitoz-antiapopitoz dengesi de c¢ok 6nemlidir. Bu durum Chung ve ark.(61)
kolesteatom  hiicrelerinde  yaptiklar1  apopitoz-antiapopitoz  arastirmasinda
incelenmistir. Kolesteatom hticrelerinde normal cilt hiicrelerine gore ylksek Ki67, c-
FLIP seviyeleri saptanmis, p53 seviyeleri ise normal bulunmustur. Antiapopitotik
bir protein olan c-FLIP seviyelerinin yiikselmesine ragmen apopitoz proteini p53

seviyelerinin normal olmasi antiapopitoz lehine bozulan dengeyi kanitlamaktadir.

Friedland ve ark.(62) da kolesteatom dokusunda yaptiklari ¢alismada hiicre
proliferasyonunu artirici ve apopitozu inhibe edici etkisi olan miRNA-21 seviyelerini
yuksek olarak saptamiglardir. Bu g¢alismada kolesteatomdaki bozulmus apopitoz
stirecini gostermektedir. Bu bilgiden hareketle Zhang ve ark.(63) miRNA-let 7a’nin
miRNAZ21 seviyelerini baskilayarak kolesteatom proliferasyonunu durdurdugunu ve
apopitozu indiikleyerek potansiyel bir tedavi sinyal yolag1 olabilecegini

gostermislerdir.

Kolesteatomdaki ideal medikal tedavi hicre proliferasyonunu durdurmali,
sitotoksik etki gostererek apopitoz dengesini yeniden olusturmalidir. Kolesteatom
etyopatogenezindeki proliferasyon ve apopitoz yolaklarina yonelik aragtirmalar bu
nedenle ¢ok kiymetlidir. Kolesteatoma yonelik medikal tedavi arastirmalari uzun
yillardir devam etmektedir. Bu konuda cilt tiimoérleri tedavisinde de uzun yillardir
kullanilan 5-FU’nun kolesteatom hicrelerine etkisi ile ilgili literatiirde bircok

¢alisma mevcuttur(15, 95-97).

Takahashi ve ark.(16) %5’lik 5-FU topikal kremin kolesteatom hastalari
tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 klinik caligmalarinda %59 hastada kolesteatom

debrisi tamamen kaybolmus, 1 aydan uzun siire olugsmamistir, %29 hastada
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kolesteatom debrisi gerilemis, %12 hastada ise kolesteatom debrisinde azalma
olmamistir. Onemli bir yan etki gdzlenmemistir, ototoksik etkiden endise ettiklerini
vurgulayan yazarlar 9%5’lik 5-FU topikal kremi mikroskop altinda sadece
kolesteatom ylizeyine uyguladiklarini, i¢ kulak yapilarina kagmamasi igin 6zen
gosterdiklerini vurgulamiglardir. Bu sebeple dis kulak yolu kolesteatomlarinda,
mastoid aerasyonu iyi attik bolge yerlesimli kolesteatomlarda, rekurren vakalarda 5-
FU’nun kullanilabilecegini belirtmislerdir. ileri evre vakalarda, mastoid aerasyonu
kotu attik bolge kolesteatomlarinda, adeziv kulaklarda bu ilacin etkisinin smirl

oldugunun altin1 ¢izmislerdir.

Yamamato-Fukuda ve ark.(15) 5-FU’nun kolesteatom hiicreleri zerindeki
etkilerini gozledikleri ¢calismalarinda; 5-FU uygulanan ve uygulanmayan hastalardan
alinan kolesteatom dokusu oOrneklerinde yapilan incelemede 5-FU uygulanan
hastalardan alinan 6rneklerde diisiik KGF ve Ki67 dlzeyleri saptanmistir. 5-FU’nun
kolesteatom hucrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, apopitozu indiikledigi
belirtilmistir. Ototoksik etkiler de g6z onunde bulundurularak 5-FU’nin kulak zari
perforasyonu olmayan dis kulak yolu veya attik bolge erken evre kolesteatomlarinda

kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Iwanaga ve ark.(17) 5-FU’nin yan etkilerine yonelik yaptiklar1 hayvan deneyi
calismasinda 5-FU’nun ototoksik oldugu saptanmistir. Bu nedenle 5-FU’in dis kulak
yolu kolesteatomlarinda kullanilmasi gerektigi, kulak zar1 perforasyonu, semisirkuler
kanal fistlli gibi durumlarda bu tedavinin tercih edilmemesi gerektiginin alti
cizilmistir.

Samer Badee Kamel’in ¢alismasinda(97) timpanomastoidektomi sonrasi
kaviteye topikal 5-FU uygulamasmin sonuglart arastirtlmistir. 6 aylik izlem
sonuglarinda granulasyon dokusu ve debris miktar1 tamamen kaybolan veya
gerileyen hasta orant %85 olarak saptanmistir. Bununla birlikte hastalarda isitme
kaybi, tinnitus gibi yan etkiler rapor edilmemistir. Post-mastoidektomi hastalarinda

5-FU kullanimi1 onerilmistir.

Mevcut ¢alismamizda; 5-FU uyguladigimiz kolesteatom hiicreleri tim doz
gruplarinda, kolesteatom 48. saat kontrol grubuna kiyasla IL-1, TNF-a, Ki67 ve

canlilik diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml diisiikliikk saptandi. Tim 5-FU doz
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gruplarinda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore IL-6 seviyeleri ise yuksek
izlendi. IL-8 seviyeleri incelendiginde; 5-FU 10 ve 15 pg/ml doz gruplar
kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore IL-8 seviyelerini istatistiksel olarak
anlaml sekilde artirmis, 25 pg/ml doz grubunda ise azaltmistir. IL-10 dizeylerinde
5-FU 10 ve 25 pg/ml doz gruplarinda, kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiikliik saptandi. 15 pg/ml doz grubunda da IL-
10 seviyeleri diisiik izlendi; fakat bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi. IL-8
ve IL-6 disinda tiim sitokin seviyeleri ve canlilik yiizdeleri 5-FU tiim doz gruplarinda
kolesteatom 48. saat kontrol grubuna goére diisiik izlendi. 5-FU kolesteatom
hlcrelerindeki hem kontrolsiiz inflamasyonu hem de kontrolsiiz proliferasyonu
durdurdu. Tripan Blue ile yapilan canlilik 6l¢iimlerinde kolesteatom 48.saat kontrol
grubunda canlilik %86 iken; 5-FU 25 pg/ml dozunda %45,25 olarak saptandi, 5-FU

kolesteatom hiicreleri lizerinde sitotoksik etki de gostermistir.

5-FU g¢alismamizda da gorildigi tizere kolesteatom hicrelerinin
proliferasyonunu yavaslatmakta, antiinflamatuar etkisiyle hastalik kontroliinde fayda
saglamaktadir. Caligmamizda 5-FU uygulanan hiicrelerde tiim doz gruplarinda IL-
6’nin artmast kolesteatom komplikasyonlarini engellemede 5-FU’nun yetersiz
olabilecegini diistindiirmiistiir; Ciinkii IL-6 kemik rezorbsiyon mekanizmalarinda ¢ok
onemli bir sitokindir. Ayrica mevcut ototoksik etkileri, DNA-RNA sentezini
patolojik veya normal tiim hiicrelerde bloklamasi daha spesifik, daha az yan etki
iceren tedavi seceneklerinin arastirilmasini  zorunlu kilmistir. Bu nedenle
caligmamizda; kolesteatom hiicrelerine etkisi bahsedilen literatiir ¢alismalariyla
ortaya konulan 5-FU’nun hem kolesteatom hiicrelerine etkilerini gézlemeyi hem de

alternatif tedavi molekdlleri ile etkilerini karsilastirmay1 hedefledik.

Siklosporin uzun yillardir organ transplant hastalarinda, dermatolojide
psoriasis, atopik dermatit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kalsinorin
inhibitorii olan siklosporin; siklofiline baglanarak kalsiyum kalmodulin kompleksini
inhibe eder, temel etki olarak T hiicre cevabimi baskilar(99). NFaTc yolagini
bloklayan, bir diger etkisini MAPK sinyal yolaginda JNK ve P38 inhibisyonu ile etki
gosteren siklosporin 6nemli bir immunsupresan molekildiir(123). Dermatolojide
yaygmn kullanimi olan siklosporinin keratinositler {izerine olan etkileri ise

tartismalidir.
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Nickoloff ve ark.(124), Urabe ve ark.(125), Gottlieb ve ark.(126) yaptiklar
klinik ve laboratuvar c¢aligmalarinda siklosporinin direkt olarak keratinosit

proliferasyonunu inhibe ettigini saptamiglardir.

Siklosporin kullanilan organ transplant hastalarinda skuamoz hiicreli
kanserlerin goriilme sikliginin 65-100 kat artis gostermesi; fakat bazal hiicreli
kanserler, derinin diger keratinosit iliskili maligniteleri, melanomlar ve intestinal
tiimorlerde bu kadar yiiksek artis olmamasi, siklosporinin keratinositler iizerine
etkilerinin bu kadar basit olmadigini ortaya koymustur(127). Son yapilan
caligmalarda siklosporinin inhibe ettigi NFaTc yolaginin tumor gelisimine karsin
koruyucu rolii oldugu saptanmistir(128). Bu bilgilerden hareketle sistemik
siklosporin kullaniminin yaratigi immunsupresif etkinin ve kansere kars1 koruyucu
mekanizmalart baskilamasinin, keratinosit proliferasyonuna yol ag¢masa da
tumorogeneze kars1 koruyucu mekanizmalar1 bloklayarak onkojenik etki yarattigi
varsayllmaktadir(129). Bu sebeplerle siklosporin yan etki potansiyeli nedeniyle

kullanim1 konusunda dikkatle karar verilmesi gereken bir molekuldur.

Keratinositler Uzerine siklosporinin direkt etkisinin aragtirildigi giincel bir
calismada HaCaT hiicreleri lizerine siklosporinin etkileri incenlemis ve siklosporinin
keratinositlerde proliferasyona veya tumorogeneze direkt olarak sebep olmadigi,
keratinosit diferansiyasyonunu artirdigr ve Oomriinii uzattigi saptanmistir. Bununla
birlikte hiicreler farkli sigir serumuyla olusturulmus ortamda siklosporine maruz
birakildiklarinda invaziv pattern kazanmigslardir. Bu da siklosporinin keratinositler
icin direkt olarak onkojenik aktivite gostermedigini; fakat cevresel faktorlere ve
stresorlere hiicre cevabini degistirdigini kanitlar niteliktedir(130). Tim bu bilgiler
1s181inda siklosporinin keratinositlere etkileri konusunda yanit bekleyen sorular

vardir.

Bildigimiz kadariyla, literatirde siklosporinin kolesteatom hicreleri
uzerindeki etkisine yonelik calisma yoktur. Psoriazis ve atopik dermatit gibi cilt
rahatsizliklarinda antinflamatuar etkilerinden faydalanilan siklosporinin kolesteatom
hicreleri  Uzerine etkileri ¢alismamizda hiicre  kiiltir modellemesinde
degerlendirilmistir. Calismamizda siklosporin uygulanan kolesteatom hicreleri,
kolestetaom 48. saat kontrol grubu ile karsilastirlldiginda IL-1, IL-10, Ki-67
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duzeyleri ve canlilik yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde tim doz
gruplarinda diisiik; IL-6 ise yliksek olarak saptandi. TNF-a diizeyleri de 0,3; 2 ve 10
ng/ml doz gruplarinda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
olmasma ragmen bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi. IL-8 duzeyleri
incelendiginde; 0,3 ve 2 pg/ml doz gruplarinda yuksek, 10 pg/ml doz grubunda ise
kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore diisiikk saptandi. Siklosporinin saglikli
keratinositlere olan etkisi de HEKa hiicrelerinde incelendi. HEKa hiicre 48. saat
kontrol grubuna goére IL-1, Ki67, IL-8, IL-10, Ki67 duzeyleri istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiik; TNF-a ve IL-6 seviyeleri ise yiksek saptandi. Keratinositler
tizerine antiproliferatif etkilerini gozlemledigimiz siklosporinin inflamasyon
basamaklarina etkisi ise bu bulgulara gore literatiirle uyumlu olarak tartismalidir.
Calismamizda siklosporinin kolesteatom hucrelerinin proliferasyonunu azaltigi,
antiinflamatuar ve sitotoksik etki gosterdigi goézlenmistir. TUm bu bulgular
kolesteatom hiicrelerinin ve saglikli keratinositlerin Hilton ve ark.(110) caligmasi ile
uyumlu olarak ayni maddelere nasil farkli tepki verdiklerini ortaya koymakta;
kolesteatomda hiicresel cevaplarin sagliklt keratinositlerden farkli oldugunu
ispatlamaktadir. Her ne kadar kolesteatom keratinosit kaynakli bir patoloji olsa da
kolesteatom hiicresi ve keratinositler davranig paterni olarak birbirinden ¢ok
farklidir.

Siklosporinin solisyon formu ile topikal uygulamasinin kolesteatom
hiicrelerinde bir tedavi umudu olabilecegi; fakat ototoksisite ve diger etkilerine
yonelik daha ileri calismalara ihtiyag oldugu ortadadir. Sistemik siklosporinin
ototoksik etkilerine yonelik Marioni ve ark.(131) yaptiklar1 ¢alismada siklosporin
tedavisi sonrasi hastalarda isitme kaybi saptanmisken, bagka bir giincel calismada
sistemik  siklosporin ~ kullanimmin  igitme  kaybina  yol  agmadig:
savunulmaktadir(132). Bu sebeplerle siklosporinin i¢ kulaga olan etkilerinin
belirlenmesi ve objektif olarak ototoksik potansiyelinin belirlenmesi icin ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.

Sitokin dizeylerinde; 5-FU’da oldugu gibi IL-6 seviyelerinin tim doz
gruplarinda yiiksek olarak saptanmasi komplikasyon kontroliinde bu molekiiliin de
yetersiz  olabilecegini  diislindlirmiistiir. Calismamizda siklosporinin  sitokin

dizeylerine olan etkisinin ozellikle MAPK yolagina ve NFkB’ya olan etkileri
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sonucunda oldugunu, ileride bu konu konuyla ilgili yapilacak olan g¢alismalarda
Ozellikle bu sinyal yolagi ve molekiiliin incelenmesinin faydali olacagin

diistinmekteyiz.

Sistemik siklosporine bagli goriilen yan etkiler, siklosporinin efektif topikal
formunun olusturulamamast yeni bir kalsindrin inhibitorii olan ve topikal
kullanilabilen takrolimus (FK506)’nin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur(133).
Makrofiline baglanarak kalsinérin inhibisyonu yapar ve T hiicre aracili cevabi
siklosporine benzer sekilde baskilar. Temel etkisini NFaTc yolagini baskilayarak
antiinflamatuar olarak gosterir(100, 133). Siklosporin gibi MAPK sinyal yolagini ve
NF- kB yolagini da bloklar(134, 135). Siklosporine gore immunsupresif etkisi 100
kata kadar daha potent olan takrolimusun ayrica yan etki potansiyeli de daha
distiktiir(136, 137). Takrolimusun da keratinositler tzerine olan etkileri konusunda
bilinmeyen noktalar mevcuttur. Takrolimusun kolesteatom hiicrelerine yonelik

etkileri Uzerine literatiirde yeterli ¢calisma yoktur.

Karashima ve ark.(138) keratinositler {izerine yaptiklar1 ¢aligmada
takrolimusun keratinosit proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Fakat bunun
tersine Shin ve ark.(139) takrolimus tedavisinin insan epidermal Kkeratinositlerinin
proliferasyonunu inhibe etmedigini, proliferasyona takrolimusun bir etkisi

olmadigini belirtmistir.

Yapilan caligmalar incelendiginde; UVB ile indiiklenmis keratinositlerde
takrolimusun NF-kB yolagmi baskilayarak TNF-o gibi proinflamatuar sitokin
seviyesini diisiirdiigii, keratinositler tzerinde direkt etkiyle antiinflamatuar etki de
gosterdigi saptanmistir(140, 141). Takrolimusun bu etkisinin antijen sunucu
Langerhans hicrelerinde de oldugu gosterilmistir(142). TNF-o/IL17 ile NF-xB
yolag1 iizerinden indiiklenmis keratinositlere takrolimus uygulandiktan sonra
proinflamatuar sitokin seviyelerinin belirgin olarak azaldigi da saptanmistir(143).
Mekanizmalari tim ydnleriyle bilinmese de bugiin artik takrolimusun keratinositler

uzerinde de direkt etkileri oldugu bilinmektedir.

Hong-Qin ve ark.(144) HaCaT hiicreleri {izerine yaptiklart bir diger
caligmada takrolimusun IFN-y ve bunun indiikledigi JAK/STAT yolagin1 inhibe
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ettigi saptanmistir. Bu caligma takrolimusun keratinositlerde etkiledigi bir diger

yolagi gostermektedir.

LPS ile indiiklenmis keratit vakalarinda takrolimusun etkilerinin gézlendigi
bir ¢alismada insan korneal Kkeratinositleri Gzerinde LPS’nin yarattigi inflamatuar
etkilerin takrolimus ile inhibe oldugu gosterilmistir. Takrolimus verilen insan korneal
epitel hucrelerinde IL-1, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler azalmis, IL-10 gibi
antinflamatuar sitokinler artmis, ek olarak proanjiogenetik sitokinler de

azalmistir(145).

Tdm bu bulgularin 1s18inda; patogenezinde NF-xB, JAK/STAT, MAPK
sinyal yolaklari, langerhans hiicreleri, LPS ile indiiklenen kontrolstiz inflamatuar
stireglerin rol aldig1 kolesteatomda, takrolimusun alternatif bir tedavi molekili
olabilecegini diigiinerek kolesteatom hiicre kiiltiirii modellemesinde hicrelere
takrolimus  uyguladik. Calismamizda Takrolimus uygulanan kolesteatom
hicrelerinde IL-1, IL-10, Ki67, TNF-a sitokin seviyelerinde kolesteatom 48. saat
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma saptandi. Canlilik
yiizdeleri de 10*° M doz grubunda, 10® ve 10® M doz gruplarinda kolesteatom
48.saat hucre grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak o6l¢iildii.
IL-6 diizeyleri de 10 M ve 10"2° M doz gruplarinda diisiik olarak saptandi; fakat bu
durum istatistiksel olarak anlamli degildi. 10® M doz grubunda ise kolesteatom 48.
saat kontrol grubuna gore 1L-6 seviyeleri yiiksek saptandi. IL-8 seviyeleri ise tim
doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olarak saptandi.
Takrolimus 10 ve 102 M doz gruplarinda IL-8 haricinde tiim sitokin ve canlilik
diizeylerinde diisiis saglamistir, yani kolesteatom hiicrelerine yonelik gucli
antiinflamatuar, antiproliferatif ve sitotoksik etki gdstermistir. Bu bulgular;
siklosporine gore daha potent bir molekiil olan, daha az yan etki potansiyeli tasiyan,
topikal olarak krem formu bulunan takrolimusun kolesteatomda bir tedavi umudu
olabilecegini diisiindiirmektedir. IL-6 seviyelerinde gozlenen diisiis de siklosporin ve
5-FU’dan farkli saptanmig bir durumdur; fakat bu durum istatistiksel olarak anlamli
degildir. Komplikasyon kontrolinde de takrolimusun bu molekillere gore daha

basarili olmas1 muhtemeldir.
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Olas1 ototoksik etkiler ve tedavi etkinliginin belirlenmesi i¢in kuskusuz daha
ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. Makrolid yapisinda olan takrolimusun organ
transplant hastalarinda sistemik kullaniminda ototoksik etkilerini ortaya koyan
yayinlar mevcuttur(146, 147). Fakat i¢c kulaktaki ototoksik etkilerine yonelik objektif

veriler saglayacak ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu ortadadir.

Calismamizda takrolimusun saglikli keratinositlere olan etkilerini de
gozledik. Takrolimus uygulanan HEKa hiicrelerinde tiim doz gruplarinda HEKa 48.
saat kontrol grubuna gore IL-1, IL-8, Ki67 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldi. IL-6 diizeyleri 10® ve 10 M HEKa doz gruplarinda istatistiksel
olarak anlaml sekilde azaldi. 10° M HEKa doz grubunda ise IL-6 seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli sekilde artt1. IL-10 diizeyleri 10® M ve 10® M HEKa doz
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi. 101 M HEKa doz grubunda ise
arttg gosterdi; fakat bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi. Takrolimus
uygulanan tim HEKa hticrelerinde TNF-a istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
izlendi. Canlhilik diizeylerinde ise 10°® M ve 10® M HEKa doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli diisiis izlendi; 107° M doz grubunda ise canlilik
yuzdelerinde HEKa 48. saat kontrol grubuna gore anlamli degisiklik saptanmadi.
Tiim bu bulgular kolesteatom hiicrelerinin ve saglikli keratinositlerin ayn1 maddelere
nasil farkli tepki verdiklerini ortaya koymakta; kolesteatomda hiicresel cevaplarin

saglikl keratinositlerden farkli oldugunu ispatlamaktadir.

Imiquimod gucli antitimér ve antiviral etkinligi bilinen, TLR-7 agonisti
olarak temel etkisini NF-xB yolag1 tizerinden immun cevabi uyararak gergeklestiren
bir ilagtir(102). Ayrica imiquimod terapotik fakat yiiksek konsantrasyonlarda
adenozin reseptori Gzerinden apopitotik etki gdstererek hiicre proliferasyonunu
durdurur(103, 104). Imiquimod, antijen sunucu hiicreleri etkileyerek tumor necrosis
factor related apoptosis inducing ligand(TRAIL) Gzerinden timdr hicrelerinin yok
edilmesini de saglar(148). Tum bu etkileri sebebiyle imiquimod guniimuizde genital
sigiller, superfisyal bazal hiicreli kanser, aktinik keratoz gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir(148). Imiquimodun keratinositler ve kanser hiicreleri (izerindeki
etkilerine yonelik ¢ok sayida ¢alisma bulunmasia ragmen; kolesteatom hiicreleri

Uzerindeki etkisine yonelik literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir.
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Schon  ve ark.(103) imiquimodun keratinositler Uzerindeki etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda diisiik dozda imiquimodun NF-kB uyarimi ile
proinflamatuar sitokinleri uyardigini; yiksek dozda ise adenilat siklaz reseptor

antagonisti gibi davranarak apopitotik etkilerinin basladigini gostermistir.

Huang ve ark.(149) yaptigi giincel calismada imiquimodun TLR-7’den
bagimsiz olarak bazal hiicreli kanser hiicrelerinde p53 iizerinden apopitozu ve timdr

hiicrelerinin 6liimiinii indiikledigini gostermistir.

Jansen ve ark.(150) yaptigi; bazal hiicreli kanserde 5-FU ve imiquimodun
etkinligini karsilastirdiklar1 ¢alismada imiquimodun tedavi sonuglari 5-FU’ya gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde daha basarili olarak saptanmustir.

Mahatma ve ark.(151) da yaptiklart giincel c¢aligmada superfisyal bazal
hiicreli kanser tedavisinde imiquimodun etkinliginin altin1 ¢izmislerdir. Her ne kadar
bir kanser olmasa da etyopatogenezdeki benzerlikler bazal hicreli kanser tedavisinde
bu kadar basarili olan, imiquimodu kolesteatomda da potansiyel bir tedavi umudu

yapmaktadir.

Kontrolsuz proliferatif ve inflamatuar sureclerin, antijen sunucu hiicre
etkilesiminin etyopatogenezinde 6nemli rol oynadigi kolesteatomda imiquimodun

etkisi caligmamizda bu sebeplerle degerlendirilmistir.

Calismamizda imiquimod uygulanan kolesteatom hiicrelerinde tiim doz
gruplarinda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore IL-1, I1L-10, Ki67, TNF-a
sitokin diizeyleri ve canlilik yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmustir.
IL-6 dizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml doz
gruplarinda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna goére yiksek; 50 pg/ml doz
grubunda ise diisiik saptanmustir. IL-8 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli olarak 5,
10, 20 pg/ml doz gruplarinda kolesteatom 48. saat kontrol grubuna gore yiksek; 50
ng/ml doz grubunda ister benzer diizeyde saptanmustir. Imiquimod 50 pg/ml doz
grubu tiim sitokin seviyelerini diisiirmiis; sadece 1L-8 dlzeylerinde kolesteatom 48.
saat kontrol grubuna gore benzer etki gostermistir. Canlilik yilizdelerinde de diisiikliik
saptanan bu grup kolesteatom hticrelerine kars1 giiglii antiinflamatuar, antiproliferatif
ve sitotoksik etki gostermistir. Terapotik fakat yiiksek dozda goriilen bu etkinin
Schon ve ark.(103) calismasini destekledigini diisiinmekteyiz. 5, 10 ve 20 pg/ml doz
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grubunde gorilen 1L-6 ve IL-8 yiiksekliginin imiquimodun diisiik dozlardaki
proinflamatuar etkilerine baglh oldugu diisiiniilmektedir. Calismamiza gore terapotik;
fakat ylksek dozda imiquimod gucli antiinflamatuar ve antitiméral etkinlik
gostermektedir. Huang ve ark.(145) calismasina paralel olarak; her ne kadar bir
timor hicresi olmasa da apopitoz mekanizmalarinda goriilen bozulmanin
etyopatogenezinde 6nemli rol oynadigi bilinen kolesteatom hicrelerinin; imiquimod
etkisi ile proliferasyonunun ve canlilik yiizdelerinin azalmasi da 6nemli bir bulgudur.
Imiquimod mevcut bulgularla ge¢mis calismalarla tedavide bir alternatif olarak
ortaya ¢ikan 5-FU’ya gore de daha basarilidir. Jansen ve ark.(150) yaptigi bazal
hicreli kanser tedavisindeki saptanan bu durum kolesteatom hiicreleri (izerinde de
benzer olarak c¢aligmamizda goriilmistir. Mevcut bulgularimiz 1s18inda; tim
imiquimod doz gruplar1 arasinda, imiquimod 50 pg/ml dozunun antiinflamatuar ve

antiproliferatif etkisi nedeniyle glcli bir tedavi umudu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirde saglikli keratinositler iizerine inflamatuar ve hiperproliferatif
etkileri olan imiquimod(152); calismamizda saglikli keratinositlere olan etkileri
acisindan da incelenmistir. imiquimod uygulanan tiim HEKa hiicre doz gruplarinda
HEKa 48. saat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde IL-1, IL-10(5
pg/ml doz grubunda p=0,18), Ki-67 sitokin seviyeleri ve canlilik yiizdeleri azaldu.
IL-6 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde 5 pg/ml, 20 ug/ml ve 10 ug/ml doz
gruplarinda artti, 50 pg/ml doz grubunda ise azaldi. 1L-8 seviyeleri HEKa 48. saat
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml doz gruplarinda
azaldi; 10 pg/ml doz grubunda ise istatistiksel olarak anlamli sekilde artti. TNF-a
seviyeleri incelendiginde 5, 20, 50 pg/ml HEKa doz gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis saptandi. 10 pg/ml doz grubunda da artis goriildii; fakat bu
durum istatistiksel olarak anlamli degildi. Ozellikle diisiik dozlarda IL-6 ve TNF-
a’da goriilen yiikseklik saglikli keratinositler {izerine imiquimodun proinflamatuar
etkisini gostermistir; IL-1 seviyelerinde ise bu iliski ¢alismamizda kurulamamustir.
Bu noktada da HEKa hiicreleri ve kolesteatom hiicrelerinin ayni ilaca yanitlarinin
farkl1 olmas1 kolesteatomda etyopatogenezinde diisiiniilen bozulmus hiicre cevabi
hipotezini desteklemektedir. Keratinositlerle iliskili bir hastalik olan kolesteatomda
gorulen timorogenez benzeri hiicresel cevabin degismesi ve kontrolsiiz hicre

cevabinin etyopatogenezde ¢ok 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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Sitokin seviyelerinde ve canlilik yiizdelerinde ggsterdigi etkiler sebebiyle
6nemli bir tedavi alternatifi olarak gorulen imiquimodun medikal kullaniminin farkl
hastaliklarda topikal olmasi sebebiyle literatiirde ototoksik etkilerine yonelik de
calisma yoktur. Tedavi etkinliginin ve ototoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolesteatom etyopatogenezinde molekiiler diizeyde veri toplamayr ve

alternatif medikal tedavi se¢enekleri gelistirmeyi amagladigimiz ¢alismamizda elde

edilen sonug ve Oneriler agagida sunulmustur:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Kolesteatom etyopatogenezinde proinflamatuar sitokinler; 6zellikle TNF-
a ve IL-6 dnemli rol oynamaktadir.

Bu sitokinlerin etki gosterdigi JAK/STAT, MAPK ve PI3K/Akt(PKB)
sinyal yolaklari, NFxB proteini ve bunlara bagimli kinazlarin
etyopatogenezde temel mekanizmay1 olusturdugu diisiiniilmektedir.
Calismamizda saptanan IL-10 yiiksekliginin mevcut kontrolsiiz
inflamasyonu dengelemek amaciyla feedback mekanizmalar ile artis
gosterdigi diisiiniilmektedir.

Onemli bir proinflamatuar sitokin olan IL-1 diizeylerinin normal
saptanmasi immun yanitta bir varyasyon olarak degerlendirilmistir.

IL-8 diizeylerinin saglikli hiicreler ve kolestetaom hiicrelerinde benzer
dizeyde izlenmesi, bu sitokinin etyopatogenezde ©n planda rol
oynamadigini diistindlirmektedir.

Alternatif medikal tedavi segenekleri agisindan etkinlikleri arastirilan 5-
FU, Siklosporin, Takrolimus ve Imiquimod maddelerinin hepsi
kolesteatom hicrelerinde uygun dozlarda antinflamatuar, antiproliferatif
ve sitotoksik etki gostermistir.

Belirtilen ilaglarin etki mekanizmalar1 disiiniildiigiinde bahsedilen sinyal
yolaklarinin ve NFkB proteininin kolesteatom etyopatogenezinde énemli
rol oynadig1 bu acidan da fark edilebilmektedir.

Kolesteatom hiicreleri iizerine etkileri in vivo ve klinik ¢alismalarla
kanitlanan 5-FU ile benzer etkinlik gosteren siklosporin, takrolimus ve
imiquimod 6nemli tedavi alternatifleri olarak saptanmustir.

Siklosporine gore daha spesifik ajanlar olan ve topikal formlar1 bulunan
takrolimus ve imiquimodun kolesteatom tedavi etkinligi, yan etkiler

acisindan ileri ¢alismalarda incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

10) Ozellikle imiquimod 50 pg/ml dozunda tiim sitokinleri baskilamast,

antiinflamatuar, antiproliferatif ve sitotoksik etki gostermesi nedeniyle
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calismamizdaki tiim molekiiller arasinda 6ne ¢ikan potansiyel bir tedavi

molekdludur.
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