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Assessment of Subepithelial Angiogenesis in Acquired
Cholesteatoma between Pediatric and Adult Patients

Edinsel Kolesteatomda Subepitelyal Anjiogenezin Pediatrik
ve Eriskin Hastalarda Degerlendirilmesi

Mustafa Aslier!, Taner Kemal Erdag?, Stlen Sarioglu?, Enis Alpin Giineri', Ahmet Omer Ikiz!,

Evren Uzun?, Erdener Ozer?
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Objective: The aim of this study was to compare subepi-
thelial angiogenesis developing within the perimatrix of
the cholesteatoma between pediatric and adult patients.

Methods: Sixty-one patients who underwent mas-
toidectomy for the first intent because of chronic otitis
media with cholesteatoma between 1993 and 2013 and
from whom appropriate tissue specimens were taken
were included in the study. The patients were classified
in the pediatric patient group if they were under the
age of 18 years and the adult patient group if they were
18 years and older. Immunohistochemical staining for
CD31 was performed on new sections taken during
surgery and sections prepared from archived tissues in
paraffin blocks. Results were compared between the

groups.
Amag: Bu ¢alismanin amaci kolesteatom perimatriksin-
de gelisen subepitelyal anjiogenezi pediatrik ve erigkin
hastalarda kargilagtirmaktir.

Yontemler: Caligmaya 1993-2013 yillar: arasinda koles-
teatomlu otitis media nedeniyle ilk kez mastoidektomi
uygulanmis ve uygun doku 6rnekleri alinmig 61 hasta
dahil edildi. Onsekiz yas alti hastalar pediatrik hasta, 18
yas ve Ustl hastalar ise erigkin hasta grubuna dahil edi-
lecek sekilde siniflandirildi. Cerrahi sirasinda alinmig ve
parafin bloklarinda arsivlenmis dokulardan hazirlanan
yeni kesitler uzerinde CD-31 immiinohistokimyasal
boyamalari yapildi ve sonuglar gruplar arasinda karsilag-
turildi.

Giris

Kolesteatom, temporal kemik havali boglukla-
r1 icerisinde skuamoz hiicreli epitelden gelis-
mektedir ve merkezinde keratin debrisleri igerir.
Histopatolojik olarak benign fakat klinik olarak
lokal destriiktif seyir gésteren bir hastaliktir. Pa-
togenezinde epitel dokusunda artmis hicresel
proliferasyon ve keratin tretimi sorumludur (1).
Sonug olarak artan sitokin ve enzim dizeyleri
kolesteatom perimatriksinde siddetli enflamatu-

Results: A total of 61 patients, of whom 25 were pedi-
atric and 36 were adult patients, were included in the
study. The mean CD-31 immunopositive microvessel
rates were 8.8 (3-15) and 6.61 (2-14) for the pediatric
and adult patient groups, respectively. The difference be-
tween the groups was statistically significant (p=0.037).
Correlation analysis showed a statistically significant
negative correlation between the CD-31 immunopos-
itive microvessel rates and age (p=0.036).

Conclusion: Subepithelial angiogenesis developing with-
in the perimatrix of the cholesteatoma of the pediatric pa-
tients was more expressed than that of the adult patients.

Keywords: Angiogenesis, CD-31, cholesteatoma, pedi-

atric

Bulgular: Caligmaya 25 pediatrik ve 36 erigkin toplam
61 hasta dahil edildi. Ortalama CD-31 imminopozitif
mikrodamar sayisi pediatrik ve erigkin hasta gruplarin-
da sirasiyla 8.8 (3-15) ve 6.61 (2-14) olarak saptand:.
Gruplar arasindaki farklilik istatiksel agidan anlamli bu-
lundu (p=0.037). Yas ve mikrodamar sayis: arasinda ya-
pilan korelasyon analizinde negatif yonde ve istatistiksel
olarak anlaml korelasyon saptand: (p=0.036).

Sonug: Pediatrik hastalarin kolesteatom dokularinda
perimatrikste gelisen anjiogenez eriskin hastalardakine

kiyasla daha fazladir.

Anahtar Kelimeler: Anjiogenez, CD-31, kolesteatom, pediatrik

ar yanita sebep olur (2, 3). CD-31 mikrovaskiiler
damar endotelinde bulunan immiinohistokimya-
sal bir belirtectir ve timoér anjiogenezinde tanim-
lanmigtir (4, 5). Kolesteatomda gelisen hipoksik
stureg, doku hasar1 ve artan enflamatuar hucreler,
vaskiiler ve endotelyal buylime faktorleri aracili-
g1 ile anjiogenezi tetikler. Subepitel dokuda yani
perimatrikste artan anjiogenez kolesteatom akti-
vitesinin biyolojik belirteclerinden biri sayilabilir

(5,6).



48  Asler et al. Subepithelial Angiogenesis in Cholesteatoma

Turk Arch Otorhinolaryngol 2015; 53: 47-50

Pediatrik ve erigkin hastalarda kolesteatom perimatriksinde su-
bepitelyal anjiogenezin kargilagtirilmasinin amaglandigi bu ge-
riye dénik c¢aligmada kolesteatom doku 6rneklerinde perimat-
rikste CD-31 ile boyanmis mikrodamar yogunlugu tespit edildi.
Ayrica yapilan korelasyon analizi ile hasta yast ve mikrodamar
sayist arasindaki iligki aragtirildi.

Yontemler
Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu bagvurusu sonra-
s1 2013/17-15 numaral etik kurul karar ile ¢aligmaya baslandu.

Klinigimizde 1993-2013 yillar: arasinda kolesteatomlu kronik
otitis media nedeniyle ilk kez mastoidektomi uygulanmig 223
hasta geriye doniik olarak tarandi. Bu hastalarin cerrahi sira-
sinda alinan doku 6rnekleri incelendi. Caligmaya dahil edilme
kriterleri; immiinohistokimyasal boyama i¢in yeterli ve uygun
miktarda epitelyal ve subepitalyal hiicre iceren doku 6rnegi
alinmig olmast, aragtirma i¢in onam alinabilmis olmas: ve dosya
verilerine eksiksiz ulagilabilir olmas: seklinde belirlendi. Bu kri-
terleri kargilayan 61 hastanin doku 6rnegi ¢alismaya dahil edildi.
Onsekiz yas alti hastalar pediatrik, 18 yas ve lsti hastalar ise
erigkin gruba dahil edilecek sekilde gruplandirildi.

Hastalarin Patoloji Anabilim Dali argivinde saklanan para-
fin bloklarindan yeni kesitler hazirlandi. Kesitler 52 dakika
95°C CC1 (cell conditioning 1) (Ventana Medical Systems;
Tuscon, Arizona, ABD) solisyonunda bekletildi ve ardindan
PECAM'dan (MAB346P) (Innovex Biosciences; Richmond,
ABD) 1/50 diliisyon oraninda hazirlanan soliisyon igerisinde
32 dakika inkiibe edildi. Boyamalar Benchmark Ultra (Ventana
Medical Systems; Tuscon, Arizona, ABD) cihazinda Ultraview
Universal DAB Detection kit (Ventana Medical Systems; Tus-
con, Arizona, ABD) kullanilarak yapildi. CD-31 boyali kesit
goruntileri Eclips Ci (Nikon; Tokyo, Japonya) mikroskopta go-
rintilenerek DS-Fi2 (Nikon; Tokyo, Japonya) kamera ile digi-
talize edilerek bilgisayara aktarildi. Bilgisayar ekraninda orijinal
biylitme x20'de kesit alanindaki CD-31 ile immiinopozitif bo-

yanmig mikrodamar sayist belirlendi (Resim 1).

Elde edilen sonuglarin analizinde SPSS 15.0 istatistik progra-
mi (IBM, New York, ABD) kullanildi. Ortalama degerler ile
standart sapmalar1 hesaplandi. Degiskenlerin ortalama degerleri
Mann Whitney U testi ile kargilagtirildi. Korelasyon analizinde
Kendall’s tau-b testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul
edildi.

Bulgular

Caligmaya 25 pediatrik ve 36 erigkin toplam 61 hasta dahil edil-
di. Hastalarin 29’u (%47.5) kadin ve 32’si (%52.5) erkekti. Yag-
lar1 3 ile 71 arasinda degisen hastalarin yasg ortalamalar1 27.31
olarak saptand: [ortalama 27.31 (SS +/-18.345)]. Pediatrik hasta
grubunda 25 (13 kiz ve 12 erkek) hasta mevcuttu ve yas ortala-
mast 10.6 [ortalama 10.6 (SS +/-4.103)] saptand:. Erigkin hasta
grubunda 36 (16 kadin ve 20 erkek) hasta mevcuttu ve yas orta-
lamasi 38.92 [ortalama 38.92 (SS +/-15.08)] saptandi.

Tablo 1. Pediatrik ve erigkin gruplardan elde edilen bulgular

Pediatrik grup Eriskin grup P
Toplam 25 36
(13 kadin ve 12 erkek) (16 kadin ve 20 erkek)
Yas ortalama ortalama
10.6 (SS +/-4.103)  38.92 (SS +/-15.08)
ortanca 10 (3-17) ortanca 36.5 (19-71)
Mikrodamar say1st ortalama ortalama
8.8 (SS +/- 4.61) 6.61 (SS +/- 3,659)
ortanca 8 (3-15) ortanca 6 (2-14) *0.037
*Mann Whitney U
Tablo 2. Korelasyon analizi bulgular:
Yas Mikrodamar sayist
Korelasyon katsayist -0.192
p *0.036

*Kendall’s tau-b

A 2 5 I.”!. .f

Resim 1. x20 biytitmede izlenen mikrodamar yapilar:

Pediatrik hasta grubunda mikrodamar sayis1 ortalama 8.8 (SS +/-
4.61) saptands. Erigkin hasta grubunda ise mikrodamar sayis orta-
lama 6.61 (SS +/- 3.659) olarak saptandi.

Pediatrik ve erigkin gruplar kargilagtinldiginda CD-31 ile
imminopozitif boyanmigs mikrodamar sayisi pediatrik hasta
grubunda istatistiksel acidan anlamli sekilde yiiksek saptandi
(p=0.037, Mann Whitney U) (Tablo 1).

Tiim hastalarin verileri dahil edilerek yapilan korelasyon anali-
zinde hasta yas1 ile mikrodamar sayis1 arasinda negatif yonde ve
istatistiksel agidan anlamli korelasyon saptand: (p=0.036, Ken-
dall’s tau-b) (Tablo 2).

Tartigma
Kolesteatom, temporal kemigin havali bosluklar: icerisinde geli-
sen skuamoz hiicreli epitelden olusmaktadir. Epitel tabakas: pe-
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riferde kolesteatom matriksini olugturur ve merkezinde artmig
keratin Uretimine bagl: aseliller tabaka yer almaktadir (1). Mat-
riksin ¢evresinde ise enflamatuar hicrelerden zengin graniilas-
yon dokusu benzeri histopatolojik 6zelliklere sahip perimatriks
tabakasi gozlenir. Perimatrikste gelisen enflamasyon ve enzima-
tik reaksiyonlar kolesteatomun destriiktif seyrinden sorumlu tu-
tulmaktadir (1). Ozellikle daha agresif seyirli olduguna inamilan
pediatrik kolesteatomda perimatriksin yapisi ve histokimyasal
ozellikleri bir ¢ok ¢aligmada aragtirilmigtar.

Quaranta ve ark. (7) pediatrik kolesteatomun klinik 6zelliklerin-
den perimatriksteki enflamasyonu sorumlu tutmuglardir. Otuz
pediatrik ve 30 erigkin hastanin kolesteatom dokularinda peri-
matriksin histomorfolojik 6zelliklerini incelemigler ve pediatrik
grupta perimatrikste mononiikleer hiicrelerin sayica fazla oldu-
gunu saptamuglardir. Bu bulgular ile pediatrik kolesteatomda pe-
rimatriksin daha kalin ve aktif oldugunu ileri siirmiglerdir.

Mayot ve ark. (8) kolesteatomlu otitis media nedeniyle cerrahi
uygulanan 14 pediatrik hastanin doku érneklerini incelemisler
ve epidermis ile orta kulak mukozasinin kargilagtig1 bileskede
siddetli bir enflamatuar yanit gézlemiglerdir. Mukozada CD-1
pozitif Langerhans hiicreleri, mast hiicreleri ve IgA treten hiic-
releri saptayarak gecikmis tip hipersensitivite ile uyumlu bulgu-
lar elde etmisler ve kolesteatom patogenezinde mukozada ge-
lisen bu enflamasyonun sorumlu olabilecegini digtinmuglerdir.

Dornelles ve ark. (9) ise pediatrik ve erigkin hastalarda enfla-
matuar reaksiyonlarin merkezi olan perimatriks kalinligini él¢-
migler ve 27 ile 1277 mikrometre arasinda degisen sonuglar
elde etmiglerdir. Erigkin hasta grubunda perimatriks kalinliginin
ortalamasi daha fazla olmasina karsin korelasyon analizlerinde
yas ile perimatriks kalinlig1 arasinda ilimh fakat ters yonde ko-
relasyon saptamiglardir. Kisacas1 Dornelles ve ark.’nin ¢aligmasi
sonucunda hasta yas1 arttik¢a perimatriks kalinlig azalmaktadur.

Perimatriksin boyutsal 6zellikleri disinda belki de daha 6nemli-
si metabolik aktivitesidir. Dornelles ve ark. (10) epitel kalinlig,
perimatriks kalinlig1 ve perimatrikste enflamatuar hiicre yogun-
lugu tizerine pediatrik ve erigkin hastalardan olusan popiilasyon-
da yaptiklar: ¢caligmada matriks ve perimatriks kalinlig1 arasinda
kuvvetli korelasyon saptamiglardir. Fakat perimatriksteki enfla-
matuar hiicre yogunlugu ile ne hasta yas: ne de perimatriks ka-
linlig1 arasinda korelasyon bulmamuglardir.

Perimatrikste gelisen enflamasyonun siddetinin degerlendiril-
mesi i¢cin Dornelles ve ark. (5) yine pediatrik ve erigkin koleste-
atom dokularindan olugan kesitlerde anjiogenez i¢in CD-31 ve
metalloproteinaz (MP) aktivitesi icin MP-2 ve MP-9 dizeyle-
rini incelemiglerdir. Pediatrik grupta CD-31 ve MP dizeylerini
istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek saptamiglardir.

Kolesteatomda gelisen hipoksik siirecin enflamatuar reaksiyonlar
artirdif1 ve enflamatuar hiicrelerden salgilanan biyiime faktorle-
rinin anjiogenezi tetikledigi tizerinde durulmugtur. Perimatriks-
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te artan anjiogenez lizerinde yapilan ¢aligmalarda Stammberger
ve ark. (11) faktor-8 seviyelerini incelemisler ve kolesteatomda
normal cilde oranla artmig fakt6r-8 diizeylerine ulagmuglardir.
Sudhoff ve ark. (12) yaptiklar: ¢alismada kolesteatom dokusun-
da artmis anjiogenezden sorumlu B-FGF, TGF-a, TGF-p1 ve
VEGF gibi biyime faktorlerini hem dig kulak yolu cildine hem

de orta kulak mukozasina oranla artmig saptamiglardur.

Timor anjiogenezi tizerine yapilmis ¢aligmalarda damar endote-
linde bulunan bir immiinobelirte¢ olarak CD-31 tanimlanmugtir.
Diger anjiogenez imminobelirteclerinden farkli olarak lenfatik
damarlarda bulunmamaktadir (4, 5). Kolesteatom dokusunda
ozellikle perimatrikste artan enflamasyonun siddeti ve anjioge-
nez yogunlugu, CD-31 immiinopozitif boyanmis mikrodamar
miktarinin saptanmast ile gosterilebilir. Bu nedenle artan CD-31
immiunopozitifligi ve mikrodamar sayisi, kolesteatom aktivitesi-

nin biyolojik belirte¢lerinden biri olarak kabul edilmistir (5, 6).

Dornelles ve ark. (5) 60 pediatrik ve 60 eriskin hastay: kargilag-
tirdiklari ¢alismada pediatrik hasta grubunda CD-31 yogunlu-
gunu 7 (4-11) eriskin hasta grubunda ise 4 (0-10) olarak elde
etmislerdir. Bu fark: istatistiksel agidan anlamli saptamiglardir.
Ayni ¢alismada metalloproteinazlarin da (sitoplazmik ve nikle-
er MP-2, MP-9) yiiksek saptanmas: gerekgesiyle CD-31' enf-

lamasyonun derecesi ile iligkilendirmiglerdir.

Jin ve ark. (6) epidermal biiyiime faktori reseptori ve CD-31
duzeyleri iizerine yaptiklar: ¢alismada 32 kolesteatom dokusu-
nu 6 postaurikuler cilt dokusu ile kargilagtirmiglardir. Epidermal
biiylime faktorii reseptérini kolesteatom dokusunda istatistik-
sel agidan anlamli olmasa da yiiksek saptamiglardir. CD-31 di-
zeylerini ise kolesteatom dokularinda cilde oranla anlaml olarak
yiksek saptamuglar ve biiylime faktori reseptord seviyeleri ile
korele izlemiglerdir.

Calismamizda ise CD-31 immiinobelirteci ile boyanmis mikro-
damar sayis1 pediatrik hasta grubunda erigkin hasta grubuna ki-
yasla istatistiksel acidan anlamli sekilde yiiksek saptandi. Ayrica
yapilan korelasyon analizi sonucunda hasta yag:1 arttikca mikroda-
mar sayisinin azaldig: tespit edildi. Bu sonug perimatrikste gelisen
enflamatuar mekanizmalarin anjiogenezi artirdigini ve bu 6zelli-
gin pediatrik hastalarda daha belirgin oldugunu géstermistir.

Caligmamizin kisithiliklar: gézden gecirildiginde ozellikle daha
eski tarihlerde timpanomastoidektomi uygulanmig her hastada
doku 6rnegi alinmamis olmasi ya da alinan doku érneklerinde
ileri immunohistokimyasal boyamalar i¢in yeterli olacak gekil-
de uygun epitel dokusunun bulunmamasi, ¢aligmaya dahil edi-
len hasta sayisinin beklenenden daha diigik kalmasina neden
olmugtur. Bir kisim doku 6rneginde sadece keratin kiimeleri
izlenmis ve epitel dokusu saptanamamigtir. Bu durum goster-
mektedir ki sadece kolesteatom iceriginden degil ¢evre doku-
da matriksi ve perimatriksi icerecek sekilde daha biitin biyopsi
ornekleri alinmas: gerekmektedir. Ayrica alinan orneklerin for-
maldehitte korunmug ve parafin bloklarda arsivlenmis olmasi
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glncel ¢alismalarda daha siklikla kullanilmaya baglanan mik-
roRNA, gen ekspresyonu gibi yontemlerin ¢aligilabilmesini su
an icin imkansiz kilmaktadir.

Sonug

Kolesteatom perimatriksinde saptanan anjiogenez, enflamatuar
strecin bir sonucudur ve enflamasyonun siddeti ile iligkili kabul
edilebilir. Pediatrik hasta grubunda mikrodamar sayisinin fazla
olmas: hatta yas kigtildik¢e mikrodamar sayisinin artmasi, bu
yag grubunda artmig enflamatuar siirecin kolesteatom aktivitesi-
nin destriiktif seyirli ilerlemesinden sorumlu mekanizmalardan
birisi olabilecegini géstermektedir.
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