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Original Investigation
Özgün Araştırma

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.

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

Amaç: Bu çalışmanın amacı kolesteatom perimatriksin-
de gelişen subepitelyal anjiogenezi pediatrik ve erişkin 
hastalarda karşılaştırmaktır.

Yöntemler: Çalışmaya 1993-2013 yılları arasında koles-
teatomlu otitis media nedeniyle ilk kez mastoidektomi 
uygulanmış ve uygun doku örnekleri alınmış 61 hasta 
dahil edildi. Onsekiz yaş altı hastalar pediatrik hasta, 18 
yaş ve üstü hastalar ise erişkin hasta grubuna dahil edi-
lecek şekilde sınıflandırıldı. Cerrahi sırasında alınmış ve 
parafin bloklarında arşivlenmiş dokulardan hazırlanan 
yeni kesitler üzerinde CD-31 immünohistokimyasal 
boyamaları yapıldı ve sonuçlar gruplar arasında karşılaş-
tırıldı.

Bulgular: Çalışmaya 25 pediatrik ve 36 erişkin toplam 
61 hasta dahil edildi. Ortalama CD-31 immünopozitif 
mikrodamar sayısı pediatrik ve erişkin hasta grupların-
da sırasıyla 8.8 (3-15) ve 6.61 (2-14) olarak saptandı. 
Gruplar arasındaki farklılık istatiksel açıdan anlamlı bu-
lundu (p=0.037). Yaş ve mikrodamar sayısı arasında ya-
pılan korelasyon analizinde negatif yönde ve istatistiksel 
olarak anlamlı korelasyon saptandı (p=0.036).

Sonuç: Pediatrik hastaların kolesteatom dokularında 
perimatrikste gelişen anjiogenez erişkin hastalardakine 
kıyasla daha fazladır.
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Giriş
Kolesteatom, temporal kemik havalı boşlukla-
rı içerisinde skuamoz hücreli epitelden geliş-
mektedir ve merkezinde keratin debrisleri içerir. 
Histopatolojik olarak benign fakat klinik olarak 
lokal destrüktif seyir gösteren bir hastalıktır. Pa-
togenezinde epitel dokusunda artmış hücresel 
proliferasyon ve keratin üretimi sorumludur (1). 
Sonuç olarak artan sitokin ve enzim düzeyleri 
kolesteatom perimatriksinde şiddetli enflamatu-

ar yanıta sebep olur (2, 3). CD-31 mikrovasküler 
damar endotelinde bulunan immünohistokimya-
sal bir belirteçtir ve tümör anjiogenezinde tanım-
lanmıştır (4, 5). Kolesteatomda gelişen hipoksik 
süreç, doku hasarı ve artan enflamatuar hücreler, 
vasküler ve endotelyal büyüme faktörleri aracılı-
ğı ile anjiogenezi tetikler. Subepitel dokuda yani 
perimatrikste artan anjiogenez kolesteatom akti-
vitesinin biyolojik belirteçlerinden biri sayılabilir 
(5, 6).
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Pediatrik ve erişkin hastalarda kolesteatom perimatriksinde su-
bepitelyal anjiogenezin karşılaştırılmasının amaçlandığı bu ge-
riye dönük çalışmada kolesteatom doku örneklerinde perimat-
rikste CD-31 ile boyanmış mikrodamar yoğunluğu tespit edildi. 
Ayrıca yapılan korelasyon analizi ile hasta yaşı ve mikrodamar 
sayısı arasındaki ilişki araştırıldı. 

Yöntemler
Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu başvurusu sonra-
sı 2013/17-15 numaralı etik kurul kararı ile çalışmaya başlandı. 

Kliniğimizde 1993-2013 yılları arasında kolesteatomlu kronik 
otitis media nedeniyle ilk kez mastoidektomi uygulanmış 223 
hasta geriye dönük olarak tarandı. Bu hastaların cerrahi sıra-
sında alınan doku örnekleri incelendi. Çalışmaya dahil edilme 
kriterleri; immünohistokimyasal boyama için yeterli ve uygun 
miktarda epitelyal ve subepitalyal hücre içeren doku örneği 
alınmış olması, araştırma için onam alınabilmiş olması ve dosya 
verilerine eksiksiz ulaşılabilir olması şeklinde belirlendi. Bu kri-
terleri karşılayan 61 hastanın doku örneği çalışmaya dahil edildi. 
Onsekiz yaş altı hastalar pediatrik, 18 yaş ve üstü hastalar ise 
erişkin gruba dahil edilecek şekilde gruplandırıldı.

Hastaların Patoloji Anabilim Dalı arşivinde saklanan para-
fin bloklarından yeni kesitler hazırlandı. Kesitler 52 dakika 
950C CC1 (cell conditioning 1) (Ventana Medical Systems; 
Tuscon, Arizona, ABD) solüsyonunda bekletildi ve ardından 
PECAM’dan (MAB346P) (Innovex Biosciences; Richmond, 
ABD) 1/50 dilüsyon oranında hazırlanan solüsyon içerisinde 
32 dakika inkübe edildi. Boyamalar Benchmark Ultra (Ventana 
Medical Systems; Tuscon, Arizona, ABD) cihazında Ultraview 
Universal DAB Detection kit (Ventana Medical Systems; Tus-
con, Arizona, ABD) kullanılarak yapıldı. CD-31 boyalı kesit 
görüntüleri Eclips Ci (Nikon; Tokyo, Japonya) mikroskopta gö-
rüntülenerek DS-Fi2 (Nikon; Tokyo, Japonya) kamera ile digi-
talize edilerek bilgisayara aktarıldı. Bilgisayar ekranında orijinal 
büyütme x20’de kesit alanındaki CD-31 ile immünopozitif bo-
yanmış mikrodamar sayısı belirlendi (Resim 1). 

Elde edilen sonuçların analizinde SPSS 15.0 istatistik progra-
mı (IBM, New York, ABD) kullanıldı. Ortalama değerler ile 
standart sapmaları hesaplandı. Değişkenlerin ortalama değerleri 
Mann Whitney U testi ile karşılaştırıldı. Korelasyon analizinde 
Kendall’s tau-b testi kullanıldı. Anlamlılık düzeyi p<0.05 kabul 
edildi.

Bulgular
Çalışmaya 25 pediatrik ve 36 erişkin toplam 61 hasta dahil edil-
di. Hastaların 29’u (%47.5) kadın ve 32’si (%52.5) erkekti. Yaş-
ları 3 ile 71 arasında değişen hastaların yaş ortalamaları 27.31 
olarak saptandı [ortalama 27.31 (SS +/-18.345)]. Pediatrik hasta 
grubunda 25 (13 kız ve 12 erkek) hasta mevcuttu ve yaş ortala-
ması 10.6 [ortalama 10.6 (SS +/-4.103)] saptandı. Erişkin hasta 
grubunda 36 (16 kadın ve 20 erkek) hasta mevcuttu ve yaş orta-
laması 38.92 [ortalama 38.92 (SS +/-15.08)] saptandı. 

Pediatrik hasta grubunda mikrodamar sayısı ortalama 8.8 (SS +/- 
4.61) saptandı. Erişkin hasta grubunda ise mikrodamar sayısı orta-
lama 6.61  (SS +/- 3.659) olarak saptandı.

Pediatrik ve erişkin gruplar karşılaştırıldığında CD-31 ile 
immünopozitif boyanmış mikrodamar sayısı pediatrik hasta 
grubunda istatistiksel açıdan anlamlı şekilde yüksek saptandı 
(p=0.037, Mann Whitney U) (Tablo 1). 

Tüm hastaların verileri dahil edilerek yapılan korelasyon anali-
zinde hasta yaşı ile mikrodamar sayısı arasında negatif yönde ve 
istatistiksel açıdan anlamlı korelasyon saptandı (p=0.036, Ken-
dall’s tau-b) (Tablo 2).

Tartışma
Kolesteatom, temporal kemiğin havalı boşlukları içerisinde geli-
şen skuamoz hücreli epitelden oluşmaktadır. Epitel tabakası pe-

Tablo 1. Pediatrik ve erişkin gruplardan elde edilen bulgular

	 Pediatrik grup	 Erişkin grup	 p

Toplam	 25 	 36
	 (13 kadın ve 12 erkek)	 (16 kadın ve 20 erkek)	

Yaş	 ortalama 	 ortalama 
	 10.6 (SS +/-4.103)	 38.92 (SS +/-15.08)
	 ortanca 10 (3-17)	  ortanca 36.5 (19-71)	

Mikrodamar sayısı	 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 bulguları

Yaş		  Mikrodamar sayısı

	 Korelasyon katsayısı	 -0.192

	 p	 *0.036

*Kendall’s tau-b

Resim 1. x20 büyütmede izlenen mikrodamar yapıları
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riferde kolesteatom matriksini oluşturur ve merkezinde artmış 
keratin üretimine bağlı aselüler tabaka yer almaktadır (1). Mat-
riksin çevresinde ise enflamatuar hücrelerden zengin granülas-
yon dokusu benzeri histopatolojik özelliklere sahip perimatriks 
tabakası gözlenir. Perimatrikste gelişen enflamasyon ve enzima-
tik reaksiyonlar kolesteatomun destrüktif seyrinden sorumlu tu-
tulmaktadır (1). Özellikle daha agresif seyirli olduğuna inanılan 
pediatrik kolesteatomda perimatriksin yapısı ve histokimyasal 
özellikleri bir çok çalışmada araştırılmıştır. 

Quaranta ve ark. (7) pediatrik kolesteatomun klinik özelliklerin-
den perimatriksteki enflamasyonu sorumlu tutmuşlardır. Otuz 
pediatrik ve 30 erişkin hastanın kolesteatom dokularında peri-
matriksin histomorfolojik özelliklerini incelemişler ve pediatrik 
grupta perimatrikste mononükleer hücrelerin sayıca fazla oldu-
ğunu saptamışlardır. Bu bulgular ile pediatrik kolesteatomda pe-
rimatriksin daha kalın ve aktif olduğunu ileri sürmüşlerdir.

Mayot ve ark. (8) kolesteatomlu otitis media nedeniyle cerrahi 
uygulanan 14 pediatrik hastanın doku örneklerini incelemişler 
ve epidermis ile orta kulak mukozasının karşılaştığı bileşkede 
şiddetli bir enflamatuar yanıt gözlemişlerdir. Mukozada CD-1 
pozitif Langerhans hücreleri, mast hücreleri ve IgA üreten hüc-
releri saptayarak gecikmiş tip hipersensitivite ile uyumlu bulgu-
lar elde etmişler ve kolesteatom patogenezinde mukozada ge-
lişen bu enflamasyonun sorumlu olabileceğini düşünmüşlerdir. 

Dornelles ve ark. (9) ise pediatrik ve erişkin hastalarda enfla-
matuar reaksiyonların merkezi olan perimatriks kalınlığını ölç-
müşler ve 27 ile 1277 mikrometre arasında değişen sonuçlar 
elde etmişlerdir. Erişkin hasta grubunda perimatriks kalınlığının 
ortalaması daha fazla olmasına karşın korelasyon analizlerinde 
yaş ile perimatriks kalınlığı arasında ılımlı fakat ters yönde ko-
relasyon saptamışlardır. Kısacası Dornelles ve ark.’nın çalışması 
sonucunda hasta yaşı arttıkça perimatriks kalınlığı azalmaktadır. 

Perimatriksin boyutsal özellikleri dışında belki de daha önemli-
si metabolik aktivitesidir. Dornelles ve ark. (10) epitel kalınlığı, 
perimatriks kalınlığı ve perimatrikste enflamatuar hücre yoğun-
luğu üzerine pediatrik ve erişkin hastalardan oluşan popülasyon-
da yaptıkları çalışmada matriks ve perimatriks kalınlığı arasında 
kuvvetli korelasyon saptamışlardır. Fakat perimatriksteki enfla-
matuar hücre yoğunluğu ile ne hasta yaşı ne de perimatriks ka-
lınlığı arasında korelasyon bulmamışlardır.

Perimatrikste gelişen enflamasyonun şiddetinin değerlendiril-
mesi için Dornelles ve ark. (5) yine pediatrik ve erişkin koleste-
atom dokularından oluşan kesitlerde anjiogenez için CD-31 ve 
metalloproteinaz (MP) aktivitesi için MP-2 ve MP-9 düzeyle-
rini incelemişlerdir. Pediatrik grupta CD-31 ve MP düzeylerini 
istatistiksel olarak anlamlı şekilde yüksek saptamışlardır.

Kolesteatomda gelişen hipoksik sürecin enflamatuar reaksiyonları 
artırdığı ve enflamatuar hücrelerden salgılanan büyüme faktörle-
rinin anjiogenezi tetiklediği üzerinde durulmuştur. Perimatriks-

te artan anjiogenez üzerinde yapılan çalışmalarda Stammberger 
ve ark. (11) faktör-8 seviyelerini incelemişler ve kolesteatomda 
normal cilde oranla artmış faktör-8 düzeylerine ulaşmışlardır. 
Sudhoff ve ark. (12) yaptıkları çalışmada kolesteatom dokusun-
da artmış anjiogenezden sorumlu β-FGF, TGF-α, TGF-β1 ve 
VEGF gibi büyüme faktörlerini hem dış kulak yolu cildine hem 
de orta kulak mukozasına oranla artmış saptamışlardır.

Tümör anjiogenezi üzerine yapılmış çalışmalarda damar endote-
linde bulunan bir immünobelirteç olarak CD-31 tanımlanmıştır. 
Diğer anjiogenez immünobelirteçlerinden farklı olarak lenfatik 
damarlarda bulunmamaktadır (4, 5). Kolesteatom dokusunda 
özellikle perimatrikste artan enflamasyonun şiddeti ve anjioge-
nez yoğunluğu, CD-31 immünopozitif boyanmış mikrodamar 
miktarının saptanması ile gösterilebilir. Bu nedenle artan CD-31 
immünopozitifliği ve mikrodamar sayısı, kolesteatom aktivitesi-
nin biyolojik belirteçlerinden biri olarak kabul edilmiştir (5, 6). 

Dornelles ve ark. (5) 60 pediatrik ve 60 erişkin hastayı karşılaş-
tırdıkları çalışmada pediatrik hasta grubunda CD-31 yoğunlu-
ğunu 7 (4-11) erişkin hasta grubunda ise 4 (0-10) olarak elde 
etmişlerdir. Bu farkı istatistiksel açıdan anlamlı saptamışlardır. 
Aynı çalışmada metalloproteinazların da (sitoplazmik ve nükle-
er MP-2, MP-9) yüksek saptanması gerekçesiyle CD-31’i enf-
lamasyonun derecesi ile ilişkilendirmişlerdir. 

Jin ve ark. (6) epidermal büyüme faktörü reseptörü ve CD-31 
düzeyleri üzerine yaptıkları çalışmada 32 kolesteatom dokusu-
nu 6 postaurikuler cilt dokusu ile karşılaştırmışlardır. Epidermal 
büyüme faktörü reseptörünü kolesteatom dokusunda istatistik-
sel açıdan anlamlı olmasa da yüksek saptamışlardır. CD-31 dü-
zeylerini ise kolesteatom dokularında cilde oranla anlamlı olarak 
yüksek saptamışlar ve büyüme faktörü reseptörü seviyeleri ile 
korele izlemişlerdir.

Çalışmamızda ise CD-31 immünobelirteçi ile boyanmış mikro-
damar sayısı pediatrik hasta grubunda erişkin hasta grubuna kı-
yasla istatistiksel açıdan anlamlı şekilde yüksek saptandı. Ayrıca 
yapılan korelasyon analizi sonucunda hasta yaşı arttıkça mikroda-
mar sayısının azaldığı tespit edildi. Bu sonuç perimatrikste gelişen 
enflamatuar mekanizmaların anjiogenezi artırdığını ve bu özelli-
ğin pediatrik hastalarda daha belirgin olduğunu göstermiştir. 

Çalışmamızın kısıtlılıkları gözden geçirildiğinde özellikle daha 
eski tarihlerde timpanomastoidektomi uygulanmış her hastada 
doku örneği alınmamış olması ya da alınan doku örneklerinde 
ileri immünohistokimyasal boyamalar için yeterli olacak şekil-
de uygun epitel dokusunun bulunmaması, çalışmaya dahil edi-
len hasta sayısının beklenenden daha düşük kalmasına neden 
olmuştur. Bir kısım doku örneğinde sadece keratin kümeleri 
izlenmiş ve epitel dokusu saptanamamıştır. Bu durum göster-
mektedir ki sadece kolesteatom içeriğinden değil çevre doku-
da matriksi ve perimatriksi içerecek şekilde daha bütün biyopsi 
örnekleri alınması gerekmektedir. Ayrıca alınan örneklerin for-
maldehitte korunmuş ve parafin bloklarda arşivlenmiş olması 
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güncel çalışmalarda daha sıklıkla kullanılmaya başlanan mik-
roRNA, gen ekspresyonu gibi yöntemlerin çalışılabilmesini şu 
an için imkansız kılmaktadır. 

Sonuç
Kolesteatom perimatriksinde saptanan anjiogenez, enflamatuar 
sürecin bir sonucudur ve enflamasyonun şiddeti ile ilişkili kabul 
edilebilir. Pediatrik hasta grubunda mikrodamar sayısının fazla 
olması hatta yaş küçüldükçe mikrodamar sayısının artması, bu 
yaş grubunda artmış enflamatuar sürecin kolesteatom aktivitesi-
nin destrüktif seyirli ilerlemesinden sorumlu mekanizmalardan 
birisi olabileceğini göstermektedir.
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