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1. GIRIS
1.1. Kolesteatom
1.1.1.Tanim

Kolesteatom, literatiirde yunanca iki isimden gelmektedir; chole (safra) ve
steatoma (yagh tiimor). Ancak ne kolesterin ne de yag icermektedir. ilk olarak Du
Verney 1683 yilinda steatoma adin1 verdigi kolesteatom benzeri lezyonu serebellum
ve serebrum arasindaki kitle olarak tanimlamistir. Fransiz patolog Cruveilhier 1829
yilinda avaskiiler timor olarak ‘inci tiimor’ seklinde tanimlamistir. 1838 yilinda
Alman fizyolog Johannes Muller, ilk defa kolesteatom terimini ortaya atmis ve

kolesterin ve yag iceren benign bir tiimor olarak tanimlamistir.

Kolesteatomun pek ¢ok arastirmaci tarafindan histopatolojik tarifi yapilmustir.
Fakat en kisa, kesin ve dogru tarif 1962 yilinda Gray tarafindan yanlis yerde gelisen
deri seklinde yapilmigtir. Hakikaten patogenezi ne olursa olsun Kkolesteatom,
olmamasi gereken yerde bulunan deriye ait, yassi epitel dokusudur (Jahn 1989)
(Sekill.1). 1993 yilinda Strunk ise kolesteatom i¢in yanlis yerde gelisen deri tanimini
yapmistir.

iy . orta ; ig
i kulak tkulak

|

kulak borusu Eniz kulak
kepgesi e kepgesi
Sekil 1.1. (A) Tabii bir kulak kesitinde orta Sekil 1.1. (B) Kolesteatomlu orta kulak
kulakta, zar ile i¢ kulak arasinda ses iletimini iltihab1. Ors kemiginin bir kisnu tahrip olmus
saglayan Cekig-Ors-Uzengi kemikgikleri durumdadir

goriilmektedir

(http://lwww.oocities.org/hotsprings/villa/1707/kolesteatom.htm).


http://www.oocities.org/hotsprings/villa/1707/kolesteatom.htm

Gliniimiizde  kolestetaomun  taniminda  degisiklikler  yapilmistir.
Kolesteatomun patofizyolojisi net bir sckilde agiklanamamakla beraber
multifaktoriyel oldugu sanilmaktadir ki pek ¢ok teori Onerilmekte ve
arastirtlmaktadir (Albin ve ark 1998). Kolesteatom hiperproliferatif olmasina ragmen
neoplazi ozelliklerini gdstermez. Ayrica metastaz yapmaz ve genetik olarak kararl
oldugu ifade edilmektedir (Diego 2012).

Kolesteatomlar invaziv 6zellikte lokal olarak yikici ve ameliyat sonrasi niiks
oran1 yiiksek deri lezyonlaridir. Agresif karakteri, biyolojisindeki bir ya da daha fazla
bileseninde (keratinosit, fibroblast, inflamatuar hiicreler) temel degisimin
olabilecegini diistindiiriir (Parisier ve ark 1993). Ayrica kolesteatom, agresif biiyiime
ve keratinosit diizensizligi ile Kkarakterize epidermoid kist olarak da
degerlendirilmektedir (Albino ve ark 1998).

1.1.2.Kolesteatomun Epidemiyolojisi

Kolesteatom ile ilgili lilkemizde yapilan epidemiyolojik calismalar yetersiz
olup, kolesteatom prevalansi hakkinda halen kesin rakamlar mevcut degildir.
Finlandiya’da kolesteatom insidansi 100.000°de 9,2°dir (Kemppainen ve ark 1999).
Israil’de yapilan bir calismada kronik otitis media (KOM) prevalanst % 0,95 ve
kolesteatom prevalanst % 0,4 olarak bulunmus ve KOM’lu hastalarin %41 ’inde
kolesteatom gelistigi bildirilmistir (Podoshin ve ark 1986). Kafkaslarda primer
edinilmis kolesteatom daha sik goriiliir iken Asya’da sekonder edinilmis
kolesteatomun daha sik gorildiigi ve daha sik komplikasyon riski oldugu
bildirilmektedir (Lee ve ark 1999). Konjenital kolesteatom goriilme yas1 5,6 +/- 2,8
yas olup c¢ocuklardaki edinilmis kolesteatom goriilme yas1 ise 9,7 +/- 3,3 yaslaridir
(Nelson ve ark 2002). Kolesteatom Kafkaslarda yiiksek insidansta goriilmekte olup
bunu Afrika yerlileri takip etmekte ve Asya’da daha az (Hindistan harig)
goriilmektedir (Potsic ve ark 2002). Kemppainen ve arkadaslar1 kolesteatomun alt
sosyal gruplarda fazla goriilmedigini bildirmislerdir. Bununla beraber Tumarkin
ekonomik faktorlerin kolesteatomun epidemiyolojisini yansitan kronik orta kulak
enfeksiyonlarinin patogenezini etkileyebilecegini onermislerdir (Tumarkin 1959).
Ayrica yarik damakli hastalarda daha sik goriildiigii ayni ¢alismada bildirilmektedir
(Kemppainen ve ark 2002). Kolesteatomlu hastalarin % 10-17’sinde kars1 kulak
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tutulumu bildirilmektedir. Eskimolarda 6nemli derecede daha az gorildigi
bildirilmektedir. Bu etnik grupta nazofarenksin daha genis olmasi nedeni ile orta
kulak havalanmasinin daha iyi oldugu ve kronik orta kulak hastaligi sekellerinden
korudugu belirtilmektedir (Olszewska ve ark 2004).

1.1.3.Kolesteatomun Etiyolojisi ve Olusum Mekanizmalari

Kolesteatom neoplastik bir lezyon mudur; eger dyleyse benign yoksa malign
midir? Defektif bir yara iyilesme siireci midir? Orta kulakta gelisen bir enfeksiyon
mudur? (Albino ve ark 1998). En agik ifadeyle yanlis yerde gelisen deri olan
kolesteatomun patolojisi ve genetigi hakkinda spekiilasyonlar halen stirmektedir
(Sekil 1.3.).

Cok katli yassi epitelin orta kulaga nasil geldigi ve hiperkeratinize olmaya

nasil basladig1 yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmalara ragmen halen tartigmali bir konudur.

HASARLI
YARA
| YILESMESI?

YANLIS YERDE
GELISEN DERI?

Sekil 1.3. Kolesteatomun olusum mekanizmasiyla ilgili sorular

Neoplazi yeni biiyiime, yeni olusum demektir. Neoplastik hiicreler degisime
ugramistir ve normal bliylimeyi kontrol eden faktdrlerden bagimsiz olarak ¢ogalmaya

devam ederler. Timér ise sislik kabariklik olusturan her tirlii lezyona verilen
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isimdir. Benign timor metastaz yapmayan, lokal eksize edilebilen, hayatta kalma
stiresini etkilemeyen tlimordiir. Malign tiimor ise komsu organlara ve uzak bolgelere
yayilarak (metastaz), onlar1 harap eden, hayatta kalma siiresini azaltip 6liime neden
olan tiimordiir. Benign neoplazmlar kaynaklandigi bolgede siirli kalirken, malign
neoplazmlarin ilerleyici infiltrasyon, invazyon, harabiyet ve ¢evre dokulara

penetrasyonla biiytidiigii goriiliir (Robins 2000).

Literatiirde kolesteatomun benign ya da malign neoplazma olup olmadigina
dair birbirleriyle ¢elisen tanimlamalar vardir. Huisman ve ark, kolesteatomun
dereceli olarak genisleyip temporal kemigin bitisigindeki kemiklerin yikimi gibi
komplikasyonlara sebep olan bu kemigin yikict nonmalign lezyon olabilecegini
(Huisman ve ark 2008), buna ilave olarak Hansen ve arkadaslar1 kolesteatomun orta
kulak boslugunda keratin iireten skuamdz epitelin varligiyla karakterize agresif olma
potansiyelinde nonneoplastik bir lezyon oldugunu belirtmislerdir (Hansen ve ark
2011). Ancak Desloge ve ark ise kolesteatomun klinik gostergeleri olan invazyon,
migrasyon, kontrolsiiz ¢ogalma, degismis farklilagmasi, agresifligi ve tekrarlanirhigs
gibi ozelliklerinden dolayr diisiik dereceli skuaméz hiicreli neoplazma ile iligkili
olabilecegini diisinmektedirler. Ancak bunun tamamen ne reddedilmemekte ne de
kabul edilmekte oldugunu da belirtmektedirler (Desloge ve ark 1997). Ayrica
kolesteatomlarin orta kulakta gelisen benign tiimorler oldugu da diistiniilmektedir
(Rash 2004).

Bununla beraber Hilton ve arkadaslar1 da kolesteatom keratinositlerinin
farklilagmig fenotiplerini bir neoplazma degil, bir hiicre transformasyonu olarak
yorumlayarak digerlerinden farkli bir degerlendirme yapmuslardir (Hilton C ve ark
2010).

Kolesteatom oOrneklerinde daima bir enflamasyon gozlenmektedir. Bu
enflamasyon mikroorganizmalar, mekanik travmalar gibi farkli uyaranlarla meydana
gelen immiin cevaplar ile meydana gelmektedir. Hasarli dokuda yapisal ve
fonksiyonel hasarin tamirinde enflamatuar bir cevap gereklidir. Erken ya da akut
enflamasyon fazinda fibroblast ve endotelyal hiicre proliferasyonu ile karakterize bir
proliferatif faz vardir ve sonugta matriks sentezi ve skar formasyonu meydana gelir.
Kolesteatom gibi siirekli enflamatuar stimiilasyonun oldugu durumlarda cevap

kroniklesebilir ve doku davraniginda patolojik degisikliklere neden olabilir.
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Kolesteatom patogenezi bakteriyel enfeksiyon ve enflamasyon geciren migratuar
epitelin reaksiyonu olarak diisiiniilebilir. Ciinkii kolesteatom orta kulak kavitesindeki
enflamatuar reaksiyonlarla iliskilidir ve siklikla enflamatuar graniilasyon dokusu
aktif kolesteatomda tutulan epitel boyunca goriilebilmektedir. Kolesteatom
stromasinin aktif T-hiicreler ve makrofajlar ile yogun infiltrasyonu kronik
enflamatuar cevabi gostermektedir. Subepitelyal konnektif doku enflamasyonu
kolesteatom epitelinin hatali davranisini artiriyor olabilir. Kolesteatom stromasinda
fagositik hiicrelerin biiyiik bir kismi dermal makrofajlara benzemektedirler. Bu
hiicreler muhtemelen aktif immiin siirecleri diizenliyor olabilirler. Mast hiicrelerine
spesifik bir proteaz olan triptaz ekspresyonunu incelemigler ve kolesteatomda mast
hiicre yogunlugunun diger dokulardan yaklasik olarak 3 ile 7 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir (Albino ve ark 1998).

Kolesteatom patogenezindeki teorilerden biri hasarli yara iyilesme siireci
sonucunda olusabildigidir. Yara iyilesme siirecindeki olaylar ile kolesteatom
arasindaki iliski de arastinlmistir. Yara iyilesmesinde 3 faz tanimlanmistir:
enflamatuar, proliferatif ve maturasyon. Kolesteatomun yara iyilesme siirecindeki
bozulmaya bagli oldugu, ¢iinkii maturasyon sathasina gegcmedigi ve enflamatuar ve
proliferatif fazda kaldigi belirtilmektedir. Normal iyilesme prosesinden farki son
islem olan destek doku sentezinin olmayip fibroblast hiperproliferasyonu seklinde
stirmesidir (Albino ve ark 1998). Yapilan bir ¢alismaya gore kolesteatom epitelinde,
saglikli deri epiteline kiyasla fazla salgilandigi saptanan TGF B’ dan yola ¢ikarak
kolesteatomun nonmalign oldugunu ve kronik yara iyilesme siireci gibi davrandigini

belirtmislerdir (Huisman ve ark 2008 ).

Kolesteatom, inflamatuar diizensizlige kars1 bir reaksiyon olarak orta kulakta
gelisen skuamdéz hiperproliferasyonal bir durumdur. Bu diizensizlik, dokuyu artmis
invazyon ve proliferasyona yonlendiren internal ikinci mesaj sisteminin
aktivasyonunun sonucudur. Bu hiicresel olaylar orta kulaktaki immiin hiicreler ve
sitokinlerden kaynaklanmaktadir. Bu diizende kronik enfeksiyonun varligi bu kaskad
icin bir tetiktir/baslaticidir. Inflamasyon ve enfeksiyon arasindaki déngii

kolesteatomu proliferasyona itecektir (Diego 2012).



Bir baska hipoteze gore kolesteatom epitelinin anormal biiyiimesi inflamatuar
bolgesinden salinan litik enzimler, lenfokinler ve sitokinlerle kombine toksin ve
bakteriyel antijenler gibi dis faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu durum,
kolesteatomun agresifligi ile tekrarlanan bakteriyel siiperenfeksiyonlar arasinda
yakin bir iligkiyi agiklayabilir (Albino ve ark 1998).

Schuknecht, kolesteatomun epitelyum kesesinin kuru oldugunu ve bundan
dolay1 keratinin, hastada komplikasyon gostermeden yavasca birikebilecegini ve bir

enfeksiyon oldugunda ise kolesteatomun hizlica gelisecegini 6nermistir (Schuknecht
1974).

Kolesteatomun olusum mekanizmalar1 olarak kisaca 4 mekanizmadan

bahsedebiliriz:

1. Deri dokusunun kulak zarindaki bir delikten gegerek orta kulaktaki mukozanin
yerini almasiyla kolesteatom olusur.

2. Uzun siiren serdz orta kulak iltihablar1 sonucu kulak zarinin incelerek igeriye
dogru kese veya cep gibi uzanti olusturmasit ve orta kulagin derinliklerine
yapismasidir. Bu ceplerde go¢ hareketi olmadig1 zaman keratin birikmeye baglar
ve kolesteatom gelisir.

3. Siddetli darbe sonucu dis kulak yolunun kemik kismi kirilip deri tabakasi igine
sikigtyorsa yine keratin birikmesiyle kolesteatom olugur.

4. Dogustan bir 0ziir ile orta kulakta deri dokusu var ise zamanla keratin ¢cogalarak

dev bir kolesteatom ortaya ¢ikar.

Kolesteatomun i¢inde iireyen bakteriler kotii kokulu akintiya sebep olur.
Kolesteatomun siirindaki canli yumusak dokularda tepki olarak graniilasyon dokusu
adi1 verilen tamir dokular1 meydana gelir. Graniilasyon dokularinda ortaya ¢ikan
kimyasal maddeler ve biriken keratinin tazyiki kolesteatom kemiklerini eriterek
tahrip etme Ozelligi kazandirir. Kolesteatom zamanla biiyiidiikge c¢evresindeki
kemikleri eriterek genisler. En sik olarak ors (incus) kemiginin uzun kolunu eriterek

tizengi (stapes) kemigi ile baglantisin1 keser ve isitme kaybina sebep olur.



(http://www.oocities.org/hotsprings/villa/1707/kolesteatom.htm)

Kulak kavitesinde gordiiglimiiz kolesteatomlar ikiye ayirabiliriz;

1)Edinilmis kolesteatomlar (primer, sekonder)

2)Dogumsal kolesteatomlar

Edinilmis Kolesteatom genellikle timpanik membranin retraksiyonu veya
perforasyonu sonucu gelisen kolesteatomlardir. Pirimer edinilmis kolesteatomlar

timpanik membranin dis yiiziinii 6rten derinin orta kulaga girmesiyle olusur.

Dogumsal kolesteatom orta kulagin embriyolojik gelismesi sirasinda orta
kulak, petr6z kemik ve mastoidde hapis kalan yass1 epitelden gelisen kolesteatomlara

dogumsal kolesteatom denir.

Literatiirde bildirilen yeni bir vakaya gére bu siniflamaya 3. bir grup daha
ilave edilebilir. Gronland’da 7 g¢ocuklu bir ailede annenin ve 3 erkek g¢ocugun
edinilmis orta kulak enfeksiyonu sonrasi kolestetaom tedavisi gordiigii rapor
edilmigtir. Literatiire gore bu vaka, diinyada edinilmis kolesteatoamun ailesel
kiimelenmesi olarak ilk rapordur. Bu vaka, kolesteatomun patogenezinde rol
oynayan diger faktorlerle birlikte kalitsal faktorlerin de etkin olabilecegini
gostermistir (Homee ve Rosborg 2006).

Kolesteatomun gelisimi ile ilgili pek ¢ok teori (Invajinasyon teorisi, Epitelyal
invazyon teorisi, Bazal hiicre hiperplazisi teorisi, Skuam6z metaplazi teorisi) One

stirlilmiis ve birgok calisma yapilmis olmasina ragmen patogenezi halen tartigmalidir.

Kolesteatomun tanisi i¢in mikroskop altinda akintinin temizlenmesi ve varsa
retraksiyon poslarinin degerlendirilmesi gerekir. Kesin tanist otomikroskopi ile

kolesteatomun goriilmesiyle konulur.

Kolesteatomlu hastalarin genelde ortak sikayetleri sunlardir;

1. Tekrarlayan orta kulak iltihablar
2. Kotii kokulu kulak akintisi
3. Isitme kaybi sikdyetleri genellikle uzun siireden beri (aylar, yillar) vardir.

Hasta bu duruma 6yle alismistir ki hemen hemen hi¢ yakinmaz ve ¢ogunlukla
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yakinlarinin baskistyla hekime basvurur. Bazen dengesizlik ve yiiz felci de
olabilir. Uzun siiren orta kulak iltihablarinin yarisindan ¢ogunda kolesteatom

vardir.

Kolesteatomun klinik 6nemi kemik destriiksiyonlar yolu ile neden oldugu
kafa i¢i komplikasyonlardir. Kolestetomun baslangicindan yillar sonra ise hastalik
cevredeki yasamsal onemi olan dokulara (beyin zari, beyincik, beyin sapi, beyin)
ulasirken, hafif dengesizlik gibi ek yakinmalar ortaya ¢ikmaya baglar ve artik yasam
gercek anlamda tehdit altindadir. Hastalik dogal seyrine birakilirsa (¢esitli nedenlerle
ameliyat ile tedavi edilmezse) menenjit, beyin absesi, beyin ampiyemi, siniis

tromboflebiti gibi tehlikeli hastaliklara yol acar ve hasta kaybedilebilir.

1.1.4. Kolesteatom Histopatololojisi

Kolesteatom, ektopik bazal germinatif tabakanin siirekli iirettigi deskuame
epitel ve keratinin yaptigi kitlesel lezyon olarak tanimlanabilir. Histolojik olarak
keratinize skuamoz hiicre kistleri vardir. Lezyon temel olarak 3 yapi igerir; kistik
yap1, matrix (kapsiil ya da kolesteatom epiteli olarak adlandirilir) ve perimatrix
(stroma ya da lamina propria). Matrix, kist benzeri yapilar ile doseli keratinize
skuamoz epitelden meydana gelir. Germinatif tabaka kolesteatom matriksi olarak da
bilinir. Mitotik aktivitesi yiiksek olup derinin yenilenmesini saglar. Epitelyal hiicreler
yenilendik¢e bu tabakada mitozlar gézlenir ve bu nedenle bu tabaka kolesteatomun
tiretici tabakasi olarak da bilinir. Germinatif tabaka, bazal membran aracilifiyla
konnektif doku, korion ile temastadir. Korion tabakasi ince retikiiler ve elastik lifler
ile kemik diizleme yapismistir. Kolesteatomun patolojik tanisi i¢in matriks,
perimatriks ve kistik yapinin birlikte goriilmesi gereklidir. Tek basina keratin debrisi

tani i¢in yeterli degildir (Ferlito ve ark 1997).

1. Kolesteatom matriksi, bag dokusu {lizerine oturmus iyi differansiye yassi
epitel icermektedir.

2. Matriks epitelinin derin tabakalari, bag dokusu i¢ine dogru uzanan biiylime
aktivitesi gostermektedir.

3. Kolesteatom etrafinda her zaman, kemik ile temasta olan bir granulasyon

dokusu tabakas1 yer almaktadir.



Bu granulasyon tabakasi, kemik destruksiyonu olusturan, kollajenaz gibi ¢ok

sayida enzim tiretmektedir (Bailey 2001).

Kolesteatom tedavisi cerrahidir. Ameliyatta kolesteatom tamamen ¢ikartilir

ve erittigi kemik dokular yeniden sekillendirilerek isitme iyilestirilmeye calisilir.

Agizdan aliman mikrop Oldiirticii ilaglar, keratin cansiz oldugu igin igine
islemez ve bu ylizden etkisizdir. Bazi kulak damlalarindan az da olsa yarar
saglanarak daha az mikroplu bir ortamda ameliyat yapilmasi saglanabilir. Bu nedenle
ameliyat Oncesi yogun bir kulak temizligi ile birlikte mikrop oOldiiriicii kulak

damlalar ile tedavi ¢ok yararli olur.

1.1.5. Kolesteatom Molekiiler Biyolojisi

Kolesteatom uzun yillardan beri bilinip ¢alisilmasina ragmen molekiiler
temelli ¢aligmalar olduk¢a az ve sistemsizdir. Ayrica kolesteatomun olusumunun

molekiiler temeli net olarak ortaya konmamastir.

Kolesteatomun klinik 6zellikleri invazyon, migrasyon, kontrolsiiz ¢ogalma,
degismis diferansiyasyon, agresiflik seklinde sayilabilir (Desloge ve ark 1997).
Prasier ve ark 6zellikle kolesteatomun agresif karakterinin sebebi olarak keratinosit,
inflamatuvar hiicreler ve fibroblast hiicre gruplarindan biri veya daha fazlasinin
biyolojisinde temel degisimlerin olabilecegini Onermislerdir. Bunlardan da
fibroblastlarin kiiltiiriinii yaparak bunlarin invazif karakter kazandiklarini ve biiylime

kontroliinii kaybettiklerini belirtmislerdir (Parisier ve ark 1993).

Yapilan bagka bir ¢aligmada ise kolesteatom epitelinin yiiksek oranda EGF
(Epidermal Growth Factor) icermekte oldugu ve normal deriye gore daha invazif
ozellikte oldugunu gostermislerdir (Yetiser ve ark 2002). Sudhoff ve arkadaslari ise
kolesteatom epitelinde yliksek oranda lenfosit ve makrofaj bulundugunu ve bu
immiin hiicreler tarafindan, IL-1 (interldkin-1), 4F2 (Hiicre Yiizeyi Antijeni), TGF-a
(Tumour Growth Factor), EGF ve EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

salindigim1 ve EGFR’nin kolesteatom epitelinin suprabazal tabakasindaki asiri



salimiminin hiperproliferatif 6zelligi olusturdugunu bildirmislerdir (Sudhoff ve ark

1994).

Kolesteatom formlarinda p53 gen ekspresyonu incelenmis ve kolesteatomda
normal deri ya da kulak zarma goére 9-20 kat daha fazla eksprese edildigini
bildirmislerdir (Albino ve ark 1998). Ancak Motamed ve ark (2002)’na gore ise pS3
ekspresyonu kolesteatomda onemli degildir. Ayrica kolesteatom epitelinde niiklear
boyama yontemi ile c-myc onkogen ekspresyonunun artmis oldugu bildirilmistir
(Holly ve ark 1995). C-jun proteini keratinosit proliferasyonunu artirmakta ve p53
apoptozisi indiiklemektedir. Kolesteatomda c-jun protein ve p53 tanimlanmistir
(Shinoda ve ark 1995). C-jun proteini normal deride bazal tabakada lokalizedir ve
p53 proteini kolesteatom epitelinde graniiler tabakadaki keratinosit niikleusunda

mevcuttur. Kolestetomda bu iki proteinin rol aldig: bildirilmistir.

Normal deri ile karsilastirildiginda artmis 6lii keratinosit ile orta kulakta
keratin debrisleri toplanmaktadir. Epidermisteki keratinosit 6liimii apoptozis olayi ile
gerceklesmektedir. Yapilan ¢alismalarda normal deriye nazaran kolesteatom
epitelinde suprabazal tabakada apoptotik hiicre oran1 daha fazla bulunmustur. Deri
epidermisine kiyasla kolesteatom epitelinde proliferasyon ve apoptozisin ikisinde
birden 6nemli bir artis gozlenmistir (Olszewska ve ark 2003). Yiiksek apoptotik
indeksin niikse yatkinligi arttirdigini bildirmislerdir (Choufani ve ark 1999). Bununla
birlikte ¢esitli sitokinlerin seviyesinin artmasi ile kolesteatom epidermisinde

hiperproliferasyon meydana gelir ve keratin debrisler birikir (Miyazaki ve ark 1999).

Tip II integral proteinleri olarak da bilinen hiicre yiizey peptidazlar: hiicre
bliylimesi ve diferansiyasyonu kontroliinde onemli bir role sahip olabilecegi
bildirilmigtir. Kolesteatom orneklerinde dort farkli hiicre yiizey peptidazinin
(aminopeptidaz A, aminopeptidaz N, dipeptidyl peptidaz IV ve nétral endopeptidaz)
ekspresyonlarindaki degisiklige bagli olarak hiicre biiylime ve diferansiyasyonu i¢in

sinyal iletiminde bozulmaya neden olabilecegi bildirilmistir (Desloge ve ark 1997).

Temporal kemigin proteolitik erozyonu kolesteatom progresyonunda dénemli
bir rol oynamaktadir. Bu hastalarda MMP-1 (matrix metalloproteinase-1)

ekspresyonunun arttigi, MMP-9 (matrix metalloproteinase-9)’un artmasina ragmen
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anlamli olmadigt ve MMP-2 (matrix metalloproteinase-2)’nin ise artmadigini

gostermislerdir (Banerjee ve ark 1998).

Kolesteatomda lipid sentezi ve yikimi arasindaki denge de bozulmustur.
Kolesteatomda lipopolisakkaritlerin yiiksek oranda bulundugunu ve kemik

erozyonunda rol oynadigini bildirmislerdir (Peek ve ark 2003).

1.2. Genom ve Genetik Degisimler

Genomik DNA (Deoksiriboniikleik Asit) ’nin aslinda %10’nundan daha az bir
kismi proteine kodlamaktadir. Genomun toplam uzunlugunun dortte ti¢ kadari tek
kopya DNA’dan olugsmaktadir. Genomun geri kalani tekrarlayan DNA dizilerinden
olusur. Genomda bulundugu tahmin edilen 20-25 bin genin ¢ogu tek kopya DNA
seklinde bulunur. Genomdaki tekrarlayan DNA dizileri ise, kromozom yapisinin
korunmasina katki saglamaktadir. Tekrarlayan DNA dizileri genom iginde bir veya
birkag bolgede kiimelestigi gibi genom boyunce tek kopya diziler arasinda da yer
alabilmektedir. Kiimelesmis tekrarlayan diziler, art arda organize olan ¢esitli kisa
tekrarlardan meydana gelirler. Bu diziler satellit DNA olarak adlandirilirlar. Satellit
DNA aileleri, genomdaki yerlesimlerine, art arda gelen tekrar dizilerinin toplam
uzunluguna ve diziyi olusturan tekrar birimlerinin uzunluguna gore farklilik

gostermektedir.

Minisatellit DNA dizileri, degisken sayidaki tekrarlayan dizilerdir. Bu
dizilere VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) de denilmektedir. 9-65 baz
¢ifti uzunlugunda tekrar dizileri igerirler. Genomda 1-20 kilobaz arasinda degisen
yaklastk 1000 kadar blok olustururlar. Polimorfik ozelliklerinden dolay1 DNA
analizlerinde tan1 amagli (babalik testi, adli tip, kalitsal hastaliklarda mutant allerin
tesbiti gibi) kullanilabilmektedir.

Mikrosatellit DNA dizileri, 2-10 baz ¢ifti tekrar dizilerinden olusmaktadir.
Tim genoma yayilmis halde 100.000’den fazla mikrosatellit DNA dizisi
bulunmaktadir. Bu diziler de minisatellitler gibi polimorfik ozelliklere sahip
olduklarindan minisatellitler gibi ayn1 amaclar i¢in kullanilabilmektedir.

Mikrosatellitler, genom igine yayilmis olmalarindan dolayr genlerin kromozomal
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lokalizasyonlarinin ~ saptanmasi  i¢in  kullanilan baglanti  (linkage) analiz

calismalarinda belirleyici olarak kullanilmaktadir.

SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), insan genomunda en yaygin
bulunan tekrar dizileridir. En tipik 6rnegi Alu tekrar dizileridir. 300 baz ciftlik tekrar

dizilerinden olusurlar ve genom iginde en az 500.000 Alu dizisi bulunmaktadir.

LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), genomda 100.000 kopyasi

bulunan 6 kilobaz uzunlugundaki tekrar dizileridir.

(http://www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/molhem_01.pdf).

Genetik yapidaki tek bir degisiklikle ilk hiicre topluluklarinin kétiiden en
kotiiye dogru ardi ardina gegirdigi mutasyon dongiileriyle gelisen bir siireg ile
genetik rahatsizliklar olusabilmektedir. Cok hiicreli organizmalarin hiicreleri birlikte
yasamaya/calismaya kodlanmistir. Hiicreler nasil hareket edeceklerini sdyleyen,
sosyal denetimler olarak hizmet veren ayrtili bir sinyaller grubunu birbirlerine
gonderir, alir ve yorumlarlar. Sonug¢ olarak her hiicre sosyal sorumluluk
cergcevesinde, organizmanin 1yiligi i¢in gerekli sekilde boliinerek, farklilasarak,
dinlenerek ya da Olerek uyum gosterir. Bu uyumun diizenini bozan molekiiler
karigikliklar c¢ok hiicreli bir toplum i¢in sorun olusturur. Genetik yapidaki
degisiklikler (niikleotid ya da kromozomal seviyedeki delesyon, duplikasyon,
inversiyon, translokasyon, insersiyon gibi mutasyonlar) fenotipi direk etkileyecegi
gibi bazilar1 dolayli olarak etkileyebilir. Sonugta bu mutasyonlarin sebep oldugu
genetik kararsizligin (instabilitenin) pek c¢ok hastaligi 6zellikle kanser olusumunu
tetikleyecegi diisiiniilmektedir. Clinkii genetik kararsizlik, hiicrelerin kendilerini kotii
huylu yapmaya siiriikleyecek mutasyonlara ugrama olasiligini artirir (Alberts 2008).

Neticede genomik kararsizlik genetik hastaliklarin yaygin 6zelliklerinden birisidir.

12


http://www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/molhem_01.pdf

Genetik kararsizligin iKi tipi olabilir:
1. Kromozomal instabilite: En yaygin tipidir.

a.Tiimor hiicreleri ig ipligi kontrol noktalarini kaybederler. Bu durum birgok
sayisal anomalinin kaynagidir.

b. Timor hiicreleri, DNA hasar1 olusturmasina karsin hiicre siklusuna devam
edebilirler. Hasarli DNA ile yapilan DNA replikasyonu ve mitoz sonucunda yapisal
kromozom anomalileri olusabilir.

C.Timdr hiicreleri kromozom u¢ kisimlarini (telomer) korumak i¢in ¢ok kisa
duruma geldikleri noktaya kadar replike olabilirler. Bu durum yapisal anomalilerin

hepsine yol acabilir.

2.Mikrosatellit instabilitesi: DNA diizeyindeki instabilite bazi tiimoérlerde goriiliir.

1.2.1 Heterozigositenin Kaybi (Loss of heterozygosty, LOH)

Retinoblastomal (RB1) lokusu yakinindaki bolgelerde DNA polimorfizmini
aragtiran genetikgiler, kalitsal ve sporadik retinoblastoma hastalarindan alinan tiimor
dokusundaki allellerin incelenmelerinde beklenmedik bir sey yakaladilar. Alyuvar
hiicreleri gibi normal dokularinda heterozigot olan retinoblastomali kisilerin, iki
homolog 13. kromozomun sadece bir tanesinden gelen allellere sahip tiimorler vardi;
bu da genin 13q bolgesinde heterozigosite kaybimi (LOH) gosteriyordu. Ailesel
olanlarda, etkilenen ebveynden kalitilmis olanlar anormal RB1 alleli olanlardi.
Boylece heterozigosite kaybi, diger allelde ikinci vurusu temsil ediyordu.
Heterozigosite kaybi, interstisyel delesyon yoluyla olusabilecegi gibi mitotik
rekombinasyon ya da nondisjunction gibi diger baska mekanizmalarda da meydana
gelir (Sekil 1.4). Heterozigot bireylerde diger normal RBI1 allelinin kaybinda en sik
goriilen mutasyonel mekanizma, heterozigozite kaybidir. Heterozigosite kaybinin
goriilmedigi ikinci vurus genellikle ya ikinci somatik gen mutasyonu ya da daha az
goriilen, mutasyona ugramamis allelin metilasyon yoluyla inaktivasyonudur.
Heterozigosite kaybi, hem herediter hem de sporadik pek ¢ok genetik hastalikta
ozellikle timdrlerde goriilebilir ve genellikle tiimor siipresor genlerin neler olduklart

bilinmese de varliginin kanit1 olarak gosterilebilirler (Nussbaum 2005).

13



Heterozygous Condition

Normal allele Mutant allele

Loss of normal allele

Chromosome Deletion Unbalanced Loss and Mitotic Point
loss translocation reduplication recombination mutation

o |

18

Sekil 1.4. Heterozigotluk kaybi olusum mekanizmalari

Heterozigotlugun kaybi (LOH) genetik temelli hastaliklarda ozellikle
kanserlerde en sik goézlenen molekiiler genetik degisimdir. LOH analizi, timor
stipresoOr genleri ihtiva eden genomik bolgelerin tanimlanmasinda ve tiimdr tiplerinin,
patolojik evrelerinin karakterizasyonunda kullanilmaktadir (Hoque ve ark 2003).
LOH, her bir kromozomun koluna spesifik polimorfik genetik belirleyicilerle
timorlerin alleltiplendirmesi ile analiz edilebilir (Vogelstein ve ark 1989). Cogu
aragtirmaci, c¢esitli kanserlerde aday timor siipresér genleri tanimlamak igin
kromozomlara  spesifik  minimal  bdlge  kayiplarinin  tanimlanmasina
yogunlagmaktalar. 1995 yilindan beri ¢ok farkli neoplazmalarin allel
tiplendirilmesinde ortalama 120 mikrosatellit kullanilmistir ve 2000 yilindan 6nce bu

say1 en fazla ortalama 280 mikrosatellite ulagsmistir (Mao ve ark 1999).

Bas boyun skuamoz hiicreli karsinomalarinda (BBSHK), pek ¢ok tiimor
stipresor ve onkogen gen fonksiyonlart gosterilmistir. LOH analiz sonuglar1 yeni
timor slipresor gen bolgelerine isaret etmektedir (Maestro ve ark 1993). BBSHK,
tipik olarak su degisiklikleri sirasiyla gecirir; normal epitelyum, displazi, karsinoma
insitu, sonunda da invazif karsinoma seklindedir. Bu tiimdrgenezis sirasinda MSI ve
LOH’u igeren birikmis genetik degisimler olur (De Schutter ve ark 2007). Genel
olarak pek c¢ok lokustaki LOH zayif klinik seyirle ilgilidir (Bockmuhlh ve ark 1996).
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Aksine pek ¢ok calisma LOH’un negatif prognostik rolii vardir seklinde
tanimlanmustir (De Schutter ve ark 2007).

Delesyonlar, genel olarak amplikasyonlardan daha yaygindir ve klinik
sonuglar i¢in 6zellikle dnemli goriinmektedir (Moc ve ark 1996). Inaktiflesmis bir
genin (tiimdr siipresor gen) ve aktifligi artmig (onkogen) bir genin belirlenmeleri i¢in
farkl1 yollar izlenir. Delesyon tespitinin temelinde anne ve babaya ait kromozomlarin
birbirinden ayirt edilmesini saglayan polimorfizm yatar. Mukayese i¢in ayni hastanin
saglam ve tiimorlii dokusundan alinan Orneklerde DNA analiziyle hastanin bu
dokularindaki  polimorfizme dayanarak  delesyon/insersiyon  belirlenebilir.

Polimorfizm tespitinde mikrosatellit belirleyiciler kullanilmaktadir.

Genetik temeli bilinmeyen hastaliklarin ortaya konmasi igin genom boyu
taramalarda LOH analizinin 6nemli bir rolii vardir. LOH analizi i¢in mikrosatellit
belirleyiciler kullanilmaktadir. Mikrosatellitlerin belirli bir tiir igerisinde polimorf
olmalar1 ve temelde benzer olmasina ragmen bireyden bireye kiiciikk farkliliklar
icermeleri molekiiler genetik alaninda belirleyici olarak kullanilmalarini uygun hale
getirmektedir.

LOH Analizi i¢in cesitli yontemler vardir. Bunlar RFLP (Restriksiyon
Fragment Lenght Polimorfizm), Southern Blot, PCR-Poliakrilamid Jel Sistemleri,
SNP Array (Single Niikleotid Polimorfizm Dizileme), CGH Array (Comperative
Genomik Hibridizasyon) ve Floresans Temelli PCR-Fragment Analiz Sistemleridir.
Mevcut ¢alisma, baslangi¢ olarak PCR-poliakrilamid yontemi ile optimize edildi ve
daha sonra ise ¢aligmaya Floresans Temelli PCR-Fragment Analiz Sistemi ile devam
edildi.

1.2.2. Mikrosatellitler

Cok hiicrelilerde, sirali tekrar gosteren niikleotid dizilimleri 1968 yilinda
yapilan caligmalarla ortaya ¢ikarilmistir. Minisatellit ve mikrosatellit olarak ikiye
ayrilirlar. Mikrosatellitler ise genellikle 100-200 bp’ye ulasan kisa yapilara sahiptir.
Tekrar motifleri ise ikili, t¢li, dortli veya besli sekilde olabilir (CA/GT)n veya
(AGC/TCG)n gibi). Mikrosatellitler 6karyotik genoma genis bir sekilde yayilmis ve

bol olarak bulunurlar fakat bunun aksine minisatellitler, kromozomlarin telomerik ve
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sentromerik bolgelerinde toplanma egilimdedirler. Mikrosatellitler ¢ogu lokusta
tekrar bolgesinin sayisinda ¢ok farkliliklar gdstermesinden Otiirii genetigin bir¢ok

alaninda molekiiler belirleyici olarak 6nem arz etmektedirler.

Mikrosatellit ~ tekrarlarin ~ bulundugu genom  boélgelerindeki — genetik
varyasyonlar genellikle DNA kaymasi sonucunda meydana gelir. Mikrosatellit
lokuslardaki mutasyonlar, DNA replikasyonu sirasinda tekrarin bulundugu kisimda
yanlis eslesme veya bir tekrarin atlanmasi sonucunda meydana geldigi
diistiniilmektedir. Diger bir deyisle replikasyon sirasinda DNA’nin iki iplik¢igindeki
tekrar kismi beklenmedik bir esleme yapabilir ve daha sonra bunun tamiri
mikrosatellit lokusun uzamasi veya kisalmasi ile sonuglanir. En yaygin degisim
yalnizca tek bir tekrar {initesinin kaybi1 veya fazladan olusmasi ile olur. Populasyon
icersindeki varyasyonun belirlenmesinde en 6nemli unsur mutasyon oranidir. Tekrar
bolgelerinin her iki tarafinda bulunan bolgeler ‘flanking’ bolgesi olarak isimlendirilir
ve buralarda meydana gelecek mutasyonlar c¢ok oOnemlidir ¢iinkii bu bolgeler

primerlerin baglanma noktalaridir.

Mikrosatellitler ayrica kriminolojik c¢alismalarda, fertlerin akrabalik
seviyelerinin ve ana ve babalarinin belirlenmesinde, genomdaki genlerin haritalarinin
cikarilmasinda, populasyonun genetik parametrelerinin (gen akist ve etkili
populasyon biiyiikliigii gibi) tahmini ve populasyon farkliliklarinin belirlenmesi gibi
caligmalarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bunun nedeni mikrosatellitlerin
genomda yogun bir sekilde dagilmis olmalar1 ve islemlerinin kolay ve otomatik bir

sekilde yapiliyor olmasidir.

1.3. Kolesteatomun Genetigi

1.3.1. Kolesteatomun Sitogenetigi

Kolesteatom sitogenetigi ile ilgili simirli sayida c¢alisma bulunmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada Lavezzi, 44 kolesteatom vakasinin 23 ‘linde trizomi 7 tespit
etmis ve bu ekstra 7 kromozomunu artmis proliferatif aktivite ile iliskili olabilecegini
ve bundan dolayr da trizomi 7’nin prognostik marker ve kolesteatomun agresif

davraniginin indikatorii olabilecegini bildirmistir (Lavezzi ve ark 1998). Kolesteatom
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orneklerinde 3,7,8,17 numarali kromozomlardaki copy number varyasyonlari
incelenerek proliferasyon ve kromozom copy number degisiklikleri arasinda iliski
olup olmadig1 aragtirilmistir. 7,8 ve 17 anazomilerinin hiicre proliferasyon aktivitesi
ve invazyonla iliskili olabilecegi belirtilmistir (Ecsedi ve ark 2008). 10 kolesteatom
ve 6 postaurikuler deri Orneginde flow sitometri ile DNA igeriklerini
karsilastirmiglardir. Bir kolesteatom Orneginde anormal anoploid DNA bulunmus,
oysaki digerlerinde normal 6ploid DNA bulunmustur. Kolesteatomun low-grade bir

neoplazm olarak diistiniilemeyecegi sonucuna varmiglardir (Desloge ve ark 1997).

1.3.2. Kolesteatomun Molekiiler Genetigi

Kolestetaom patogeneziyle iliskili aday genleri belirlemek igin 5
kolesteatomlu ve 5 saglikli dis kulak derisinde mikroarray analizi yapilmig; 1327
genin fazla, 767 genin ise az eksprese edildigini belirtmislerdir (Kwon ve ark 2006).
Diger bir calismada mikroarray analizinde fazla eksprese bulunan 12 genin
kolesteatom  patogenezinin ¢esitli mekanizmalarinda rol oynayabilecegini
belirtmislerdir. Bunlar hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunda gorevli
calgranulin A, calgranulin B, psoriasin, thymosin beta-10 ile hiicre invazyonunda
gorevli cathepsin C, cathepsin D, cathepsin H ‘dir (Tokuriki ve ark 2003). Bagka bir
calismada ise kolesteatom hastalarinda miR-21 ve let-7a mikroRNA’sinin rolii
arastirilmistir. Normal deriye kiyasla 6zellikle cocuk hastalarda bu mikro RNA’larin
seviyesi yiiksek bulunmus ve kolesteatomun proliferasyon ve invazyonuna sebep
olacagi disinilmistir (Chen 2011). Kolesteatomun yolak mekanizmasinin
arastirildigr 2009°daki ¢alismada ise PTEN ve p-Akt arasinda bir iligki bulunmus ve
bu yolagin kolesteatomda etkili olabilecegi diistintilmiistiir (Yune 2009).

Bu tez calismasinda genetik temeli bilinmeyen kolesteatomun genomik
instabilitenin gostergesi olan LOH analizi i¢in 7 STR (Short Tandem Repeat)
belirteciyle genomdaki farkli bolgeler incelenmistir. Calismada kullanilan
belirleyiciler, kolesteatom epitelyal kokenli bir hastalik oldugu igin epitelyal kokenli
kanserlerde LOH oran1 yliksek ¢ikmis calismalar referans alinarak segilmistir.
Kolesteatomda LOH analizi ilk defa bu calismayla yapilmis olup hastaligin
patogenezinin tanimlanmasina ve molekiiler mekanizmasimin aydinlatilmasina

katkida bulunacag: diistiniilmiistiir.
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Selcuk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda gercgeklestirilmistir. Calisma icin Selguklu Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alinmis (26.04.2011 tarihli, 2011/025 nolu etik kurul karar1) (Bkz.
EK-A) ve ¢alismaya dahil edilen olgulardan ve kontrollerden onamlari (Bkz. EK-B)

alinmustir.

2.1. Doku Orneklerinin Temini

Bu ¢alismada, Selguk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Klinigi’nde kolesteatom tanist konmus hastalarin dokular1 kullanilmigtir. Hastalarin
cerrahi miidahale ile alinan normal ve kolesteatomlu doku ornekleri transport
medyumunda ve normal dokusu yetersiz gelen hastalarin ise periferik kan 6rnekleri
EDTA’ll tiipte steril sartlarda laboratuara ulastirilmistir. Dokular DNA eldesine

kadar gecen siire igerisinde -80 °C’de derin dondurucuda saklandh.

Bu c¢aligma, yas ortalamasi 36,2 olan 14’# erkek, 25’1 kadin toplam 39 hasta
birey icermektedir. Hastalarin klinik ve demografik 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir.
Hastalarin 6’s1 cocuk, 11°1 geng, 17 ‘si orta yash, 1°1 ise yaghdir. Hastalig1 niiks eden
hasta sayis1 9; kars1 kulak tutulumu olan hasta sayisi1 ise 3’tiir. Hastalarin tamaminda

orta kulak enfeksiyonu gériilmektedir.
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Cizelge 2.1. Doku 6rneklerinin elde edildigi bireylere ait yas, cinsiyet, defekt

bolgesi, siiflandirilmasi, kulak tutulumu ve niiks durumunu belirten tablo.

O’\I%U Cinsiyet | Yas Yerlesim Yeri Defekt Bolgesi Simiflandirmasi TL:ESIISII;U Niiks
0-5 E 5 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Bilateral Var
0-6 K 36 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-9 K 58 | Attik-Timpanik-Mastoid Fazgﬁ!S‘;fl?tilgrakifflké;;al:gral Edinsel sekonder | Unilateral | Yok

Fasiyal kanalda defekt- Lateral
0O-11 E 49 | Attik-Timpanik-Mastoid semisirkiiler kanal defekti- Konjenital Unilateral | Yok
Tegmende defekt

0-12 E 17 | Attik-Timpanik-Mastoid Lateral Se(rjr:fseililt(iﬁler kanal Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-13 K 48 Attik Yok Edinsel primer Unilateral | Yok
0-14 E 28 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-15 K 9 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Unilateral Yok
0-16 E 27 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-18 K 27 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-19 K 53 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-20 K 26 | Attik-Timpanik-Mastoid FasiTye aénfgzgledge(iszekt' Unilateral | Yok
0-21 K 32 Attik-Mastoid Yok Edinsel primer Bilateral Yok
0-22 K 32 Mastoid-Timpanik Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-23 E 47 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Var
0-24 E 77 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-25 E --- | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Unilateral Var
0-26 K 52 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-27 E 49 | Attik-Timpanik-Mastoid Tegmenﬁﬁncit:)fl?lé-s)ilgtgakranial Unilateral | Yok
0-28 K 48 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Bilateral Yok
0-30 K --- | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-31 K 59 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-33 K 19 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Unilateral Yok
0-34 K
0-36 E
0-37 K 50 Attik-Timpanik Yok Edinsel primer Bilateral Var
0-38 E 52 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-39 K 56 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Edinsel sekonder | Unilateral | Yok
0-40 K 22 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel primer Unilateral Var
0-41 E 37 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt Unilateral Var
0-42 K 6 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Konjenital Unilateral | Yok
0-43 K 15 | Attik-Timpanik-Mastoid Fazg::Sljf]?iilgrakiifjlkgegﬁ;ral Edinsel sekonder | Unilateral Var
0-44 K 43 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok - ---
0-45 E 19 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder Unilateral Yok
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Cizelze 2.1 (Devarm) Dolo dekleriion elde edidizibneylere at v, cinsivet, defekt
bdlgesy, spuflardmbmasy, Joalak tatabinn ve mitks durmrmoom belhirten tablo

0-46 K 15 Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok

0-47 K 39 Attik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok

0-48 K 50 | Attik-Timpanik-Mastoid Fasiyal kanalda defekt- Edinsel sekonder | Unilateral | Var
Tegmende defekt

0-49 E 33 | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel sekonder | Unilateral | Yok

0-50 K ---- | Attik-Timpanik-Mastoid Yok Edinsel primer Unilateral | Yok

---- Bilgiye ulagilamadi.
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2.2. Kolesteatom ve Cilt Dokusundan DNA Eldesi

Kolesteatomlu ve normal dokularda LOH analizi i¢in DNA izolasyonu
yapildi. Derin dondurucuda (-80 °C’de) saklanan taze doku drneklerinden Vivantis
GF-1 Tissue DNA Extraction Kit (Kat. No. GF-TD-050) kullanilarak DNA eldesi
asagidaki sekilde saglandi.

Dokudan DNA izolasyonu i¢in asagida belirtilen protokol uygulanmustir.

e Bistiiri ile parcalanmis 10-20 mg kadar doku 6rnegi otoklavlanmis 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine alindi.

e Uzerine 250 pl doku pargalama tamponu (Tissue Lysis Buffer) ve 20 ul Proteinaz
K eklendi. Vorteks yardimiyla karistirilarak 12ul Lysis Enhancer eklendi.

e 1-3 saat 65°C’de doku tiimiiyle pargalanana kadar inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan alinan drneklere 2 kat: hacimde baglama ¢dzeltisi (Binding
Buffer) eklendi.

e 10 dakika 65°C’de inkiibe edildi.

e Uzerlerine 200 pl etanol ilave edildi ve iyice karigtirildi.

e Bu asamadan sonra filtreli tiipler toplama tiiplerine yerlestirildi ve siv1 haldeki
doku 6rnegi filtreli tiipe aktarildi.

e 1 dakika 5000 g devirde santrifiij edildi.

e Toplama tiipiindeki siv1 bosaltilarak 750 pl yikama tamponu (Wash Buffer)
konuldu.

e ldakika 5000 g devirde santrifiij edildi.

e Buislem iki kez yapildu.

e Yikama tamponunun tamamen uzaklasmasini saglamak icin tiipler 10 saniye en
yiiksek hizda santrifiij edildi.

e Filtreli tiipler daha sonra 1,5 ml’lik temiz tiiplere konuldu.

e DNA’y1 filtreden gegirmek i¢in 200 pl dnceden 70 °C’ye 1sitilmis ¢oziicli tampon
(Elution Buffer) filtreli tiiplere eklendi.

e (Oda sisinda 2 dakika tutulduktan sonra 1 dakika 5000 g devirde santrifiij edildi.

e 1.5 ml’lik tiiplerdeki izole edilen DNA, 4°C veya -20°C’ye kaldirilmistir.

e FElde edilen DNA’lar saklanmak {izere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.
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2.3. Kan Dokusundan DNA Eldesi

Hastalarin kanindan, tiimorlii dokuya kiyas olarak normal doku i¢in DNA

izole edildi. Hastalarin kan doku 6rnekleri Vivantis blood DNA Extraction Kit (Kat.
No: GS-BD-100) kullanilarak DNA eldesi asagidaki sekilde saglandi.

Kandan DNA izolasyonu i¢in asagida belirtilen protokol uygulanmistir.

200 ul Binding Buffer (baglama ¢6zeltisi) + 200 ul kan + 20 ul proteinaz K
karistirilarak vortekslendi.

65°C’de 10 dk inkiibe edildi.

Uzerine 200 pl % 100 etanol eklenip 10 sn vortekslenerek spin kolona
yiiklendi.

500 pl yikama tamponu (wash buffer 1) eklendi ve 5000 g’de 1 dk spin
sonrasi siipernatan atildi.

Uzerine 500 pul yikama tamponu (wash buffer 2) eklendi ve 5000 g’de 1 dk
spin sonrasi siipernatan atildu.

Uzerine 500 pl yikama tamponu (wash buffer 2) eklendi ve 14000 g’de 3 dk
spin sonrasi siipernatan atildi.

Uzerine dnceden 1sitilmis (65°C°de) 100 pl ¢dziicii tampon (Elution Buffer)
eklenerek 5000 g’de 1 dk spin sonrast DNA izole edilmis olur.

2.4. Kolesteatom ve Cilt Primer Hiicre Kiiltiirleri

Calisma kapsaminda LOH analizi i¢in yeterli miktarda DNA olmalidir. Bazi

hastalarin hem kolesteatom hem de cilt dokular1 DNA analizi i¢in yeterli

olmadigindan bunlarin LOH analizinde zorluk ¢ikma ihtimalinden dolayr her

hastanin ayn1 zamanda primer hiicre kiiltiirleri yapilmigtir.

Primer hiicre kiiltiir eldesi i¢in dncelikle agsagidaki protokol uygulanmistir:

Hastalardan ameliyat esnasinda alinan doku 6rnekleri daha 6nceden igine Sml;
%96 RPMI (Hyclone Kat. No. SH30027.01) ve %4 penisilin streptomisin
solusyonu (Gibco Kat N0.11120-037) igceren biiylime besiyerinde 15 ml’lik
tiipler i¢cine konularak laboratuara ulastirildi.

Laboratuara gelen doku 6rnegi PBS solusyonuyla yikandiktan sonra bistiiriyle

kiyilarak kiiciik parcalara ayrildi.
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e Kiyilmis dokular daha onceden hazirlanmis kollajenaz enzimlerinin oldugu

soliisyonla yaklasik 3ml ile pipetaj yapilarak muamele edildi.

Kollajenaz Soliisyonunun Hazirlamisi: 10°ar ml DMEM/F12 (Gibco Kat. No:

11320-074) besiyeri i¢ine 100’er mg kollajenaz tip IT (Stemcell Technologies Kat.

No. 17101-015) ve IV (Stemcell Technologies Kat. No: 07909) koyuldu. Her bir

kollajenaz tipinden 1’er ml alinip 10ml’ye tamamlanarak dokunun biiytikligiine

gore uygun hacimde kullanildi. Hazirlanan solusyon belirli hacimlere boliinerek -

20 °C’de saklandu.

e 37°C’de 1 saat su banyosunda inkiibasyon yapildi.

e Buzdolabinda 4°C’de bir gece bekletildi.

e  Ertesi giin 37°C’de 2 saat tutuldu. Ara ara hiicrelere pipetaj yapildi.

e Enzimi inaktif hale getirmek icin %2’lik FBS’li (Fetal Bovin Serum-

Biological Industries Kat. No. 04-007-1B) PBS ile muamele edildi.

e 1200 g 5 dk santrifiij edildi.

e  Ust kisim atilarak {izerine FBS’siz PBS koyuldu.

e 1200 g 5 dk santrifiij edildi.

e  Ust kisim atilarak % 0.25 Tripsin (Biological Industries Kat. No.03-053-1B)

ile pipetaj yapilarak muamele edildi.

e %2’ lik FBS’li PBS ile muamele edildi

e 1200 g 5 dk santrifiij edildi.

e  Ust kisim atilarak alttaki hiicreler 1 ml besiyeri (%1 PSA, % 10 FBS, %89

RPMI) i¢inde homojen hale getirilerek bunun 1/5’1 dondurma besiyerinde (%10

DMSO, %90 FBS) - 80°C’de sakland.

e  Geri kalani ise hiicre kiiltiir flaskina aktarild1 ve %5 CO0;’1i hiicre kiiltiirii i¢in
uygun etiive birakildu.

e Ik besiyeri hiicrelerin flask yiizeyine tutunmasma bagh olarak 7-15 giin

sonra degistirildi.

Ayrica kollajenazsiz protokol de uygulanmistir. Gelen doku ornegi bistiiriyle

kiyilarak hiicre flasklarina medyumuyla beraber koyularak etiive birakilmistir.

Bu protokolde hem RPMI hem de KSF besiyerleri kullanilarak hiicre kiiltiirii
yapilmistir.
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2.5. Kullanilan STR Belirleyiciler (Mikrosatellit DNA Belirleyicileri)

Bu ¢alismada kullanilan STR belirleyicileri D6S273, D6S473, D8S261,

D9S157, D9S162, D15S126, D15S153 ‘tiir. Bu belirleyicilerin dizisi, genomdaki

lokalizasyonu, triin biyiikligii Tablo 2’de gosterilmektedir. Bu belirleyiciler,

yapilan ¢aligmalarda epitelyal kokenli kanserlerde yliksek LOH orani bulunan STR

belirleyicilerinden seg¢ilmistir.

Cizelge 2.2. LOH analizinde kullanilan STR belirleyicilerinin dizisi, genomdaki
lokalizasyonu ve iiriin biiyiikliigii gosterilmektedir.

STR* Dizin (5°-3%) ** Lokalizasyonu Uriin biiyiikliigii (bp)

D6S273  CCCAGTTTAAGGAGTTTGGC 6p-6qterm 120-140
TAGGGCAGTCAGCCTTGTG

D6S473 AGCAAGGCAAGCCACAT 6p21.3 166-196
TGGGGATGCCCAGATAACTATAT

D8S261 AGTACCTGAAAGGGTGGG 8p23-p21 124-144
GATCAGTGTAGGCTC

D9S157 AGAACTTGGTATTTCCTGCC 9p23-p1l 133-149
GCCACCTTGAGGAGTTTT

D9S162 AGCTGAATAACACGCAGGTG 9p22 172-196
ATTTTTGATGACAATGGAATGC

D15S126 GTAAGCCAAGATGGCACTAC 15g21 188-218
GCCAGCAATAATGGGAAGTT

D15S153 TGCCACTGTCTTGAAAATCC 15¢922.3 198-208
TATGGCCCAGCAATGTGTAT

*

*%*

Primerler, forward 5 ucu FAM floresans molekiilii ile isaretlenmistir
Primerlerin dizisi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ internet adresinden alinmistir.
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2.6. PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi ve PCR Sartlarinin STR Belirleyicilere Gore
Optimizasyonu

PCR tepkimesinde kullanilan STR belirleyicilerinin en verimli ¢alisabilecekleri

baglanma sicakliklar1 ve MgCl; konsantrasyonlari tespit edilmistir.

Cizelge 2.3. LOH Analizi i¢in kullanilan STR belirleyicilerin klasik PCR igin

optimize edilmis MgCl, konsantrasyonlari ve programi

Kullanilan PCR cihazi: Applied Biosystems GeneAmp 2700 model
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Klasik PCR Karisimm Hazirlanmasa:

Solusyon Miktar (pl)
10X PCR Tamponu (Vivantis buffer A) 3,20
50 mM MgCI (Vivantis) 1,50
dNTP (10 nM) (A, T,G,C her birinden) 0,24
Primer (F+R) (10 pmol) 0,60
At Max Taq Polimeraz Enzimi (Vivantis) 0,40
Distile su 20,46
Kalip DNA 4,00
TOPLAM 30,40

2.7. Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinlerini degerlendirmek amaciyla %2’lik agaroz (A 5093,

Sigma) jele yiiklendi.

Jel elektroforezi i¢in yapilan islemler sunlardir:

e Agaroz jel icin S0xTAE (Tris, Asetik asit, EDTA) stok tamponu hazirlandi.

e 50XTAE tamponu; 241 gr Tris; 57,1 Asetik asit; 18,612 gr EDTA 100 ml dH,0
Icerisinde ¢ozerek hazirlandi.

e Hazirlanan 50xTAE stok tamponu 1/50 oraninda sulandirilarak 1XxTAE tamponu
haline getirildi.

e Elde edilen PCR iiriinlerini degerlendirmek i¢in %1,5” lik agaroz jel igin 100 ml
1X TAE (Tris/ Asetik Asit / EDTA) tamponunun igine 1,5 gr agaroz (Vivantis
Kat. No. PC0701-100g ) konuldu.

e Agaroz TBE soliisyonu ile mikrodalgada eritildi ve 50-60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra etidyum bromid ilave edildi.

e Jel tankina uygun taraklar yerlestirildikten sonra karigim, jel tablasina dokiilerek
sogumaya birakildi. Elde edilen PCR iiriinlerinden 5 pl alinarak yiikleme boyast
(6x loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve 45 dk 100 voltluk
elektrik akiminda yiiriitiildi.

e Bant uzunluklarini belirlemek amaciyla 100 bg’ lik DNA markir1 kullanildi.

e Yiirlitmeden sonra jel U.V. transliiminatdrde goriintiilendi.

Her bir STR belirleyicisi, farkli bant biyiikliigiinde goriintiilenmistir. Bu
optimize edilen PCR reaksiyonu ve programina goére her bir hastanin normal ve

kolesteatomlu DNA’larindan PCR kurulmus ve agaroz jel elektroforezinde uygun

26



yerde bantlar goriilen 6rnekler LOH analizinde kullanilmis, bant gériilemeyenler ise
LOH analizine alinmamistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin LOH analizine gegcmeden
once DNA Kkonsantrasyonlari nanodropta (Thermo Scientific Nanodrop 2000c)
6l¢iildii. Bunun igin 1,5 pl PCR firiinii alip nanodropta olgiildii. Her bir hastaya ait
normal ve kolesteatom dokusundan elde edilen PCR firiinleri belirli oranlarda
sulandirilarak kapiller elektroforezinde fragment analizi yapilarak LOH analizi

gergeklestirildi.

2.8. LOH Analizi

Hastalarin normal ve kolesteatom dokusuna ait, bir zincirinin 5° ucu FAM
isaretli, agaroz jelde uygun yerde bant goriilen PCR iiriinlerinin fragment analizi
ABIl 310 cihazinda gerceklestirildi. Bunun i¢in her bir hastanin normal ve

kolesteatomlu PCR iiriinleri i¢in agagidaki karisim hazirlandi.

Kapiller Elektroforezi i¢in hazirlanan reaksiyon:

Solusyon Miktar (ul)
Formamid 25,0
Size Standart (Gene scan 500 Rox™)* 0,3
PCR {irtinti** 0,5

* GeneScan® 500 ROX : 35 bp ile 500 bp arasinda standartlar girilmistir.

** Her bir PCR {iriinii belli oranlarda sulandirilarak 0.5 pl alinmustr.

Kapiller Elektroforez igin asagida belirtilen protokol uygulanmistir:

e Reaksiyon hazirlandi.

e 94 °C ‘de 2 dk denatiire edildi.

e Buzun iizerinde 2 dk tutulur ve cihaza yiiklenir.

e Cihazin bilgisayara yiiklii 310 Data Collection programindan &rnekler
kaydedildi.

e 47cm kapilerini ve mikrosatellit lokusu analizi i¢in kullanilan POP-4
polimerini (POP™ Performance Optimized Polymer, %4) cihaza yerlestirip

her bir hasta PCR iiriinii karigimi cihaza yiiklendi.
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e Her 6rnegin fragment analizi islemi bittikten sonra sonuglar GeneMapper
(ABI) ile kontrol edildi. Oncelikle her iki 6rnegin de i¢ DNA biiyiikliik
standartlar1 kontrol edildi ve gerekli bilgiler cihaza girildi (Sekil 2.1). Daha

sonra her bir hastaya ait kontrol ve kolesteatom ornekleri standartlarla

karsilastirildi.

e Bilgisayara yiiklii GeneMapper IVV3.2 programinda analiz metod kisminda
Microsatellit Default, size standart kisminda ise CE-GS-HD-GS500 segilerek
orneklerin analizi yapildi (Sekil 2.2).
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13 16HE Sample Nno expott Microsatelite Defautt Mone CE_GS_HID_GS500 MTX_D_4.ritx Run Falder-7-
14 TEMG Sarniple o export Microsatelite Defaut  |None CE_GS_HID_GS500 MTH_D_a itx Rur Folder-7-
15 18K Sample no export Microsatelite Defautt  |None CE_GS_HID_GS500 MTX_D_a mibx Run Folder-5-
16 18M Sample no export Microsatelite Defautt  |None CE_GS_HID_GS500 MTX_D_a mibx Run Folder-5-
97 28K Sample no export Microsatelite Default | Mone CE_GS_HID_GS500 MTX_D_a mibx Run Folder-5-
18 = Sample no export Microsatelite Default | hone CE_GS_HID_GS500 MTX_D_d.rmtx. Fun Folder-5-
13 EX Sample o export Microsatelite Defaut  |None CE_GS HID_GSS00 | MTX_D_4.ritx Feun Folder-4-
20 i SEmplE Nno xpott Microsatelite Defaut Mone CE_GS_HID_G=500 MTX_D_d.ritx Run Folcer-d4-
21 =] Sarniple o export Microsatelite Defaut  |None CE_GS_HID_GS500 MTH_D_a itx Rur Folder-5-
22 16n3 Sample no export Microsatelite Defautt  |None CE_GS_HID_GS500 MTX_D_a mibx Run Folder-5-

| I
2

Sekil 2.2. GeneMapper Programinda kaydedilmis 6rnekler.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta Bulgulan

Calismamiza dahil edilen hastalarin yas araligi 5-77, yas ortalamasi ise
36,2°dir. Toplamda olgu grubu 39 hastadan olugsmaktadir ve hastalarin kolesteatomlu
ve normal dokulartyla beraber periferik kan dokusu kullanilmistir. Hastalara ait

veriler Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Olgu grubundaki hastalara ait veriler.

Kolesteatomlu Hastalar
Olgu sayisi (cocuk/ yetiskin) 6/9
Yas ortalamasi (¢ocuk/yetiskin) 11,2/25,0
Cinsiyet (E/K) 14/25
Konjenital/Primer edinilmis/sekonder edinilmis 3/5/27
Bilateral/Unilateral kulak tutulumu 3/35
Niiks olan/Niiks olmayan 9/29

3.2. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Hiicreler uzun siire kiiltiire edilmesine ragmen, tutunmanin basarisiz oldugu
gozlenmis; bu nedenle kollejanin kullanildigi protokol degistirilmistir. Degistirilen
protokolde gere¢ ve yontemde anlatilan kollajenaz basamaklar1 iptal edilerek
kollajenazsiz primer kiiltiirii gerceklestirilmis ve hiicrelerin bu metotta daha saglikli
tutundugu gozlenmistir. Bu nedenle bu protokole devam edilmistir. Bu sartlarda da
hem kolestetaom dokusunda hem de cilt dokusunda fibroblast hiicreleri yaygin bir

sekilde gozlenmistir (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Primer kolesteatom hiicrelerine ait fibroblast hiicreleri (20X biiyiitme).

Hedeflenilen hiicre grubu keratinositler oldugu i¢in kullanilan besiyeri RPMI
yerine keratinosit hiicrelerine spesifik KSF besiyeri olarak degistirildi. Bunun
iizerine hem cilt hem kolesteatom dokusunda da keratinositler elde edildi (Resim
3.2).

Resim 3.2. Primer cilt dokularina ait keratinosit hiicreleri (20X biiyiitme).
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Resim 3.3. Primer kolesteatom dokularina ait keratinosit hiicreleri (20X biiyiitme).

Ancak caligmanin primer amact LOH analizi olmasi nedeniyle her bir
vakadan yeterli doku Ornegi temin edilemediginden kiiltiir ilizerinde yeterince

yogunlasilamadi.
3.3. Klasik PCR Bulgulari

Yapilan ¢alismalarda epitelyal kokenli kanserlerde LOH orant yiiksek
bulunan STR belirleyicilerinden segilen bu calismadaki 7 STR belirleyicisi (
D6S273, D6S473, D8S261, D9S157, D9S162, D15S126, D15S153) klasik PCR
yontemiyle gere¢ ve yontemde anlatildigi gibi optimize edilen sicaklik ve MgCl,
sartlarinda ¢ogaltilarak bantlar elde edilmistir (Sekil 3.1). Optimizasyon isleminden
sonra her bir hastanin kontrol ve kolesteatom 6rneklerinin PCR’si yapilmig ve her bir

STR belirleyicisine 6zgii bantlar elde edilen 6rnekler LOH analizinde kullanilmistir.
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Sekil 3.1. D6S273, D6S473, D8S261, D9S157, D9S162, D15S126, D15S153 isimli
STR belirleyiciler i¢in yapilan optimize olmus PCR sonuglarinin agaroz jel

elektroforezi sonrasi goriintiisii.

3.4. Heterozigotluk Kayb1 Bulgular:

Hastalara ait DNA ornekleri, 7 adet STR belirleyicisi (D6S273, D6S473,
D8S261, D9S157, D9S162, D15S126, D15S153) kullanarak heterozigotluk kaybi

yoniinden incelenmistir.

Bu ¢aligmada 39 hastada 7 STR belirleyicisi ile yapilan analizler sonucunda
toplam 273 analiz (run) yapilmistir. Bunlarin 60’1 (% 22) ya PCR iirliniindeki ya da
LOH analizindeki deneysel basarisizliktan dolayr calismaya dahil edilmemistir.
213’tinde (% 78) anlamli sonuglar bulunmustur. 43’4 (% 15,8) ise bilgi vermeyen
homozigot sonuglardir (non-informatif). 7’sinde (% 2,6) mikrosatellit instabilitesi
(MSI); 1’inde (% 0,5) heterozigotluk kayb1 (LOH) vardir (Tablo 3.2.).
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Cizelge 3.2. Heterozigotluk kaybi analizleri sonucu elde edilen bulgularin tablo gosterimi. Sol siitunda STR belirleyiciler, iist satirda hasta
numaralar1 goriilmektedir.

6 9 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22

23

24

25

26

27

28

30

31

33

34

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

D6S273

D6S473

D8S261

D9S157

._. ]

D9S162

D15S126

D15S5153

heterozigotluk kaybini gdsteren 6rnekler
mikrosatellit instabilitesi gdsteren 6rnekler
heterozigot drnekler

bilgi vermeyen homozigot 6rnekler
deneysel basarisizlik
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Fragment analizinde grafiklerde 5 sonu¢ degerlendirilmektedir (Sekil 3.2).
Grafiklerde normal dokuyla kolesteatom dokusunun piklerini karsilastirarak normal
heterozigot, bilgi vermeyen homozigot, mikrosatellit instabilitesi (MSI),
heterozigotluk kayb1 (LOH), kismi heterozigotluk kayb1 seklinde sonuglar
goriilmektedir.

2601 NM.TU 294 801 NN TU 108 BTNTU2T3 WBIONTUCEI2C
----- B o BEm s e B on o o e L B e (mnanan o o e an s o oo JIEE o o0 o ot A o e (b o o i 2 ]
0 195 200 20 118 120 122 ) 130 139 M40 245 230
fi ! ’
NN 1 | \
‘ | p [' Al l'I /l !\
{ f' : Nl ! A WA ‘ = nt
_/\ '\.-“ o ‘-4'\: iy U“__\,;_e Y NV 4 _-.;-" \_\— /J "
TV i |n | l )
\ l l i
= ’\J S P L _/ M" —" \/ ~ J
NORMAL HOMOZIGOUS PARTIAL LOH TOTAL LOH

Sekil 3.2. A) LOH analizinin muhtemel sonuglar1 (Maleno 1. ve ark 2004
makalesinden alinmustir).

Tumour + il
ret __,_,J\fL

B) Mikrosatellit Instabilitesi. Tiimorlii bolgedeki oklar allel
kazanimini gostermektedir (Feenstra M ve ark 1999 makalesinden alinmistir).

Sadece bir hastada D15S153 adli sadece bir STR belirleyicisinde LOH
gozlenmistir. D6S273 adli belirleyici ile 1 hastada, D6S473 adli belirleyici ile 2
hastada, D8S261 adl belirleyici ile 1 hastada, D9S157 adli belirleyici ile 2 hastada,
D9S162’ de ise 1 hastada MSI’ya rastlanmistir. D15S126 adli belirleyicide ise higbir
hastada MSI ve LOH gozlenmemistir.

LOH ve MSI gozlenen hastalarin klinik ve demografik o6zellikleri su
sekildedir; hem LOH ve hem de MSI gozlenen 16 no’lu hasta 27 yasinda olup
kolesteatom sekonder edinilmistir, kulak tutulumu wunilateral olup niiks
goriilmemektedir. ki STR belirleyicisinde MSI gdzlenen 5 no’lu hasta 5 yasinda

olup kolesteatom sekonder edinimistir, kulak tutulumu bilateral olup genomik
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instabilite goriilen hastalarin ig¢inde tek niiks gosteren hastadir. MSI gozlenen bir
hasta 50 yasinda digeri ise 32 yasinda olup kolesteatom primer edinilmistir. Diger
MSI goézlenen hastalar ise 28 ve 77 yaslarinda olup kolesteatom sekonder
edinilmistir. Bu hastalarin hepsinde kulak tutulumu unilateraldir ve higbirinde niiks

goriilmemistir.

3.4.1. D6S273 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D6S273 120-140 bp biyikliginde ve 6.kromozomun 6p-6qterm’de
lokalizedir. Kolesteatom hastalarinin  2’si  bilgi vermeyen homozigot (non-
informatif), 29 ‘u normal heterozigottur. 1’inde MSI vardir. Hastalarin higbirinde

LOH go6zlenmemistir. MSI gozlenen hastada niiks goriilmiis ve kolesteatom sekonder

edinilmistir.
- = R =" T -
- 'W |
- el N
Pe.“” 1o - 120 o 130 == wa 150
- .
- _;ﬁk._.-'J \‘ b’“ \H

Sekil 3.3. 38 no’lu hastada D6S273’te normal heterozigot

Er = ey Hone [(om [mm
110 120 120 140
Lilolile]
4000
Z000
o
Z5r r=a zs5m Hone [(om  [mm

110 1z0 130 120

Sekil 3.4. 25 no’lu hastada D6S273’te normal homozigot
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5K1 fsa 5K1 Hone |.

110 120 130 140

5H1.fsa 5N1 None .

110 120 130 140

=N L]

Sekil 3.5. 5 no’lu hastada D6S273’te MSI

3.4.2. D6S473 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D6S473 166-196 bp biiyiikligiinde 6.kromozomun 6p21.3’te lokalizedir.
Kolesteatom hastalarinin 5’1 bilgi vermeyen homozigot (non-informatif), 28 ‘i
normal heterozigottur. 2’sinde MSI vardir. Hastalarin  higbirinde LOH
gozlenmemistir. MSI gozlenen hastada niiks goriilmiis ve kolesteatom sekonder

edinilmistir.Digerinde niiks yoktur ve kolesteatom primer edinilmistir.

S D N — -
::': - AN }\ \ ﬂ A\ [ \[\
“.m_...m -~ 7 B B 5

- - J_a'\ﬁ L\JUF\

Sekil 3.6. 28 no’lu hastada D6S473’te normal heterozigot

ER IT= = ERT=] Mene [ -
160 17O 180 190
za00
1200
1200
soo
o
A1nI . fsa 11n3 Mone [ ] [

160 170 180 190

o000
ZO00
.,

Sekil 3.7. 11 no’lu hastada D6S473’te normal homozigot
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5k3 _fsa HleF Hone m ]

1000
200
s00

- WY Y.

Sn3.fsa HSn3 Hone [ ] [

1200
1000

ao00
600
400
200
o

Sekil 3.8. 5 no’lu hastada D6S473’te MSI

21k fsa 2Kz Hone [ ] [}

170 180 190 zo0 210
1200
1000
so0
soo
400 ]\
zo0 er\
: JUAN
Z1n3 fsa None [
190 zo0 210

= M

Sekil 3.9. 21 no’lu hastada D6S473’te MSI

3.4.3. D8S261 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D8S261 124-144 bp biiyiikliiglinde 8.kromozomun 8p23-p21°de lokalizedir.
Kolesteatom hastalarinin 15’1 bilgi vermeyen homozigot (non-informatif), 18 ‘i
normal heterozigottur. 1’inde MSI vardir. Hastalarin  higbirinde LOH

gozlenmemistir. MSI gozlenen hasta edinsel primerdir.

a5Ka.fsa -

RN BV

A5NA4 fsa

T v

Sekil 3.10. 45 no’lu hastada D8S261’de normal heterozigot

37



hawa.tsa 13K4 None [

1z0 130 40 150

|13u4,tsa 1304 None m m

140 150

Sekil 3. 11. 13 no’lu hastada D8S261’de normal homozigot

1949 Isa 14K4 Neme . -
120 (e 40
FL
1800
1100
o0 /b’\ N
. N S
1984 . tsa 1484 M - -

L1 130 140

AN

Sekil 3. 12. 14 no’lu hastada D85261’de MSI

3.4.4. D9S157 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D9S157 133-149 bp biiyiikligiinde 9.kromozomun 9p23-p11°de lokalizedir.
Kolesteatom hastalarinin 8’1 bilgi vermeyen homozigot(non-informatif), 25‘i normal
heterozigottur. 2’inde MSI vardir. Hastalarin higbirinde LOH gdzlenmemistir. MSI

gbzlenen hastalarin ikisi de edinsel sekonderdir.
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18K5 fsa 18K5 None | |.
18N5 fsa 18RS None ’_’._
2000
0 AN
Sekil 3.13. 18 no’lu hastada D9S157°de normal heterozigot
50k5.fsa 50k5 Nene _ [.
120 130
4000
2000
0
50n5.f5a 5005 [Mone . [.
120 120
6000
4000
2000
0
Sekil 3.14. 50 no’lu hastada D9S157°de normal homozigot
“yous 1isa 085 1 Hena H B ]
oo 'IIB [l 'I;iil 140
o0
1208 U‘H
B0
W /‘x)'ﬁkflnlk.) ll_)?\,fll\/'\‘. T
10kans ttsa 1Bkcand t Kone ]
110 10 130 140
: L
'] P J"-J"I"_)I LY,

Sekil 3.15. 16 no’lu hastada D9S157°de MSI
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22 KE fsa 2215 None |- |-

120 130 140

M/W

2ZNS5.fsa Z22ns None [ ] [ ]

120 130 140

Sekil3.16. 22 no’lu hastada D9S157°de MSI

3.4.5. D9S162 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D9S162, 172-196 bp biiyikliginde 9. kromozomun 9p22°de lokalizedir.
Kolesteatom hastalarmin 7’si bilgi vermeyen homozigot (non-informatif), 19‘u
normal heterozigottur. 1’inde MSI vardir. Hastalarin higbinde LOH gozlenmemistir.

MSI gozlenen hastada kolesteatom pirmer edinilmistir.

4GKG T.fsa a4GKE T None [] []
160

4000

- IV R

A6NEG T_fsa AGNG T

=

Sekil 3.17. 40 no’lu hastada D9S162’de normal heterozigot

A0KEB T.fsa aoKe T Hone |- |-
160 170 120 190 200
4000
2000
°
40NG T.fsa aons T Hone ]
160 170 120 100 200

ol

Sekil 3.18. 49 no’lu hastada D9S162°de normal homozigot
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3746 fsa 376 Hone

150 160 170 180 190

2000

37n6.15a 27 n6 None

150 160 170 180 190

Sekil 3.19. 37 no’lu hastada D9S162°de MSI

3.4.6. D15S126 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D15S126, 188-218 bp biiyiikliigiinde 15.kromozomun 15q21°de lokalizedir.

Kolesteatom hastalarmin 2’si bilgi vermeyen homozigot (non-informatif), 18

normal heterozigottur. Hicbir hastada LOH ve MSI gozlenmemistir.

30KO fsa 30K None H B
150 170 130 190 z00 z10

-

Sekil 3.20. 39 no’lu hastada D15S126°da normal heterozigot

41



33K fsa 33K9 None | |

190 200 210
F000
2000
1000
]
3IKAND fza 3IKAND None
190 200 210

4000

2000

Sekil 3.21. 33 no’lu hastada D15S126°de normal homozigot

3.4.7. D15S153 STR Belirleyicisine Ait Bulgular

D15S153, 198-208 bp biiyiikliigiinde 15.kromozomun 15q22.3’te lokalizedir.
Kolesteatom hastalarinin 4’i bilgi vermeyen homozigot (non-informatif), 23°i
normal heterozigottur. Hicbir hastada MSI gozlenmemistir. 1 hastada LOH

gozlenmistir. LOH gozlenen hastada kolesteatom sekonder edinilmistir.

1ZF B _fsa 1ZF e o e

100 200 10
so0]
n__
1FHE _fsa 13FME o e
100 200 10
B0
sool
aco]
ol

Sekil 3.23. 13 no’lu hastada D15S153°te normal heterozigot .
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Z2INB _fsa

ZR 1< None [} [}
z10 220

T None [ ] [ ]
210 220

J\_A_F/\J/k

A0kE t.1za

NEEER

10kanE Lisa

Sekil 3.24. 23 no’lu hastada D15S153’te normal homozigot

1048 ¢ Kaone - H N
i) HI 0
10kand t Kone m
i) 20 0
Fq'.l
f \ o
f.\\ / L,-fll '.\\

Sekil 3.25. 16 no’lu hastada D15S153’te LOH.
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4. TARTISMA

Yanlis yerde gelisen deri olarak kisaca tarif edilen kolesteatom; orta kulak
boslugunda iyilesme, yara siireci ve epidermal ¢ogalma kontroliiniin bozuldugu
hiperproliferatif bir hastaliktir. Cok katli yass1 epitelin orta kulaga nasil geldigi ve
hiperkeratinize olmaya nasil basladig1 yapilan ¢ok sayidaki calismalara ragmen halen

tartismali1 bir konudur.

Kolesteatomun molekiiler biyolojisi ve genetigini aciklamak icin yapilan
caligmalara ragmen kolesteatomun altinda yatan molekiiler mekanizma ozellikle
hiperproliferasyonu tetikleyen mekanizma halen net degildir. Mevcut ¢alismada
kolesteatom tanisi konmus hastalarin genomunu, epitelyal kokenli kanserlerde
yiksek oranda LOH bulunan 7 STR belirleyicisiyle taranarak kolesteatomun

genomik ag¢idan stabil olup olmadig1 gosterilmistir.

Literatiirdeki kolesteatomya dair ¢alismalar1 kabaca {i¢ kisma ayirabiliriz.
Birincisi molekiiler biyolojisine dair olup belli molekiillerin ekspresyonuna ait pek
¢ok calisma mevcuttur. Ikincisi genomu tarama seklinde yapilan daha gross
calismalar olup bunlar kisithdir ve bizim c¢alismamiz da bu kisimda
degerlendirilebilir. Ugiinciisii ise hiicre kiiltiiriiyle baglantili ¢alismalar olup bunlar

da az sayidadir.

Ornegin normal deriye kiyasla yiiksek oranda EGFR eksprese edildigi (Bujia
ve ark 1996), 4F2 antijeninin yiiksek bulundugu (Sudhoff ve ark 2000), IFNyR’nin
matrikste asir1 salindigi (Ottaviani ve ark 1999) gosterilmis ve bunlarin hiicre
hiperproliferasyonuna sebep oldugu bildirilmistir. Kolesteatomda EGFR’nin yani
sira IL-1, TGFa, KGF (Keratinosit Growt Factor) gibi biiylime hormonlarinin da
yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur (Ishibashi ve ark 1997, Yetiser ve ark
2002). Ayrica normal deriye kiyasla kolesteatomda Involukrin, galektin3, Erb-2, Bcl-
xl, fas/APO-1, c-myc gibi proteinlerin yiiksek oranda bulundugunu goéstermislerdir
(Sudhoff ve ark 1997, Kojima ve ark 1999, Park 1999, Sheikholeslam-Zadeh ve ark
2001, Sakamoto ve ark 2004). Bunlarin ise yiiksek proliferativite, apoptozis ve hiicre

proliferasyonu, antiapoptotik gibi etkilerle iligkili oldugu bildirilmistir.

Literatiirdeki kolesteatom genom taramasina dair yapilan calismalarda ise

hastaligin genetik agidan stabil olup olmadigi ve neoplazma olarak tanimlanip
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tanimlanamayacagi konusunda celiskiler vardir. 1991°de Bollmann ve arkadaslarinin
yaptig1r calismada 13 hastanin 9’unda interaktif sitometri yOntemiyle DNA
anoploidisi tespit ederek bunu, genomun kararsizligi hatta bir neoplazma olarak
degerlendirmislerdir (Bollmann ve ark 1991). Baska bir ¢alismada ise kolesteatom
olgularinda trizomi 7 bulunmus ve bunun hastalifin proliferativitesiyle iliskili
oldugunu 6ngoérmiislerdir (Lavezzi ve ark 1998). 2008’de Escedi ve arkadaglarinin
yaptigi calismada ise kromozomal dengesizlik tespit etmislerdir. 7,8 ve 17.
kromozomlardaki andploidinin artmus proliferasyonla iliskili olabilecegini
bildirmiglerdir. (Ecsedi ve ark 2008). Bu sonuglar, 6 hastanin farkli bolgelerinde
LOH ya da MSI seklinde genomik kararsizlik tespit ettigimiz bizim c¢alismamizin
sonuclartyla uyumluluk gostermektedir. Ancak bu, 1997°deki bir c¢alismanin
sonucuyla ¢elismektedir. Flow sitometriyle DNA icerigine bakilan 11 Ornektee
sadece 1 anoploidi bulunmus ve bundan dolay1 kolesteatomun genetik a¢idan kararli
oldugu ve bir neoplazma olamayacagi seklinde yorumlamiglardir (Desloge RB ve ark
1997). 2003 ve 2006 yillarinda yapilan iki ¢alisma ise mikroarray temelli olup
kolestetaomun gen ekspresyon profilini ¢izmekte; hastaligi herhangi bir sekilde

tanimlamamaktadir (Tokuriki ve ark 2003, Kwon ve ark 2006).

Literatiirde hiicre kiiltiiriine dair ¢alismalar ¢ok azdir. Ilk kolesteatom hiicre
kiiltiiri 1983°te yapilmis ve kolesteatom keratinositlerini elde etmislerdir (Proops ve
Parkinson 1983). Prasier ve ark ozellikle kolesteatomun agresif karakterinin sebebi
olarak keratinosit, inflamatuar hiicreler ve fibroblast hiicre gruplarindan biri veya
daha fazlasinin biyolojisinde temel degisimlerin olabilecegini Onermislerdir.
Bunlardan da fibroblastlarin  kiiltiiriinii  yaparak bunlarin invazif karakter
kazandiklarmi ve biliylime kontroliinii kaybettiklerini belirtmislerdir (Parisier ve ark
1993). Baska bir calismada ise kolesteatom keratinositlerini izole ederek TNFa
uyarisiyla saglikli ve farklilasmis keratinositlerin farkini ortaya koymak igin IL-8
ekspresyon farkliligini incelemislerdir. Kolesteatom keratinositlerinin farklilagmis
fenotiplerini bir neoplazma degil, yalnizca bir hiicre transformasyonu olarak
yorumlayarak digerlerinden farkli bir degerlendirme yapmiglardir (Hilton ve ark
2010). Diger bir calismada ise kolesteatomlardan fibroblastlar1 izole ederek bu
hiicrelerde gen ekspresyon analizi yapmislardir (Yoshikawa 2006). Albino ve ark ise
kolesteatom patogenezinden mast hiicrelerini sorumlu tutmaktadir (Albino ve ark

1998). Mevcut ¢alismamizda ise sorumlu tutulan tiim hiicreleri bir arada analiz eden
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bir yontem kullanilmigtir. Kolestetaom bilesimindeki hiicreleri ayr1 ayri izole ederek
calismak daha dogru sonuca ulagtirabilecektir. Bunun i¢in bu ¢alismada da primer
hiicre kiiltiirii ile keratinosit hiicreleri elde edilmistir. Ancak ¢alismanin primer amaci
LOH analizi olmasi nedeniyle her bir vakadan yeterli doku Ornegi temin
edilemediginden kiiltiir iizerinde yeterince yogunlasilamadi. Bununla beraber
patolojik doku ve hiicre temelli ileriki ¢aligmalar i¢in primer hiicre kiiltiiriinden izole
edilen keratinosit hiicre kiiltiirii devam etmektedir.

Mevcut ¢alismamizla literatiirde ilk defa kolesteatomda LOH analiziyle
belirli bolgelerde genom taranmistir. LOH, genetigi bilinmeyen hastaliklarda
ozellikle kanserde ¢ok sik kullanilan bir metod olmasina ragmen kolesteatomda daha
once hi¢ c¢alisitlmamistir. Bu ¢alismada kullanilan STR belirleyicileri farkli epitel
kokenli kanserlerde calisilan ve yliksek oranda heterozigotluk kaybi tespit edilmis
belirleyicilerdir.

Larinks Skuamoz hiicreli Kanserinde yapilan LOH analizinde D8S261’in
LOH oran1 %54,5 olup bu bolgenin yakinlarinda timor siipresér gen
bulunabilecegini ve preinvazif fazdan invazif karsinomaya gegiste katkida
bulunacagimi 6ngérmiislerdir (Yoo ve ark 2004). Bizim ¢alismamizda ise bu bolgede

1 hastada MSI goriilmiis, LOH goriilmemistir.

HLA kompleksi 6p21.3’te lokalizedir ve bu bdlgenin heterozigotluk kaybi
timor hiicrelerinin immiin kagigina sebep olmaktadir. Bu bolgelerin analizi igin
D6S273 ve D6S473 STR belirleyicileri kullanilmistir. Ayrica D15S126 ve D15S153
STR belirleyicileri de p2m genini (beta-2 mikroglobulin) ¢evrelemektedir ve f2m
ile HLA sinif 1 ekspresyonuyla iligkili bulunmustur. Bu bolgelerin alelik kayb1 basta
bas boyun kanserleri olmak tizere pek ¢ok kanserde yiiksek bulunmustur. Kolorektal
ve mesane kanserlerinde en yiiksek; bobrek kanserinde ise nisbeten diisiik LOH
frekansi bildirilmistir (Maleno ve ark 2011). Bizim g¢alismamizda ise D6S273 ve
D6S473 belirleyicilerinde hicbir kolestetaom hastasinda LOH goézlenmezken; 2
hastada MSI gozlenmistir. 1 hastada ise D15S153’te LOH go6zlenmistir.

Bas boyun skuamoz hiicreli kanserlerde 9p21 bolgesinin kaybinin hastaligin
relaps riskiyle iliskili olabilecegi bildirilmistir (Graveland ve ark 2012). Ve bu
bolgede CDKNZ2A adli hiicre dongiisiinde negatif diizenleyici gen lokalizedir.
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Kolestetaom niiks gosteren epitelyal kokenli bir hastaliktir. Calismamizda bu
bolgeleri kapsayan D9S157 ve D9S162 STR belirleyici kullanilmistir. D9S157°de 2
hastada, D9S162’de ise 1 hastada MSI gozlenmistir. Bu hastada ise bir niiks

bildirilmemistir.

Bu caligmalarda kismi LOH olarak kabul edilen normal allele kiyasla bir
alleldeki azalmis yogunlugun asil sebebinin tiimor dokusunun, normal stromayla
kontamine olabilecegi vurgusu yapilmaktadir (Field ve ark 1995). Ayrica PCR
temelli tekniklerin alellik duplikasyonla (MSI), disiik dereceli amplifikasyonu
(LOH) yeterince ayiramadigi sebep gosterilmistir (Ah-See ve ark 1994). Ancak
giiniimiizde bu ayrimi belirgin yapan sistemler vardir. Hiicre kiiltiiriiyle
kolestetaomun patolojisinden sorumlu tutulan hiicrelerin eldesiyle daha saglikli
sonugclar elde edilecektir.

Yapilan bir ¢alismada Ki-67 ekspresyonunun ¢ocuk kolesteatomlarinda daha
fazla oldugu ve cocuklarda kolesteatomun daha agresif seyretmesinde rol aldig
bildirilmistir (Hildman ve ark 1999). Bu sonug¢ bizim hasta bulgularimizla
uyumludur. Olgularn iginde tek niiks gosteren 5 yasindaki hastada D6S273 adli STR
belirleyicide MSI goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak elde edilen veriler kolestetaomun patogenezinde alelik
duplikasyonlarin ve alellik kayiplarin 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha
once kolesteatomda bu tarz ¢alismanin olmamasi eldeki verileri literatiirdeki verilerle
kiyaslamay1 zorlagtirmaktadir. Bu nedenle bu veriler, daha kapsamli caligmalara
onciilik edecektir. Daha kapsamli ¢alismalar, kolestetaomun patogenezinin

aydnlatilmasina yon verecektir.

47



5. SONUC VE ONERILER

Kolesteatom patogenezinde neyin etkili oldugunun belirlenmesi i¢in mevcut
calisma yapilmistir. Kolesteatom hastalarinda STR belirleyicileriyle genomda LOH
taranmustir; 1 hastanin bir bolgesinde (D15S153) LOH tespit edilmistir. Bununla
beraber 6 hastada baz1 bolgelerde MSI'ye de rastlanmistir. MSI gdzlenen
belirleyiciler D6S273, D6S473, D8S261, D9S157, D9S162 “dir.

Genomu daha genis capta tarayacak STR belirleyicileriyle de kolesteatomun
genomik instabilitesi hakkinda daha fazla veri elde edilmesi miimkiin olacaktir. Bu
veriler 1s18inda allelik kayip ya da kazanmim olan bolgelere yogunlasarak bu
bolgelerdeki genlerin kolesteatom patogenezinde iliskisi g¢alisilabilir. Ayrica bu,
hastaligin gelisim yolaklarinin anlasilmasina da katki saglayacaktir. Kromozomal ya

da molekiiler diizeyde genetik belirleyiciler de tanimlanabilir.

Kolesteatomda hiicre kiiltiirii  ¢alismalarina  yogunlagarak hastaligin
patogenezinden asil sorumlu oldugu diisiiniilen hiicre gruplari izole edilerek yapilan
calismalar daha saglikli olacaktir. Kolestetaomun temel bilesenleri olan fibroblast,
keratinositler, mast hiicrelerinin bir ya da daha fazlasinin hastaliktan sorumlu oldugu
diistiniilirse bu hiicrelerin  kiiltiirlerinin eldesiyle patogenezinde yeni ufuklar

agilacaktir.
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Kolesteatom, olmamasi gereken yerde bulunan ve hatta yanlis yerde gelisen deriye ait yassi
epitel dokusudur. Kolesteatomlar invaziv 6zellikte lokal olarak yikici ve ameliyat sonrasi niiks orant
yiiksek deri lezyonlaridir. Cok katli yassi epitelin orta kulaga nasil geldigi ve hiperkeratinize olmaya
nasil basladig1 yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalara ragmen halen tartismali bir konudur.

Genetik temeli bilinmeyen hastaliklarin ortaya konmasi i¢in genom boyu taramalarda LOH
analizinin 6nemli bir rolii vardir. LOH, her bir kromozomun koluna 6zgii polimorfik genetik
belirleyicilerle tiimorlerin alleltiplendirmesi ile analiz edilebilir. LOH analizi i¢in mikrosatellit
belirleyiciler kullanilmaktadir. Mikrosatellitlerin belirli bir tiir igerisinde polimorf olmalar1 ve temelde
benzer olmasina ragmen bireyden bireye kiigiik farkliliklar igermeleri molekiiler genetik alaninda
marker olarak kullanilmalarint uygun hale getirmektedir.

Bu ¢aligmada genetik temeli bilinmeyen kolesteatomun genomik instabilitesinin arastirilmasi
icin LOH analizi ad1 altinda 39 kolestetaom tanis1 konmus hastanin 7 STR belirleyicisiyle (D6S273,
D6S473,D8S5261, D9S157, D9S162, D15S126, D15S153 isimli STR belirleyiciler) genomdaki bu
bolgeler incelenerek kapiller elektroforeziyle fragment analizi yapilmistir. Calismada kullanilan
belirleyiciler, kolesteatom epitelyal kokenli bir hastalik oldugu i¢in epitelyal kokenli kanserlerde LOH
orani yiiksek ¢ikmis galigsmalar referans alinarak segilmistir. 1 hastanin 1 bélgesinde (D15S153) LOH
tespit edilmistir. Bununla beraber 6 hastada bazi bolgelerde MSI’ye de rastlanmistir. MSI gozlenen
belirleyiciler D6S273, D6S473,D8S261, D9S157,D9S162 “dir. Kolesteatomda LOH analizi ilk defa
bu ¢alismayla yapilmig olup hastaligin patogenezinin tanimlanmasina ve molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasina katkida bulunacag diistinilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: fragment analizi; kolesteatom; LOH (Heterozigotluk kaybi);
mikrosatellit; STR (kisa ardigik tekrarlar).
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7. SUMMARY

Investigation of genomic instability in cholestetaoma patients

Cholesteatoma, squamous epithelium of the skin tissue, has been existed and also developed
in the wrong place. They are locally invasive and destructive skin lesions which have high rate of
recurrence after surgery. How squamous epithelium comes to middle ear and starts to hiperkeratinize
is still controversial issue despite numerous studies.

To establish the genetic basis of unknown diseases, LOH analysis has an important role in
genome-wide screening. LOH can be analyzed by allelotype of tumours via each arm of a
chromosome-specific polymorphic genetic markers. Microsatellite markers are used for LOH analysis.
Microsatellites are polymorphic in a certain type and basically similar although they contain small
differences among individuals in the field of molecular genetic that makes them appropriate to use as
genetic markers.

In this study to investigate the genetic instability of the unknown genetic basis of
cholesteatoma, capillary electrophoresis fragment analysis also called LOH analysis was performed by
examining these loci in the genome. Markers used in this study, because cholesteatoma is a disease of
epithelial origin, were selected by reference of a high percentage of LOH in cancers of epithelial
origin to work out. We found one LOH region (D15S153) in only one patient. In addition to LOH,
microsatellite instability was observed in 6 out of 39 cases in some regions resulting in increased size
of one allele. These markers of observed MSI regions are D6S273, D6S473, D8S261, D9S157,
D9S162. To our knowledge, this is the first study assembling a genome-wide LOH analyse of
cholesteatoma that is thought to contribute to the identification of pathogenesis and the clarification of
molecular mechanism of the disease.

Key Words: cholesteatoma; fragment analyse; LOH (loss of heterozygosity); microsatellit;
STR (short tandem repeat).
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9. EKLER

EK-A

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SELCUKLU TIP FAKULTESH
KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURUL KARARLARI

Toplant: Sayisi: 03 Toplant Tarihi : 26.04.2011

Karar Savesi 2011-25 Seluklu Tip Fakiiliesi Tibbi Genetik Anabilim Dah Opretim Uyesi
Prof.Dr Hasan ACAR’in, proje yiiriitileiliginn yaptifs “Kolestoatomlu hastalarda genomik instabilitenin
aragtirilmas:” baghkh arastrmasimn defierlendirilme talebi ile ilgili 22.04.2011 tarihli dilekgesi ve ekled
ghrigilda,

Yapilan inceleme ve goriigmelerden sonra: Selguklu Tip Fakilltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Opretim Uyesi Prof.Dr. Hasan ACAR'm, “Genetik temeli bilinmeyen kolesteatomdali genetik insabilitenin
gbstergesi olan LOH'un analizi ile genomdaki farkl balgeleri incelemeyi amaglamak™ temel amagh olan
“Kolestoatomlu hastalarda genomik instabilitenin araghnlmas” baglkh arastirmasimin uygun olduguna oy
birligi ile karar verildi. .
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