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Amaç: Kolesteatom tedavisinde uygun cerrahi tekniklere
ra¤men nüks izlenmesi günümüzde hala bir sorundur. Bu
çal›flmada, tekrarlayan kolesteatomlarda Ki-67 ekspres-
yonunun düzeyi araflt›r›ld›.
Hastalar ve Yöntemler: Çal›flmaya, otitis media nede-
niyle ameliyat edilen 32 hasta (18 erkek, 14 kad›n; ort
yafl 34; da¤›l›m 12-63) al›nd›. Olgular›n 19’u kolesteato-
mlu, sekizi tekrarlayan kolesteatomlu kronik otitis media
nedeniyle ameliyat edildi. Kronik otitis media nedeniyle
timpanoplasti yap›lan befl hasta ise kontrol grubu olarak
ayr›ld›. Kolesteatomlu hastalar›n hepsine radikal masto-
idektomi yap›ld›. Ameliyat s›ras›nda kolesteatom doku-
sundan al›nan parçalar immünohistokimyasal boyama
ifllemi için haz›rland›. Kontrol grubunda retroauriküler
deri örnekleri kullan›ld›. Ki-67 belirteci kullan›larak, ko-
lesteatomlu iki hasta grubu karfl›laflt›r›ld›.
Bulgular: Kontrol grubuna göre, kolesteatomlu her iki
grupta hücresel proliferasyonda art›fl saptand›. Ki-67 bo-
yanma yüzdeleri aç›s›ndan, kolesteatomlu iki grup ara-
s›nda anlaml› farkl›l›k bulunmad› (p>0.05). Kolesteatomlu
grupta Ki-67 de¤erleri kontrol grubuna göre anlaml› dü-
zeyde yüksek bulunurken (p<0.05), bu anlaml› farkl›l›k
tekrarlayan kolesteatomlu grup ile kontrol grubu aras›nda
ileri derecedeydi (p<0.01).
Sonuçlar: Bulgular›m›z, tekrarlayan kolesteatomda
proliferasyon art›fl› belirgin olmas›na ra¤men, koleste-
atom tedavi baflar›s›zl›¤›n›n daha çok cerrahi tekni¤e,
enfeksiyon varl›¤›na ve kolesteatom tipine ba¤l› olabi-
lece¤ini ortaya koymaktad›r.

Anahtar Sözcükler: Kolesteatom, orta kulak; Ki-67 antijeni;
immünohistokimya.

Objectives: Recurrences are still a challenge despite
appropriate techniques in cholesteatoma surgery. This
study was designed to evaluate the level of Ki-67 expres-
sion in recurrent cases of cholesteatoma.
Patients and Methods: The study included 32 patients
(18 males, 14 females; mean age 34 years; range 12 to 63
years) who underwent surgery for otitis media. Of these,
19 patients had cholesteatoma, and eight patients had
recurrent cholesteatoma. Five patients who underwent
tympanoplasty for chronic otitis media comprised the con-
trol group. All the patients with cholesteatoma underwent
radical mastoidectomy. At surgery, tissue samples of
cholesteatoma were taken and prepared for immunohisto-
chemical staining. In controls, retroauricular skin samples
were used. The two patient groups with cholesteatoma
were compared with respect to Ki-67 expression.
Results: Increased cellular proliferation was detected
in both groups of cholesteatoma. No significant differ-
ence was found between two cholesteatoma groups
with respect to Ki-67 staining (p>0.05). Compared to
the controls, patients with cholesteatoma and those
with recurrent cholesteatoma had significantly higher
levels of Ki-67 staining (p<0.05 and p<0.01, respec-
tively).
Conclusion: Our results suggest that, despite a higher
degree of proliferation in recurrent cholesteatoma cases,
treatment failures may be mainly associated with the sur-
gical technique, accompanying infections, and the type of
cholesteatoma.

Key Words: Cholesteatoma middle ear; Ki-67 antigen;
immunohistochemistry.
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Kolesteatom, temporal kemikte s›k olarak rast-
lanan orta kulak hastal›¤›d›r. Kolesteatom epiteli,
keratinosit disregülasyonu ile karakterize olup, afl›r›
büyüme göstermesi sonucunda orta kulak mukoza-
s›nda harabiyetle sonuçlanan bir patolojidir. Histo-
patolojik olarak benign olmas›na ra¤men, klinik ola-
rak destrüktiftir. Orta kulak kolesteatomunun pato-
genezinde, epitelyal hücre migrasyonu, proliferas-
yonu ve diferansiasyonu rol oynamaktadır.[1]

Ki-67 ço¤alan hücrelerde görülen bir çekirdek
proteinidir. Esas olarak G1, S, M ve G2 faz›nda görü-
lür. G0 faz›nda yoktur. Hücre proliferasyonunun
morfolojik özelliklerini iyi bir flekilde gösteren pro-
tein olup, mitotik indeks ve tümör derecelendirme-
sinde s›kl›kla kullan›l›r.[2]

Ki-67 proteini ilk defa Gerdes ve ark.[3] taraf›n-
dan, kobay› Hodgkin lenfoma hücreleri ile immü-
nize etmeleri sonucu, 1983 y›l›nda tarif edilmifltir.
Bu protein ço¤alan bütün hücrelerde izlenmifltir.
‹ncelenen hücrelerde ço¤alma gösteren bölümü
araflt›rmada kullan›lan önemli bir belirteç haline
gelmifltir.

‹nsan Ki-67 proteinine karfl› antikorlar›n mikro-
enjeksiyonu sonras›nda hücre bölünmesinde azalma
oldu¤u görülmüfl, bu bulguya göre Ki-67’nin hücre
proliferasyonunda önemli rol oynadı¤ı sonucuna
varılmıfltır.[4]

Kolesteatom cerrahi olarak tedavi edilmesine
ra¤men, tekrarlama özelli¤i göstermesi nedeniyle
klinik aç›dan günümüzde hala bir sorundur. Konuy-
la ilgili yap›lan çal›flmalarda çeflitli immünolojik pa-
rametrelere bak›larak kolesteatom biyomekani¤i
hakk›nda bilgi edinilmeye çal›fl›lm›flt›r.

Çal›flmam›zda, kolesteatomlu otitis media nede-
niyle ameliyat edilen hastalardan ameliyat öncesin-
de al›nan kolesteatom örneklerinde mitotik aktivite
araflt›r›larak, Ki-67 belirteci aç›s›ndan nüks geliflen
ve geliflmeyen olgular karfl›laflt›r›ld›.

HASTALAR VE YÖNTEMLER

Çal›flmaya, Ocak 2000-Ocak 2004 tarihleri aras›n-
da otitis media nedeniyle ameliyat edilen 32 hasta
(18 erkek, 14 kad›n; ort yafl 34; da¤›l›m 12-63) al›nd›.

Olgular›n 19’u kolesteatomlu, sekizi tekrarlayan
kolesteatomlu kronik otitis media nedeniyle ameli-
yat edildi. Kronik otitis media nedeniyle timpanop-
lasti yap›lan befl hasta ise kontrol grubu olarak ay-
r›ld›. 

Kolesteatomlu hastalarda sinüs timpani, epitim-
panum, fasiyal reses ve antrum tutulumu vard›.
Tüm olgulara radikal mastoidektomi yap›ld›. Yass›
epitelin yerleflti¤i tüm mastoid hücreler, epitimpan-
um, sinüs timpani temizlendi; stapesin intakt ve
fonksiyonel oldu¤u 14 olgu d›fl›nda tüm kemikçik-
lerde harabiyet ve nekroz vard›.

Ameliyatlar ayn› cerrahi ekip taraf›ndan yap›ld› ve
takip edildi. Attikte s›n›rl› olgular ve kapal› teknik uy-
gulanan veya baflka hastanelerde yap›lan ameliyattan
sonra nüks geliflen hastalar çal›flma d›fl› b›rak›ld›.

Hastalar ameliyat sonras› 7, 10, 15. günler, 1. ay,
ve 3. aydaki kontrollerden sonra alt› ayl›k aral›klar-
la takip edildi.

Ameliyat s›ras›nda kolesteatom dokusundan
parçalar al›n›p formolle fikse edilerek patoloji bölü-
müne gönderildi. Kontrol grubu olarak timpanop-
lasti ameliyat› olan hastalardan retroauriküler deri
örnekleri al›nd›.

‹mmünhistokimyasal boyama

Çal›flmaya al›nan olgularda Ki-67 ekspresyonunu
belirlemek amac›yla, parafin bloklardan 5 mikromet-
re kal›nl›¤›nda haz›rlanan kesitler ‘Poly- L-Lysine’li
lamlara al›nd›. Ki-67 (SP6) (Neomarkers, ABD) için,
kullan›ma haz›r tavflan monoklonal antikoru ile im-
münohistokimyasal boyama ifllemi uyguland›.

Etüvde bütün gece 37 derecede b›rak›lan kesitler,
ertesi gün 60 derecede 60 dakika bekletildi. Depara-
finizasyon amac›yla kesitler üç kez, befler dakika
ksilende ve iki kez, onar dakika absolü alkolde bek-
letildi. Rehidratasyon için bir dakika distile suda
bekletildi. Distile su ile 1/10 oran›nda suland›r›lan
antijen retrieval solüsyonu (sitrat buffer), önce mik-
rodalgada 750 watt’ta iki dakika, sonra 350 watt’ta
30 saniye bekletildi. Daha sonra 15 dakika boyunca
befler saniye aralarla 160 watt’ta 30 saniye bekletildi.
Mikrodalgadan ç›kar›lan kesitler oda s›cakl›¤›nda
yirmi dakika tutulduktan sonra distile su ile y›kan-
d›. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek
için, %3’lük hidrojen peroksit ile 20 dakika inkübe
edildi.

Kesitler distile su ile iki kez birer dakika y›kan-
d›. Ki-67 monoklonal antikoru ile oda s›cakl›¤›nda
90 dakika inkübe edildi. PBS (phosphate-buffered
saline) ile üç kez befler dakika y›kand›ktan sonra,
HRP AEC yöntemi ile rutin boyama ifllemi tamam-
land›.
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‹mmünhistokimyasal de¤erlendirme

Ki-67 boyanma paterni de¤erlendirilirken, Bujia
ve ark.n›n[5] yöntemi esas al›nd›. De¤erlendirmeye
al›nan lamlar üzerinde 400 yüksek büyütme alan›n-
da 150 ile 500 hücre say›ld›. Ki-67 nükleer boyanma
gösteren hücrelerin say›s›n›n, toplam hücre say›s›na
oran› yüzde olarak hesapland›.

‹statistiksel de¤erlendirme

‹statistiksel analizler için SPSS for Windows 10.0
program› kullan›ld›. Çal›flma verileri de¤erlendiri-
lirken, tan›mlay›c› istatistiksel yöntemlerin (ortala-
ma, standart sapma) yan› s›ra, niceliksel verilerin
karfl›laflt›r›lmas›nda Kruskal-Wallis testi ve Mann-
Whitney U-testi kullan›ld›. Niteliksel verilerin karfl›-
laflt›r›lmas›nda ise ki-kare testi ve Fisher kesin ki-ka-
re testi kullan›ld›. Sonuçlar %95’lik güven aral›¤›n-
da, anlaml›l›k p<0.05 düzeyinde de¤erlendirildi.

BULGULAR

Kontrol grubuyla karfl›laflt›r›ld›¤›nda, koleste-
atomlu her iki grupta hücresel proliferasyonda art›fl
saptand› (fiekil 1).

Kolesteatomlu, tekrarlayan kolesteatomlu ve sa-
dece kronik otitis medial› hasta gruplar›nda Ki-67
boyanma yüzdeleri Tablo I’de gösterildi. Ki-67 bo-
yanma yüzdeleri aç›s›ndan, kolesteatomlu iki grup
aras›nda anlaml› farkl›l›k bulunmazken (p>0.05),
kolesteatomlu gruplar ile kontrol grubu aras›nda
anlaml› farkl›l›k vard›. Kolesteatomlu grupta Ki-67
de¤erleri kontrol grubuna göre anlaml› düzeyde
yüksek bulunurken (p<0.05), bu anlaml› farkl›l›k
tekrarlayan kolesteatomlu grup ile kontrol grubu
aras›nda ileri derecedeydi (p<0.01).

TARTIfiMA

Kolesteatom, hiperproliferatif epitelin keratin ile
birlikte progresif olarak birikimiyle karakterize, be-

nign olmas›na ra¤men y›k›c› zararlara yol açan bir
orta kulak patolojisidir.[4] Keratinositlerin büyümesi,
kontrollü hücre proliferasyonu ve programlanm›fl
hücre ölümünün birlikteli¤i sayesinde meydana ge-
lir. Bununla beraber kolesteatomda bu sürecin den-
geli birlikteli¤i bozulmufltur. Daha önceki çal›flma-
larda kolesteatom epitelindeki proliferasyon göste-
ren hücrelerin da¤›n›k halde olduklar› ve proliferas-
yon belirteç düzeylerinin artm›fl oldu¤u gösterilmifl-
tir.[6,7]

Kolesteatomda, büyüme, sa¤lıklı dokuya invaz-
yon, migrasyon, agresiflik ve düzenli olmayan fark-
lılaflma bafllıca klinik-histopatolojik özellikler olarak
görülebilir.

Histopatogenezi hala tam olarak anlafl›lamam›fl
olan kolesteatom otolarengolojide hala önemli bir
sorundur. Oluflumu konusunda çeflitli teoriler orta-
ya at›lmas›na ra¤men tam olarak anlafl›lm›fl de¤ildir.
Konuyla ilgili yap›lan araflt›rmalarda çeflitli faktör-
ler üzerinde durulmufltur. Enflamatuvar parametre-
ler için interlökinler, büyüme faktörleri (TGF-alfa,
EGF, vb.); mitotik faktörler olarak Ki-67 (MIB1),
PCNA, p27/Kip1, p21, p53, aktif caspase 3, kollajen
4; epitelyal belirteç olarak filaggrin, sirokeratin, Ber-
Ep4, EMA araflt›r›lm›flt›r.[2,8-10] Sarkolektin, kalsisiklin,
›s› flok proteinleri, fas/APO1 protein gibi moleküler

TABLO I

GRUPLARIN Ki-67 BOYANMA ORANLARINA GÖRE

KARfiILAfiTIRILMASI

Ki-67 boyanma yüzdeleri

Gruplar Medyan Ort±SS

Normal kolesteatom (1) 17.98 19.71±13.20

Tekrarlayan kolesteatom (2) 11.89 24.64±21.41

Kontrol grubu (3) 4.30 4.67±1.30

Grup 1 ve 2 için p= 0.735; grup 1 ve 3 için p=0.011; grup 2 ve 3 için p=0.007.

fiekil 1. Ki-67 nükleer boyanma gösteren hücreler (Ki-67 x 400).
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düzeyde oluflan de¤iflimler ve bunlar›n etkileri ko-
lesteatomda araflt›r›lm›flt›r.[11-13]

Dokudaki atipik hücre miktar› ve bu hücrelerin
da¤›l›m fleklinin (homojen-heterojen), kalsisiklin
oran›n›n tekrarlayan kolesteatomu, normal koleste-
atomdan ay›rmada kullan›labilece¤i bildirilmifltir.[11]

Kalsisiklinin hücre siklus kontrolünde önemli yeri
vard›r. G1 faz›nda sentezlenir.[11] Bir çal›flmada kalsi-
siklinin artt›¤› durumlarda apopitozun ve prolife-
rasyonun azald›¤› saptanm›flt›r.[12] Tekrarlayan olgu-
larda kalsisiklin düzeyinde azalma, apopitotik hüc-
re say›s›nda art›fl ve bu hücrelerin homojen da¤›l›m›
izlenmifltir.

Makrofaj migrasyon inhibe edici faktör (MIF)
proenflamatuvar ajan olup, enflamasyon sahas›n-
da makrofajlar›n antimikrobiyal aktivitelerini ço-
¤altarak bakteriyel ve viral enfeksiyonlar›n enfla-
masyon sahas›nda tutulmas›n› sa¤lar. Makrofaj
migrasyon inhibe edici faktör tekrarlayan koleste-
atomda anlaml› derecede daha yüksek oranda sap-
tanm›flt›r.[14]

Monoklonal antikor olan Ki-67, ço¤alan hücreler-
de görülen bir çekirdek proteinidir. Esas olarak G1,
S, M ve G2 faz›nda nükleer antijen ekspresyonu ile
büyüme gösteren hücre fraksiyonunu gösterir. Bu-
nunla beraber G0 faz›nda yoktur. ‹nterfaz s›ras›nda
antijen çekirdek içinde saptan›r, mitoz safhas›nda
iken proteinin ço¤u kromozomlar›n yüzeyinde tafl›-
n›rlar.[4] Ki-67 antikoru ço¤alan hücrelerin saptanma-
s›nda kullan›lan bir belirteçtir. Hücre proliferasyo-
nunun morfolojik özelliklerini iyi flekilde gösteren
bir protein olup, mitotik indeks ve tümör derecelen-
dirmesinde s›kl›kla kullan›l›r. Ki-67 ekspresyonu
proliferatif aktiviteyi ölçen iyi bir göstergedir. Çeflit-
li çal›flmalarda Ki-67 ekspresyonu ile proliferasyon
indeksi kullan›larak baflka aktivitelerdeki proliferas-
yonla karfl›laflt›r›lm›flt›r.[15,16] Ki-67’nin hücre prolife-
rasyonunda RNA-ba¤lant›l› bir rolü oldu¤u belirtil-
mifltir.[17] Büyümekte olan hücrelerin sadece küçük
bir k›sm› mitozda ya da S faz›nda oldu¤undan, S fa-
z›ndaki hücrelerin bulunmas› araflt›r›lan doku örne-
¤inin büyüme aktivitesine karfl›l›k gelir. Bu antikor,
normal ve neoplastik hücrelerdeki büyüme oranlar›-
n›n h›zl› ve kolay yolla de¤erlendirilmesini sa¤lar.[18]

Choufani ve ark.[11] taraf›ndan proliferasyon be-
lirteçi olarak bak›lan Ki-67 düzeyi aç›s›ndan normal
ve tekrarlayan kolesteatomlu olgular aras›nda fark-
l›l›k saptanmam›flt›r. Çal›flmam›zda da benzer sonuç
elde edilmifl, Ki-67 indeks oranlar› aç›s›ndan iki ko-

lesteatom grubu aras›nda anlaml› fark saptanma-
m›flt›r.

Uygulanan cerrahi teknikler kolesteatomda nüks
gözlenmesi aç›s›ndan daha önemli yer tutmaktad›r.
Kapal› tekniklerde nüks oran› aç›k tekniklere göre
daha yüksek oranda izlenmektedir.[19]

Sonuç olarak, kolesteatomun proliferasyon in-
deksini ölçmede kullan›lan Ki-67 antikorlar›, koles-
teatomun agresifli¤ini saptamada iyi bir yöntem
olabilir. Ki-67 immün boyama kolesteatomun hücre
kinetiklerini de¤erlendirmede yararl› bir araçt›r.
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