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MENTOR: Prof. dr sc. med. Slobodan Spremo, redovni profesor, Medicinski fakultet,

Univerzitet u Banjoj Luci

ZNACAJ EKSPRESIJE MEDIJATORA INFLAMACIJE
KOD HOLESTEATOMA SREDNJEG UHA

REZIME:

Uvod: Glavnu karakteristiku holesteatoma srednjeg uha ¢ini progresivni rast s destrukcijom
okolnih kostanih struktura i potencijalnim nastankom po zivot opasnih komplikacija. Cilj
istrazivanja je bio da se ispitaju i uporede nivoi ekspresije faktora nekroze tumora-alfa (TNF-a),
interleukina-1 (IL-1) i matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) u ¢elijama perimatriksa ste¢enog
holesteatoma i inflamirane sluznice srednjeg uha. Takode su ispitani nivoi ekspresije pomenutih
imunohistohemijskih pokazatelja s odredenim mikromorfoloskim i klinickim parametrima.
Metode: Istrazivanje predstavlja retrospektivno-prospektivnu studiju, kojom je obuhvaceno
178 ispitanika oba pola, operativno tretiranih zbog hronicne upale srednjeg uha tokom
petogodiSnjeg perioda. Ispitanici su kategorisani u dvije grupe na osnovu prisustva ili odsustva
steCenog holesteatoma srednjeg uha: 97 (eksperimentalna) i 81 (kontrolna). Uzorci
perimatriksa holesteatoma (n=97) i inflamirane sluznice srednjeg uha (n=81) su
intraoperativno uzeti od ispitanika tokom mikrohirurSke procedure. Nivoi ekspresije receptora
faktora nekroze tumora-alfa 2 (TNF-R2), IL-1 i MMP-9 su ispitani imunohistohemijskom
analizom intraoperativno dobijenih tkivnih uzoraka.

Rezultati: Visokopozitivna ekspresija TNF-R2 i MMP-9 pokazuje statisticki znacajno veéu
ucestalost u c¢elijama perimatriksa steCenog holesteatoma u odnosu na kontrolno tkivo
inflamirane sluznice srednjeg uha gdje je visoko pozitivna ekspresija IL-1 statisticki znac¢ajno
ucestalija. Visokopozitivna ekspresija TNF-R2 i IL-1 pokazuje statisticki zna¢ajnu ucestalost
kod difuzno prosirenog i holesteatoma lokalizovanog u podru¢ju atika, antruma i/ili
mastoidnog nastavka. Holesteatom i visokopozitivna ekspresija IL-1 i MMP-9 imaju statisticki
znaCajnu predikciju prisustva ivicnog tipa perforacije membrane timpani, a negativna
ekspresija MMP-9 centralnog tipa. Holesteatom i visokopozitivna ekspresija IL-1 su statisti¢ki
znacajni prediktori prisustva atik i zadnjeg-ivicnog podtipa, a negativna i slabo pozitivna
ekspresija MMP-9 atik podtipa perforacije membrane timpani. Holesteatom i visokopozitivna
ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9 su statisticki zna¢ajni prediktori prisustva hipertrofi¢ne
sluznice i granulacija u kavumu timpani. Prisustvo holesteatoma i tezi stepen kosStane

destrukcije kod ispitanika s hroni¢cnom upalom srednjeg uha su statisticki znacajno povezani.



Stepen ekspresije TNF-R2 i IL-1 u tkivu holesteatoma ima statisticki znacajnu predikciju za
nastanak kostane destrukcije u odnosu na kontrolno tkivo inflamirane sluznice srednjeg uha.
Holesteatom i stepen ekspresije pojedinih imunohistohemijskih pokazatelja su statisticki
znaCajno povezani s odredenim klinickim parametrima (dob, pol, antibiotska terapija,
mikrobioloski nalaz brisa uha, palatinalne tonzile).

Zakljucak: Stepen ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 moze biti znacajan prediktor u
razvoju klinicke slike holesteatoma i ukazivati na njegovo agresivno osteodestruktivno
ponasanje s potencijalnim razvojem otogenih komplikacija. Medijatori inflamacije mogu
imati znacajan doprinos u evaluaciji i terapiji holesteatoma i hroni¢ne upale srednjeg uha,

Sto ukazuje na potrebu sprovodenja daljih istrazivanja.
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SUMMARY::

Objectives: The main characteristic of middle ear cholesteatoma is progressive growth with
destruction of the surrounding bone structures and potential occurrence of life-threatening
complications. The main objective of the study was to examine and compare the levels of
expression of tumor necrosis factor-alpha (TNF-o), interleukin-1 (IL-1) and matrix
metalloproteinase 9 matrix (MMP-9) in perimatrix cells of acquired cholesteatoma as well as
middle ear inflamed mucosa. The expression levels of the mentioned immunohistochemical
parameters with certain micromorphological and clinical parameters were also examined.
Methods: The research is a retrospective-prospective study, which included 178 subjects of
both sexes, who underwent surgical treatment for Chronic otitis media (COM) over a five-
year period. The subjects were categorized into two groups based on the presence or absence
of acquired cholesteatoma of middle ear: 97 (Experimental) and 81 (Control). Samples of the
perimatrix of cholesteatoma (n=97) and inflamed middle ear mucosa (n=81) were collected
intraoperatively. Expression levels of tumor necrosis factor receptor 2 (TNF-R2), IL-1 and
MMP-9 were determined by immunohistochemical analysis of intraoperatively obtained tissue
samples.

Results: A highly positive expression of TNF-R2 and MMP-9 shows a statistically
significantly higher frequency in the cholesteatoma perimatrix compared to control tissue of
inflamed middle ear mucosa where highly positive IL-1 expression is statistically significantly
more frequent. A highly positive expression of TNF-R2 and IL-1 shows a statistically
significant frequency in diffusely enlarged and cholesteatoma localized in the area of the attic,
antrum and/or mastoid process. Cholesteatoma and highly positive expression of IL-1 and
MMP-9 are statistically significant predictors of the presence of the marginal type of tympanic
membrane perforation (MT), and negative expression of MMP-9 of the central type.
Cholesteatoma and highly positive expression of IL-1 are statistically significant predictors of
the presence of attic and posterior-marginal subtype, and negative and weakly positive
expression of MMP-9 attic subtype of MT perforation. Cholesteatoma and highly positive
expression of TNF-R2, IL-1 and MMP-9 are statistically significant predictors of the presence



of hypertrophic mucosa and granulation in the tympanic cavity. The presence of cholesteatoma
and a higher degree of bone destruction in subjects with COM were statistically significantly
associated. The degree of expression of TNF-R2 and IL-1 in cholesteatoma tissue has a
statistically significant effect on the occurrence of bone destruction in relation to the control
tissue of inflamed middle ear mucosa. Cholesteatoma and the degree of expression of certain
immunohistochemical parametres are statistically significantly associated with certain clinical
parameters (age, sex, antibiotic therapy, microbiological findings of ear swabs, palatine
tonsils).

Conclusion: Expression levels of TNF-R2, IL-1 and MMP-9 can be a significant predictor in
the development of the clinical presentation of cholesteatoma and indicate its aggressive
osteodestructive behavior with the potential development of otogenic complications.
Inflammatory mediators can make a significant contribution to evaluation and treatment of

cholesteatoma of middle ear and COM, indicating the need for further research.
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1. UvOD

1.1. Predmet istraZivanja

Holesteatom srednjeg uha jo$ uvijek predstavlja znacajan medicinski i socioekonomski
problem u svijetu, uprkos relativno niskom nivou prosjeéne godis$nje incidence od 3 na
100.000 kod djecje i 9,2 na 100.000 kod odrasle populacije [1]. Zbog svoje sposobnosti da
uzrokuje eroziju kosti, koja je prisutna u 80% slucajeva, holesteatom je najcesc¢i uzrok
nastanka otogenih egzokranijalnih i endokranijalnih komplikacija, koje su odgovorne za
visoku stopu morbiditeta i mortaliteta [2,3]. Brojne sekvele i komplikacije, poput trajne
slusne oSteCenosti, poremecaja ravnoteze, neuroloskog i psihoorganskog deficita, kao i
naruzenosti, generiSu trajni invaliditet, koji u znacajnoj mjeri umanjuje opstu zivotnu i
profesionalnu aktivnost bolesnika.

lako je klini¢ka slika holesteatoma srednjeg uha najéesce karakteristi¢na, bolesnici
¢esto budu hirurski lije¢eni u odmakloj fazi bolesti zbog mnogobrojnih faktora, kao $to su:
socioekonomski, tip bolesti, stepen razvijenosti i dostupnost zdravstvene sluzbe i
moguénosti hirurskog lijeCenja. Uprkos hirurskoj terapiji, rizik od recidiva holesteatoma
srednjeg uha i pojave postoperativnih komplikacija je visok, dok rana detekcija ostaje
najvazniji prediktor za pozitivnu prognozu oboljenja [4].

Centralno mjesto u kompleksnim etiopatogenetskim mehanizmima nastanka
holesteatoma srednjeg uha zauzimaju medijatori inflamacije, ¢ija je uloga jos predmet
brojnih nauc¢nih istrazivanja [5]. Uloga i znacaj ekspresije faktora nekroze tumora alfa,
interleukina 1 i matriks metaloproteinaze 9 kod ste¢enog holesteatoma srednjeg uha u nasoj
zemlji, ali i u regionu, do sada nisu ispitivani, zbog ¢ega 0vo istrazivanje moze dati poseban
naucni doprinos u boljem sagledavanju i sticanju novih saznanja o imunopatogenetskim,
mikromorfoloskim i klinickim karakteristikama oboljenja. Takode ¢e biti ukazano na vecu
mogucénost djelovanja kako na interventnom polju dijagnostike i terapije, tako i na polju
prevencije sekvela i komplikacija.

Pregledom dostupne domace i strane literature i pretrazivanjem naucnih baza
podataka, nisu pronadene posebno brojne studije koje su ispitivale sli¢nu problematiku.
Poseban znacaj se ogleda i u ¢injenici da je visegodi$nje istrazivanje zasnovano na relativno

velikom uzorku ispitanika s holesteatomom srednjeg uha, za razliku od vecéine dostupnih



studija u svijetu, ¢ime se dobijaju pouzdanije statisticke analize. Rezultati ovog istrazivanja
mogu imati znac¢ajan doprinos za sticanje novih nau¢nih saznanja o holesteatomu srednjeg
uha, koristi¢e budu¢im nau¢nim istrazivanjima i klinickim doktorima u svakodnevnom radu.
1.2. Definicija i istorijat

Hroni¢na upala srednjeg uha ili hroni¢ni otitis media (HOM) je hroni¢na upalna bolest
srednjeg uha i mastoidnog nastavka koja se ¢esto manifestuje s djelimi¢nim ili potpunim
gubitkom membrane timpani i slusnih kos¢ica, dovode¢i do konduktivhog ostecenja sluha
sa stepenom tezine i do 60-70 dB [6]. Bolest ima podmukao i asimptomatski pocetak, spor i
dugotrajan tok i velika potencijalna destruktivna dejstva, narocito u prisustvu holesteatoma.
Karakteristicna simptomatologija ukljucuje: sekreciju i bol u uhu, nagluvost, sumove ili
zujanje u uhu, vrtoglavicu, a ponekad i glavobolju.

Holesteatom (sin. Cholesteatosis, Epidermosis, Keratosis) se definiSe kao cisti¢na,
ekspanzivna lezija temporalne kosti, koja se sastoji iz viseslojnog plocastog epitela s
deskvamiranim keratinom, ¢iju glavnu osobinu karakterise progresivan rast s destrukcijom
okolne kosti zbog efekta pritiska i aktivacije osteoklasta [7, 8].

Du Verney je medu prvima (1683. godine) opisao holesteatom kao masu sli¢cnu
tumoru, lokalizovanu izmedu velikog i malog mozga i nazvao je "steatoma” [9]. Francuski
patolog Cruveilhier (1829. godine), definise holesteatom kao "tumeur perleé™ ili perla tumor
temporalne kosti. Autor prvi detaljno opisuje holesteatom kao nevaskularni tumor,
porijeklom iz ¢elija subarahnoidalnog prostora [10]. Termin "holesteatom" je prvi uveo
njemacki fiziolog Johannes Miller 1838. godine, identifikujuci slojeviti perla tumor u uhu
s prisustvom masti i holesterina izmedu Celija i karakteristichnom koncentriénom prstenastom
akumulacijom keratina [7]. Luchae kasnije (1885. godine), opisujué¢i holesteatom iza
intaktne membrane timpani, vjerovatno medu prvima otkriva kongenitalni tip ovog oboljenja
[11]. Termin holesteatom se smatra pogre$nim S obzirom na to da se ne radi o pravom
tumoru, ve¢ o pseudotumoru koji ne sadrzi uvijek holesterin niti masno tkivo. Ostali nazivi
poput "perla tumor”, "margaritoma" ili "keratoma" nisu nasli svoju Siru upotrebu [1].
Schuknecht (1974. godine) je definisao holesteatom kao akumulaciju eksfoliraju¢eg keratina
unutar srednjeg uha ili bilo kojeg pneumatizovanog podruc¢ja temporalne kosti, koji potice
iz keratinizovanog skvamoznog epitela. Autor takode navodi da bi holesteatom mogao da
bude okarakterisan kao "koza na pogresnom mjestu” [12].



1.3. Epidemiologija holesteatoma srednjeg uha

Provedene su brojne studije s ciljem ispitivanja incidence, dobne uslovljenosti, kao i uticaja
socioekonomskih faktora na pojavu holesteatoma. Veéina epidemioloskih istrazivanja su
bila usmjerena na utvrdivanje incidence stecenog holesteatoma, za razliku od kongenitalnog,
koja se u vecini objavljenih studija krece od 1-5%. Tac¢na incidenca ste¢enog holesteatoma
je nepoznata. Retrospektivni statisticki podaci ukazuju da prosjecna godisnja incidenca
iznosi 9,2 na 100.000 stanovnika kod svih dobnih skupina (raspon od 3,7 do 13,9 godina).
U studijama limitiranim na djecji uzrast, incidenca se aproksimativno kre¢e od 5 do 15 na
100.000 djece [13]. Harker i saradnici, sprovode¢i studiju incidence holestetatoma na
godisnjem nivou u populaciji Sjedinjenih Americ¢kih Drzava, tokom sedamdesetih godina
proslog Vvijeka, pronalaze ucestalost od 6 holesteatoma na 100.000 stanovnika [14].

Tokom osamdesetih godina proslog vijeka Ruben i saradnici utvrduju ucestalost od
4,2 novootkrivena holesteatoma na 100.000 stanovnika na godiSnjem nivou u populaciji
Sjedinjenih Americkih Drzava [15]. Manolidis i Georgopopulus sa saradnicima, sprovode¢i
epidemiolosku studiju incidence i prevalence holesteatoma od 1960. do 1987. godine u
populaciji Gr¢ke, utvrduju jednaku zastupljenost holesteatoma u odnosu na razlicite
socioekonomske faktore [16].

Skotski autor Padgham i saradnici, tokom perioda od 1966. do 1986. godine,
pronalaze incidencu holesteatoma od 13 na 100.000 stanovnika [17]. Finski autor
Kemppainen i saradnici, tokom devedestih godina proslog vijeka, pronalaze da starosni
interval ucestalosti holesteatoma na godisnjem nivou iznosi 3,7-13,9 s prosje¢nom
vrijednos¢u od 9,2. Autori utvrduju statisticki znacajno vecu incidencu holesteatoma kod
pripadnika muskog pola mladih od 50 godina, dok isti nivo znac¢ajnosti ne pronalaze kod
pripadnika nizih socijalnih slojeva [1]. Tos je tokom 16-godi$nje studije pronasao da
godisnja incidenca ste¢enog holesteatoma iznosi 3 na 100.000 kod dje¢je i 9,2 na 100.000
kod odrasle populacije s predominacijom muskog pola [18].

Vecina istrazivanja upucuje na vecu ucestalost holesteatoma kod pripadnika muskog
pola. Studija sprovedena u Engleskoj od 2006. do 2016. godine ukazuje da je ucestalost
holesteatoma kod pripadnika muskog pola iznosila 52,7%, dok su rezultati drugog
istrazivanja iz perioda od 2014. do 2015. godine pokazala iznos od 59,4% [19]. Khalid-Raja
I saradnici navode da je broj operacija holesteatoma srednjeg uha veéi u podrucjima s visim

indeksom materijalne deprivacije [20].



1.4. Klasifikacija holesteatoma srednjeg uha

1.4.1. Etiolo$ka klasifikacija holesteatoma

Prema etiologiji nastanka holesteatoma, izvrSena je opsta Klasifikacija na kongenitalni i
steCeni tip. Kongenitalni holesteatom nastaje od ostataka embrionalnog tkiva, koje je od
embriogeneze zaostalo ili u kostanom tkivu temporalne kosti ili u bilo kojoj njegovoj
Supljini. Osim najtipi¢nije lokalizacije u srednjem uhu, ektopicni holesteatom je pronaden u
petroznoj kosti, spoljasnjem slusnom kanalu, paranazalnim Supljinama, endokranijumu,
posebno u pontocerebelarnom uglu i urogenitalnom traktu. Opisani su slucajevi obostranog
kongenitalnog holesteatoma koji moze biti udruzen s anomalijama osikularnog lanca ili u
sklopu "branhio-oto-renalnog sindroma” [21-28].

Persaud i saradnici definiSu kongenitalni holesteatom kao perzistentnu fetalnu
epidermoidnu formaciju, dok za nastanak ste¢enog holesteatoma tvrde da su odgovorni
razli¢iti mehanizmi: imigracija epitela, bazalna hiperplazija, prisustvo retrakcionog dzepa i
/ili traume membrane timpani (jatrogene ili nejatrogene) [29]. Steceni holesteatom, prema
tipu etiopatogenetskog mehanizma nastanka, se dijeli na primarni i sekundarni o ¢emu ¢e

detaljnije biti rije¢i u poglavlju Etiopatogeneza holesteatoma.

1.4.2. Hirurska Klasifikacija ste¢enog holesteatoma srednjeg uha

Hirurska Klasifikacija ste¢enog holesteatoma u odnosu na primarnu lokalizaciju i pravce
Sirenja izvrSena je na sljedece anatomske regije [30]:
a) Atik ili epitimpanicki holesteatom, koji se dodatno klasifikuje na:

- lateralni atik holesteatom (involvira samo Prusak-ov prostor),

- zadnji atik holesteatom (raste medijalno prema inkusu i involvira zadnji atik i

mastoid),
- prednji atik holesteatom (raste anteriorno prema glavi maleusa).
Atik holesteatom inicijalno nastaje iz retrakcije ili perforacije u podruéju Shrapnell-

ove membrane, primarno se Siri u atik i involvira tijela maleusa i inkusa. Moze da se Siri put
naprijed u recessus epitympanicus i prema timpanalnom uscu Eustahijeve tube ili nazad

prema aditusu, a potom i antrumu mastoida (Slika 1) [31-33].



Slika 1. Atik holesteatom u inicijalnom stadijumu, ogranicen na Prussak-ov prostor
(kratka narandzasta strelica), prosiren u zadnji atik (crvena strelica), gornji atik (zelena
strelica), prosiren prema gore preko defekta bubne opne (duga narandzasta strelica) ili

kroz prosireni dio Prussak-ovog prostora (Zuta strelica) do lateralnog malearnog
prostora, odakle su otvoreni svi pravci sirenja [30].

b) Mezotimpanicki holesteatom, koji nastaje iz pars tensa membrane timpani, raste
medijalno duz lentikularnog nastavka i suprastruktura stapesa. Siri se gore prema
zadnjem atiku ili nazad u sinus timpani, a moze da involvira kompletan kavum timpani
[30]. Sudhoff i Tos su mezotimpanicki holestetatom dodatno Kklasifikovali na [34]:

- Sinus holesteatom (retrakcija postero-superiornog kvadranta membrane
timpani, koja ispunjava sinus timpani),

- Tensa holesteatom (difuzna retrakcija membrane timpani u prostor srednjeg
uha).

Sinus holesteatom inicijalno nastaje u podru¢ju postero-superiorne retrakcije ili
perforacije pars tensa membrane timpani i primarno se §iri u Sinus timpani, postero-
superiorni retrotimpanon, potom ispod inkusa u atik ili aditus ad antrum i duz suprastruktra
stapesa u nisu ovalnog prozora. Dalja propagacija sinusa holesteatoma moze da se odvija u
tri pravca: nazad prema antrumu mastoida i mastoidnim ¢elijama, gore prema zadnjem atiku,
pri ¢emu dolazi u kontakt sa tijelom inkusa i maleusom, i prema dolje u retrotimpanon i
hipotimpanon. Sinus holesteatom ne involvira prednji dio kavuma timpani. Jedna tre¢ina
sinus holesteatoma je lokalizovana samo u kavumu timpani i njima se moze pristupiti
transkanalnim putem bez mastoidektomije (Slika 2) [31-33].



e .
Mesotympanic
Cholesteatoma

Slika 2. Sematski prikaz Sirenja sinus holesteatoma u recessus facialis i sinus timpani (a) i
atik kroz zadnji timpanicni istmus (b) [35].

Tensa ili retrakcioni holesteatom se primarno lokalizuje u podruc¢ju kompletno
retrahovane ili adherirane pars tensa membrane timpani. Primarno se $iri u mezotimpanon,
prema timpanalnom us¢u Eustahijeve tube i pneumatskim ¢elijama hipotimpanona. Dalje
Sirenje se moze nastaviti prema prednjem atiku, retrotimpanonu, antrumu i pneumatskim
¢elijama mastoida. 7os je izvrSio dodatnu klasifikaciju na sinus holesteatom pars tensa i
tensa holesteatome koji poticu iz prednjeg, zadnjeg i donjeg kvadranta membrane timpani

(Slika 3) [31-33].
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Slika 3. Sematski prikaz tensa holesteatoma; inicijalni rast u podrucju pars tensa i moze
da se siri na donji lateralni atik i preko timpanickog istmusa do svih
gornjih kompartmana atika [30].



c) Holotimpanicki holesteatom, koji ukljucuje atik, mezotimpanon i mastoid. To su atik
holesteatomi, proSireni u prostor mezotimpanona ili mezotimpanicki holesteatomi,
prosireni U prostor atika.

d) Kongenitalni holesteatom, koji obi¢no u podruéju anterosuperiornog kvadranta
membrane timpani adherira uz tetivu m.tensor tympani i procesus cochleariformis, ali se
moze $iriti U Svim smjerovima.

e) Neklasifikovani holesteatom, nepoznate primarne lokalizacije ili rezultat progresivnog
rasta dva retrakciona dZepa. Siri se izvan razligitih anatomskih kompartmana,
ukljucujuéi mezotimpanon, atik i mastoid.

Prema stepenu prosirenosti, steCeni holesteatom se dodatno klasifikuje na sljedece
anatomske regije: atik i antrum, kompletno srednje uho, mastoidni nastavak, Eustahijevu

tubu, labirint i srednju lobanjsku jamu [37].

1.4.3. Klasifikacija holesteatoma Evropske akademije za otologiju i neurootologiju i

Japanskog otoloskog udruzZenja

Zasnovana je na konsenzusu Evropske akademije za otologiju i neurootologiju i Japanskog
otoloskog udruzenja (eng. EAONO/JOS - The European Academy of Otology and
Neurootology / Japan Otological Society) iz 2016. godine. Klasifikacija holesteatoma je
izvrSena na tri glavne kategorije sa subkategorijama (Slika 4) [38]:

a) kongenitalni tip - specifi¢an za djecji uzrast,

b) steceni tip - odnosi se na djeciji uzrast i odraslu populaciju,

c¢) neklasifikovani tip - holesteatom ¢ije se porijeklo ne moze precizno utvrditi.



HOLESTEATOM ‘

Holesteatom s
retrakcionim dZzepom

Holesteatom bez

retrakcionog dZepa

. Sekundarna perforacija
Pars flaccida Pars tensa holesteatom
holesteatom bubne opne
Kombinovani: pars Posttraumatski ili
tensa + pars flaccida . ) .
jatrogeni uzroci

Slika 4. Klasifikacija i gradacija stecenog holesteatoma srednjeg uha: zasnovano na
konsenzusu Evropske akademije za otologiju i neurootologiju i Japanskog otoloskog
udruzenja, 2016. godina [38].

Kako bi se pojednostavio prikaz prosirenosti holesteatoma, prostor srednjeg uha i
mastoidnog nastavka je podijeljen na ¢etiri kompartmana (Slika 5).

Slika 5. Kompartmani srednjeg uha (STAM sistem): tesko pristupacna mjesta (S), kavum
timpani (T), atik (A) i mastoid (M). Tesko pristupacna mjesta (S) ukljucuju:
S1 - supratubarni recesus, koji se naziva i prednji epitimpanon ili protimpanon i S2 - sinus
timpani. Zadnju granicu atika c¢ini zadnji dio kratkog nastavka inkusa ili fossa incudis, dok
mastoidni nastavak ukljucuje antrum i mastoidne celije [38].

"EAONO/JOS staging sistem"” se primjenjuje na cetiri kategorije holesteatoma

srednjeg uha: pars flaccida, pars tensa, kongenitalni i holesteatom koji je sekundarni u
odnosu na tensa perforaciju [38]:



a) | stadijum - holesteatom lokalizovan na primarnoj lokaciji: pars flaccida, pars

tensa, kongenitalni i holesteatom koji je sekundarni u odnosu na tensa perforaciju,

b) Il stadijum: holesteatom koji involvira u dva ili vise mjesta,

c¢) I stadijum: holesteatom s ekstrakranijalnim komplikacijama ili patoloskim

stanjima:

- paraliza facijalnog nerva, fistula na labirintu s rizicima ostecenja
membranoznog labirinta, labirintitis, retroaurikularni apsces ili fistula, apsces
zigomati¢ne regije i vrata, destrukcija vise od 1/2 duzine kostanog zida
spoljasnjeg slusnog kanala, destrukcija tegmena koja zahtijeva hirurski
tretman i adhezivni otitis s totalnom adhezijom u podrucju pars tensa,

d) IV stadijum: holesteatom s intrakranijalnim komplikacijama:

- purulentni meningitis, epiduralni i subduralni apsces, cerebralni apsces,
tromboza sinusa i hernijacija mozga u mastoidni kavitet.

Holesteatomi koji nastaju postoperativno, uslovno se mogu smatrati cetvrtom
kategorijom. Ova kategorija moze nastati kao rezidualna ili rekurentna lezija, mada se one
medusobno ne iskljuuju. Rezidualni holesteatom nastaje kao posljedica nepotpunog
hirur§kog uklanjanja matriksa holesteatoma, dok je rekurentni holesteatom rezultat
reformacije retrakcionog dzepa nakon prethodne potpune hirurske ekscizije [38].

Prema tipu holesteatoma, izvrsena je sljede¢a gradacija [38]:

Atik (pars flaccida) holesteatom:

a) | stadijum: holesteatom lokalizovan u atiku,

b) 11 stadijum: holesteatom koji se siri iz atika i involvira dvije ili vise anatomskih

regija (mezotimpanon, antrum, mastoid),

c) Il stadijum: holesteatom s ekstrakranijalnim komplikacijama,

d) 1V stadijum: holesteatom s intrakranijalnim komplikacijama.

Pars tensa holesteatom, sekundarni u odnosu na tensa perforaciju i kongenitalni

holesteatom:

a) | stadijum: holesteatom lokalizovan u kavumu timpani,

b) 11 stadijum: holesteatom koji se siri iz kavuma timpani i involvira dvije ili vise

anatomskih regija (atik, antrum, mastoid),

c¢) Il stadijum: holesteatom s ekstrakranijalnim komplikacijama,

d) IV stadijum: holesteatom s intrakranijalnim komplikacijama.



1.5. Anatomske karakteristike srednjeg uha

Srednje uho je nepravilan vazdusni prostor u temporalnoj kosti ¢iju centralnu Supljinu ¢ini
kostano-membranozna Supljina oznacena terminom kavum timpani (cavum tympani), ¢ija
prosje¢na zapremina iznosi 0,8 cm3. Nalazi se medijalno od bubne opne (membrana
tympani), a lateralno od labirintnog zida koji je odvaja od unutrasnjeg uha. Prema naprijed
komunicira s Eustahijevom tubom, a prema nazad s antrumom mastoidnog nastavka.
Anatomsko-topografska podjela kavuma timpani ima bitan znacaj u otoloskoj patologiji, pri
opisu oboljenja, kao i kod hirurskih intervencija u ovoj regiji. Ovaj prostor je podijeljen u
Cetiri regije [39]:

a) Epitimpanon ili atik - koji se nalazi iznad gornje ivice bubne opne i u njemu se

nalaze glava maleusa, tijelo inkusa i njihove veze,

b) Mezotimpanon - nalazi se medijalno od bubne opne i koStanog timpani¢nog

anulusa,

c¢) Protimpanon - ¢ini posterolateralnu tre¢inu kostanog dijela Eustahijeve tube,

d) Hipotimpanon - nalazi se ispod ravni donje ivice kavuma timpani.

Kavum timpani ogranic¢ava Sest zidova: lateralni ili opnasti (paries membranaceus),
unutrasnji ili labirintni (paries labyrinthicus), prednji ili karotidni (paries caroticus), zadnji
ili mastoidni (paries mastoideus), gornji ili pokrovni (paries tegmentalis) i donji ili jugularni
zid (paries jugularis). Lateralni zid kavuma timpani najve¢im dijelom ¢ini bubna opna, a
znatno manji dio tanka kostana lamela ili "mur de la logette” po francuskim autorima. Na
bubnoj opni se nalaze centralno udubljenje (umbo), ¢eki¢na pruga (stria mallearis), ¢eki¢no
ispupCenje (prominentia mallei), prednja i zadnja grani¢na pruga (stria anterior et
posterior). Nezategnuti dio (pars flaccida) ili Schrapnell-ova membrana je maniji, trouglasti
i znatno tanji dio bubne opne koji ¢ini lateralnu granicu gornjeg recesusa bubne opne ili
Prussak-ovog prostora, gdje se ¢esto razvija holesteatom. Zategnuti dio (pars tensa) je donji,
veéi | deblji dio bubne opne koji je svojom zadebljanom obodnom ivicom (anulus
timpanicus) pri¢vrséen U timpani¢nom zlijebu (sulcus tympanicus). Donji dio bubne opne je
graden od tri sloja: epidermalnog, fibroznog i mukoznog, dok je gornji, kojem nedostaje
srednji ili fibrozni sloj, dvoslojne grade [39, 40].

Na unutras$njem zidu se nalaze sljedece strukture: promontorijum (promontorium),
jamica ovalnog prozora (fossula fenestre vestibuli) na ¢ijem se dnu nalazi ovalni prozor
(fenestra vestibuli), koji je zatvoren bazalnom plocom stapesa, jamica okruglog prozora

(fossula fenestrae cochleae) na ¢ijem se dnu nalazi okrugli prozor (fenestra cochleae), koji
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je zatvoren sekundarnom ili bubnom membranom (membrana tympani secundaria),
ispup¢enje facijalnog kanala (prominentia canalis facialis), kasikasti nastavak (processus
cochleariformis) i ispupcenje lateralnog polukruznog kanala (prominentia canalis
semicircularis lateralis) [39, 40].

Kod hroni¢nih otitisa, patoloski proces (granulacije, holesteatom, timpanoskleroza)
se Cesto lokalizuje u predjelu niSe ovalnog prozora i lako Siri u susjedne recesuse.
Sekundarna membrana je jedina mekotkivna struktura koja dijeli srednje od unutrasnjeg uha
I ponasa se kao semipermeabilna membrana ¢ime Se objasnjavaju interakcijski procesi
izmedu srednjeg i unutras$njeg uha kod razli¢itih patoloskih procesa [39, 41]. Na prednjem
ili karotidnom zidu se nalaze sljedece strukture: timpanalni otvor Eustahijeve tube (ostium
tympanicum tubae auditivae), ispupcenje karotidnog kanala (prominentia carotica) i Glaser-
ova protimpani¢na pukotina (fissura petrotympanica). Na zadnjem ili mastoidnom zidu
kavuma timpani se nalaze: ulaz u mastoidnu peé¢inu (aditus ad antrum), jamica za kratki krak
inkusa (fossa incudis), piramidalno ispupcenje (eminentia pyramidalis), hordalno ispupcenje
(eminentia chordalis) kroz ¢iji otvor izlazi bubna vrpca (chorda tympani) i pruza se u bubnu
duplju. Bubni sinus (sinus tympani) je kostano udubljenje koje se nalazi na medijalnom zidu
zadnjeg dijela mezotimpanuma, medijalno od piramidalne eminencije i ¢esto je zahvacen
patoloskim procesom, koji se intraoperativno ne moze precizno prikazati [39].

Facijalni recesus (recessus facialis) se nalazi na zadnjem zidu kavuma timpani,
lateralno od mastoidnog dijela facijalnog kanala. Na medijalnom zidu recesusa facijalni
kanal moze biti dehiscentan tako da facijalni nerv protrudira u lumen sinusa. Facijalni
recesus je potencijalno mjesto za lokalizaciju patoloskog procesa kod hroni¢nog otitisa
(holesteatom, granulacije). Timpanic¢ki istmus (isthmus tympanicus) predstavlja
komunikacioni otvor izmedu gornjeg i srednjeg dijela kavuma timpani i vrlo je zna¢ajna i
anatomski kriti¢na struktura za aeraciju i drenazu srednjeg uha, ¢ija opstrukcija dovodi do
razvoja perzistentne infekcije u atiku i mastoidu [39, 40].

Gornji zid kavuma timpani gradi tanka horizontalna lamela, zvana bubni krov
(tegmen tympani), koji ga dijeli od srednje lobanjske jame. Kod 2% ljudi je dehiscentan, sto
omogucava neposredni kontakt sluznice srednjeg uha s durom srednje lobanjske jame.
Epitimpanic¢ni sinus (sinus epitympanicus) je kostano udubljenje, locirano neposredno ispred
prednjeg zida epitimpanona, ¢esto zatvoren sluzni¢nim naborom, gdje je tesko uoditi
patoloski proces. Hiptompanon ima vaznu ulogu u patologiji i hirurgiji hroni¢nih otitisa jer
patoloski procesi (holesteatom, granulacije) lako zatvaraju ovaj prostor sto uzrokuje

opstrukciju i stalno odrzavanje inflamacije [39-41].

11



Osnovni sadrzaj kavuma timpani, koji je oblozen sluznicom i ispunjen vazduhom,
Cine tri slusne kos¢ice (ossicula auditus), misi¢i slusnih kos¢ica (m.stapedius, m.tensor
tympani) i bubna vrpca (chorda tympani). Cekié¢ (malleus), nakovanj (incus) i uzengija
(stapes) su medusobno zglobljeni i vezama pri¢vrséeni za zidove kavuma timpani i sluze za
transmisiju zvuc¢ne energije od bubne opne do unutrasnjeg uha. Slusne kos¢ice pokrecu dva
misica, stapedijalni (m.stapedius) i misi¢ zateza¢ bubne opne (m.tensor tympani), ¢ijom se
kontrakcijom smanjuje pokretljivost osikularnog lanca, a time i njegova sposobnost
provodenja zvucéne energije, djelujuéi kao zastitni mehanizam od jakih zvu¢nih podrazaja
[40].

Pneumatski prostori temporalne kosti se sastoje od niza nepravilnih i medusobno
povezanih Supljina od kojih jedinu stalnu ¢eliju tog sistema ¢ini antrum, koji se nalazi
neposredno iza i iznad kavuma timpani i s kojim komunicira preko aditus ad antrum-a.
Klini¢ki je taj sistem znacajan zbog mogucnosti Sirenja upalnog procesa preko njegovih
prostora na facijalni nerv, sigmoidni sinus, podruc¢je piramide i na mozdane ovojnice
[40, 41].

Eustahijeva tuba (tuba auditiva) je kanal putem kojeg je kavum timpani u
komunikaciji sa nazofarinksom, prosje¢ne duzine 35 mm kod odraslih. Sastoji se od
kostanog 1 hrskaviénog dijela. Lateralni, manji kostani dio polazi od prednjeg zida
timpanalnog kavuma i na mjestu suzenja (isthmus tubae auditivae) prelazi u veci, medijalni
hrskavi¢ni dio. Hrskavi¢ni dio tube se nastavlja do ulaza u nazofarinks gdje formira elevaciju
(torus tubarius) iznad kojeg se nalazi recesssus pharyngicus (fossa Rosenmiilleri). Otvaranje
tube je aktivan proces i desava se pri zvakanju i gutanju sinergistickim djelovanjem m. tensor
veli palatini i m. salpingopharyngeus. Najbitinija funkcija Eustahijeve tube je regulacija
pritiska u srednjem uhu uz istovremeno zatvaranje i odvajanje kavuma timpani od prostora

epifarinksa, odnosno izjednacavanje vazdusnog pritiska s obje strane bubne opne [39-41].

1.5.1. Timpanicka dijafragma i suzZenja

Timpanicka dijafragma se definiSe kao pregrada izmedu mezotimpanona i epitimpanona,
¢iju strukturu ¢ini kostana ploca i brojni sluzni¢ni nabori s otvorom. U normalnom srednjem
uhu uglavnom se sastoji od sluzni¢nih nabora i oznac¢ena je kao membranozna timpanicka
dijafragma, dok je kod holesteatoma prisutna velika kostana plo¢a bez prolaza i definise se
kao kostana timpanicka dijafragma. Timpanicka dijafragma se prostire horizontalno od
nabora mukoznog tkiva m.tensoris tympani do tetive m.stapedius-a. Na njoj se nalazi otvor

dijametra 2,5 mm, koji je Wullstein nazvao "drugim uskim grlom" u prostoru srednjeg uha,
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dok je Eustahijeva tuba imenovana kao "prvo usko grlo". Proctor je dokazao da pod atika ili
timpanicku dijafragmu ¢ine glava i vrat maleusa, tijelo i kratki krak inkusa, prednji malearni
ligament, lateralni i medijalni inkudijalni nabor, nabor m.tensoris tympani, a ponekad plica
m.stapedius-a i membrana obturatoria. Na timpanickoj dijafragmi se nalaze dva mala
otvora: prednje timpanic¢ko suzenje (isthmus) izmedu tetive m.tensoris tympani i stapesa te
zadnje timpani¢ko suzenje, izmedu medijalnog inkudijalnog nabora i zadnje strane
membrane timpani (Slika 6) [42-44].

Slika 6. llustracija timpanicke dijafragme i timpanickog istmusa: A - kostana ploca u
prednjem atiku; T - mukozni nabor tenzora timpani; R - supratubalno udubljenje; M -
misi¢ tenzora timpani; E - otvor Eustahijeve tube; F - facijalni Zivac [44].

1.6. Patohistoloske karakteristike ste¢enog holesteatoma srednjeg uha

Patohistolosku dijagnozu stecenog holesteatoma karakterise kombinacija keratinoznog
materijala i viSeslojnog plocastog epitela, Cije se prisustvo u srednjem uhu smatra
abnormalnim. Holesteatom se sastoji od matriksa koji ¢ini plocasto-slojeviti epitel s
orozavanjem, identican s epidermisom koze, perimatriksa ili strome koji sadrzi subepitelno
granulaciono tkivo i centralne cisti¢cne mase keratina. Matriks holesteatoma se sastoji iz
nekoliko slojeva: stratum basale - jednoredni sloj cilindri¢nih ¢éelija, stratum spinosum - vise
redova poliedri¢nih ¢elija, povezanih meducelijskim mosti¢ima, stratum granulosum - dva
do cetiri reda spljostenih Celija, bogatih keratohijalinskim zrncima, i stratum corneum - vise
redova orozalih celija (keratinocita), bez jedra, ispunjenih keratinom. Najpovrsnije ¢éelije

ovog sloja se stalno ljuste i otpadaju. Spoljasnji sloj ¢ini perimatriks ili lamina propria
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(stroma), subepitelno inflamatorno vezivno tkivo (granulaciono tkivo) koje sadrzi kolagena
vlakna, fibrocite i inflamatorne ¢elije poput limfocita, histiocita, plazmocita i neutrofilnih
leukocita. Mogu biti prisutne dzinovske celije kao reakcija na keratinozni materijal.
Centralnu komponentu holesteatoma ¢ini cisti¢ni sadrzaj s obilnim prisustvom bezjedarnih
mrtvih celija plocastog keratina koji daju lisnati i biserno-bjelicasti otoskopski izgled
holesteatoma. Cesto su prisutni sebum, nekroti¢ni i/ili purulentni sadrzaj. Za razliku od
epidermisa koze, plocasti epitel ne sadrzi adneksne strukture niti gredice (Slika 7)
[30, 45-47].

(cisticni sadrzaj) okruzena tankim slojem plocasto slojevitog epitela (matriks) i vezivnim
tkivom s upalnim infiltratom (perimatriks) (HE x 40).

1.7. Etiopatogeneza ste¢enog holesteatoma srednjeg uha

Etiopatogeneza ste¢enog holesteatoma srednjeg uha je jos kontroverzna. Vecina studija je
usmjerena na istrazivanje razvojnih, epidemioloskih, hormonalnih i genetskih faktora, kao i
terapije, koji bi mogli doprinijeti boljem sagledavanju i razumijevanju njegove patogeneze
[48]. Jatrogene ili nejatrogene traume membrane timpani poput perforacije, retrakcije,
transpozicije ili invaginacije, patoloske promjene mukoznog sloja membrane timpani i
kavuma timpani, infekcija uha i disfunkcija Eustahijeve tube ¢ine najcesce etiopatogenetske
faktore u nastanku ste¢enog holesteatoma srednjeg uha [29, 49, 50].
Glavni etioloski faktori u razvoju ste¢enog holesteatoma su [50, 51]:
a) Dugotrajna disfunkcija Eustahijeve tube, sto dovodi do snizavanja pritiska u
srednjem uhu, slabe pneumatizacije srednjeg uha i/ili mastoidnog nastavka i
formiranja retrakcionih dzepova i invaginacija (atelektaza i adhezivni hronicni

otitis),
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b) Inflamatorna stanja, poput hroni¢nog sekretornog otitisa, koja rezultiraju
nastankom negativnog pritiska u srednjem uhu i formiranjem retrakcionih dzepova
I invaginacija.
Primarni steceni holesteatom nastaje na bazi duboke retrakcije membrane timpani u
kojoj se akumulira keratinski epitel, najces¢e u podru¢ju pars flaccida [8, 41, 52].
Sekundarni steceni holesteatom nastaje kao posljedica migracije epitela u srednje uho kroz
perforaciju membrane timpani, uzrokovanu traumom, jatrogeno tokom otohirurske
intervencije ili hroni¢nom iritacijom kod akutnih recidivirajuéih i hroni¢nih upalnih procesa
srednjeg uha [8, 53]. Cetiri teorije objasnjavaju nastanak sekundarnog tipa stedenog
holesteatoma:
a) Teorija invaginacije ili teorija retrakcionog dzepa:
Zasnovana je na pretpostavci da su prekursori holesteatoma retrakcioni dzepovi u
podrucju pars flaccida membrane timpani, koji su uzrokovani negativnim
pritiskom u srednjem uhu. Naknadna akumulacija deskvamiranog epitela u
retrakcionom dzepu dovodi do stvaranja holesteatoma [34, 54].
b) Teorija epitelne invazije ili migracije (imigraciona teorija):
Prema ovoj teoriji skvamozni epitel s ivica traumatski ili jatrogeno uzrokovane
perforacije membrane timpani migrira u srednje uho. Skvamozni epitel, koji je
rezistentniji na hroni¢nu infekciju, urasta u mukozni sloj srednjeg uha i nastavlja
nekontrolisani rast, ¢cime se formira matriks i vrecasta struktura perimatriksa od
vezivnog tkiva mukoznog sloja srednjeg uha [55].
c) Teorija hiperplazije bazalnih ¢elija (teorija papilarnog urastanja):
Prema teoriji hiperplazije bazalnih c¢elija mikrociste, ispunjene keratinom, ili
pseudopodi, formirani u bazalnom sloju epitela pars flaccida membrane timpani,
migriraju u subepitelno tkivo Prussak-ovog prostora, Sto rezultira stvaranjem
holesteatoma [54, 56, 57].
d) Teorija skvamozne metaplazije:
Hroni¢na upala dovodi do metaplazije cilindricnog epitela mukoznog sloja
srednjeg uha u ploc¢asto slojeviti epitel, koji potom moze produkovati keratin,
odnosno matriks holesteatoma. Uvecani holesteatom tada moze dovesti do
dezintegracije i perforacije membrane timpani, $to rezultira stanjem tipi¢nim za

steCeni kolesteatom [54, 58].
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1.7.1. Patogeneza atik holesteatoma

Utvrdeno je nekoliko teorija o patogenezi atik holesteatoma: teorija retrakcije, teorija
papilarne proliferacije, teorija imigracije i teorija metaplazije. Sudhoff i Tos isticu prednost
kombinacije teorije retrakcije i proliferacije u razjasnjenju patogeneze ovog tipa
holesteatoma. Usljed ucestalih inflamatornih procesa, udubljenja na timpanickoj dijafragmi
ostaju blokirana ote¢enom sluznicom i gustim mukoidnim eksudatom tako da se razvija
negativan pritisak u atiku tokom duzeg perioda. Pars flaccida se uvlac¢i u Prussakov prostor
I dalje u atik, formirajué¢i duboki retrakcioni dzep [34].

Nakon pocetne faze formiranja retrakcionog dzepa, u odredenim slucajevima zbog
proliferacije keratinocita i narusavanja mehnizma samociscéenja, nastaje akumulacija debrisa
u dzepu, stvaranja kruste i okolne inflamacije $to se moze smatrati preholesteatomskim
stanjem. Prosireni retrakcioni dzep poprima oblik konusa u ¢ijem centru se nakupljaju
keratinociti pod c¢ijim pritiskom dolazi do stvaranja i ekspanzije mikroholesteatoma.
Sjedinjavanjem mikroholesteatoma nastaje holesteatom, koji dezintegrise dno dzepa i $iri se
u atik, zapocinje osteolizu okolnih osikula i skutuma. Prosireni holesteatom djeluje kao
opstruktor ventilacionih puteva u timpanickoj dijafragmi, izazivaju¢i dugotrajan, snazan
negativan pritisak u Supljini atika i mastoida. U ovom stanju holesteatom brzo raste u ¢itav

atikomastoidni prostor [33, 34, 44].

1.7.2. Patogeneza sinus holesteatoma

Zasnovano na klinickim 1 imunohistohemijskim istraZivanjima, patogeneza sinus
holesteatoma je podijeljena u nekoliko faza, kombinujuci teoriju retrakcije i proliferacije:
stadijum sinus retrakcionog dzepa, stadijum proliferacije (podijeljen na podstadijum
formiranja i fuzije konusa), stadijum ekspanzije sinus holesteatoma i resorpcije kosti.
Aktivan rast i kostana resorpcija vrlo brzo dovode do znac¢ajne ekspanzije holesteatoma, koji
moze U potpunosti da zauzme kompletan kavum timpani i mastoidni kavitet, destruise dugi
nastavak inkusa u zoni lentikularnog nastavka i gornji zid spoljasnjeg slusnog kanala,
odnosno prednjeg zida mastoida. Jednom uspostavljen stadijum ekspanzije sinus
holesteatoma se karakterise nastankom niza komplikacija poput paralize facijalnog nerva,

fistule semicirukularnih kanala ili difuznog labirintitisa [33, 34, 44].

1.7.3. Patogeneza tensa retrakcionog holesteatoma

Patofizioloske osnove nastanka tensa retrakcionog holesteatoma se zasnivaju na direktnoj

korelaciji izmedu stepena atelektaze i zapremine srednjeg uha. Retrakcija pars tensa
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smanjuje zapreminu srednjeg uha i tako prema Boyle-ovom zakonu (zapremina x pritisak =
konstanta) djeluje kao amortizer pritiska. Efekat suzbijanja negativnog pritiska srednjeg uha
zavisi od stepena retrakcije i opsega mastoidne pneumatizacije. Negativni pritisak srednjeg
uha moze nastati zbog selektivne disventilacije epitimpanona, koja je obi¢no manja kod
pacijenata s retrakcijom membrane timpani [59, 60]. Marchioni i saradnici hipotetiSu
postojanje sindroma selektivne epitimpanicke disventilacije, koji ukljucuje prisustvo atik
retrakcionog dzepa ili holesteatoma s normalnom tubarnom funkcijom, kompletnom
epitimpani¢ckom dijafragmom i blokadom istmusa [61].

Egzacerbacijom inflamatornih procesa otecena sluznica i gusti mukoidni eksudat
blokiraju prednje timpani¢ko suZenje, kao jedini put ventilacije izmedu Eustahijeve tube i
atikomastoidne Supljine, $to uzrokuje nastanak negativnog pritiska u atiku i mastoidu. Kao
posljedica nastaje duboki atroficni retrakcioni dzep od adheriranog zadnjeg gornjeg
kvadranta membrane timpani s holesteatomom, koji raste i razara inkudostapedijalni zglob i
Siri se u atikomastoidnu Supljinu kroz zadnje timpanalno suzenje ispod osikula. Ako je
timpanicka dijafragma membranozna, a zadnje timpani¢ko suzenje zatvoreno, holesteatom
dugo ostaje samo u nisi ovalnog prozora ili sinusu timpani, jer se u atikomastoidnoj supljini
ne razvija negativni pritisak, ¢ije odsustvo ne znaci da ne postoji pokretacka sila za Sirenje

bolesti u atikomastoidnu Supljinu [33, 34, 44].

1.7.4. Osteodestruktivne karakteristike holesteatoma

Destruktivno dejstvo holesteatoma na kost objasnjavaju tri teorije:

a) Mehanicka teorija objasnjava da osteoklasti¢na resorpcija kosti moze nastati na
mjestima gdje je direktno indukovana adekvatnim pritiskom ili prenesena u kavum
timpani sa ili bez prisustva holesteatoma [62-64].

b) Hemijska teorija o osteodestruktivnoj aktivnosti holesteatoma datira jos od 1950.
godine. Podrucja kostane destrukcije se najces¢e mogu uociti na mjestima rupture
cisticne vrece holesteatoma, zahvaljuju¢i pojedinim supstancama poput
hidroksiapatita, anorganske kostane komponente koja pokazuje visok stepen
solubilnosti u uslovima niskih pH vrijednosti, Sto pogoduje destruktivnim
aktivnostima holesteatoma u resorpciji kostiju. Takode su pronadene znacajno
nize pH vrijednosti keratina holesteatoma u odnosu na sluznicu antruma, koje
znacajno doprinose procesu dekalcifikacije susjednih kostanih struktura [65-67].

C) Mehanicko-hemijska teorija pridaje ve¢i =znaCaj aktivnosti epidermisa

holesteatoma, koji potpomaze aktivnost subepitelnog granulacionog tkiva
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interakcijom  brojnih  faktora: enzimatskim djelovanjem  kolagenaza,
plazminogena, N-acetil-B-heksozaminodaze (HEX), aktivacijom osteoklasta i
stvaranjem pritiska, aktivnostima izoformi azot-monoksida (eng. NO - nitric oxid),
bakterija, bakterijskih biofilmova i lipopolisaharida, ulogom medijatora
inflamacije u stimulaciji hroni¢nog upalnog procesa srednjeg uha, aktivacijom

monocita i makrofaga [68, 69].

1.7.5. Mikromorfoloski i imunoloski aspekti

Nakupljanje ¢elija deskvamiranog epitela i keratinocita u tkivu holesteatoma je prac¢eno
invazijom c¢elija imunog sistema, ukljucujuci Langerhans-ove c¢elije, T-Celije i makrofage.
Proces je stimulisan neravnotezom epitelne proliferacije, diferencijacije keratinocita i
maturacije, kao i prolongiranom apoptozom [70]. Migraciju ¢elija zamjenjuje hiperplazija
inflamatornih ¢elija, dok su markeri hiperproliferacije citokeratin 16 (eng. CK16 -
Cytokeratin 16), antigen Ki-67 (eng. Antigen KI-67), proliferirajuéi ¢elijski nuklearni antigen
(eng. PCNA - Proliferating cell nuclear antigen), trombomodulin, argirofilna regija
nuklearnih organizatora (eng. AQNORSs; Argyrophilic nucleolar organizer regions) i timidin,
Cija je ekspresija naroCito izrazena U podrucju anulus timpanicus-a, okolnog meatusa i
timpanicke regije [48, 50, 71-74].

Profil ekspresije holesteatoma je slican metastatskom tumoru i hroni¢no
inflamiranom tkivu. Tkivo holesteatoma ispoljava mnoge relevantne tumorske gene, koji bi
mogli mogli imati znacajnu ulogu u patogenezi ovog oboljenja [75]. Jin i saradnici su
dokazali prekomjernu ekspresiju receptora epidermalnog faktora rasta (eng. EGFR -
Epidermal growth factor receptor) u tkivu holesteatoma, isti¢u¢i da bi varijacije u regulaciji
gena za EGFR mogle biti povezane s proliferativnim aktivnostima ovog oboljenja [76].
Ergun i saradnici kao dokaz poremecaja regulacije gena u tkivu holesteatoma navode
prekomjernu ekspresiju transformisuc¢eg faktora rasta (eng. TGF - Transforming growth
factor), kao potentnog stimulatora celijskog rasta i specificnog liganda, uklju¢enog u
aktivaciju EGFR [77].

Koneksini ili proteini intercelularne komunikacije pukotinastim vezama (eng. GJIC
- Gap junction intercellular communication) su porodica strukturalno povezanih
transmembranskih proteina koji se okupljaju da formiraju intercelularne kanale koji
omogucavaju brzi transport odabranih jona i malih molekula, ¢iji poremecaj moze biti
povezan s patogenezom steCenog holesteatoma. Istrazivanja su dokazala poremecaj

regulacije ekspresije i promjenu lokacije koneksina 26 i 43 u tkivu holesteatoma srednjeg
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uha u odnosu na zdravu kozu spoljasnjeg slusnog kanala i retroaurukularne regije [78].
Klenke i saradnici su otkrili znacajno vec¢u ekspresiju gena GJB2 (eng. GJB2 - Gap junction
beta-2 protein), poznatijeg kao koneksin 26, u holesteatomskom tkivu u odnosu na kozu
spoljasnjeg slusnog kanala [75]. Mutacije u koneksin 26 genu imaju potencijal da promijene
razvoj holesteatoma i/ili uticu na agresivnost lezije. Takode se smatraju uzrokom urodenog
nesindromskog senzorineuralnog osteéenja sluha i hiperkeratoti¢nih oboljenja koze [79].

Inflamatorno uzrokovana epitelna proliferacija je povezana s pove¢anom ekspresijom
litickih enzima i citokina, ukljucujuci arahidonsku kiselinu, intercelularni adhezivni molekul
(eng. ICAM - intercellular adhesion molecules), receptorski aktivator za nuklearni faktor kB
ligand (eng. RANKL - Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand ), interleukin-1,
-2 i -6 (eng. IL -Interleukin), matriks metaloproteinaze -2 i -9 (eng. MMP - Matrix
metalloproteinase), kao i faktor nekroze tumora-alfa (eng. TNF-a - Tumor necrosis factor
alpha), koji su djelimi¢no indukovani bakterijskim antigenima, ukljucujué¢i endotoksine kao
Sto su lipopolisaharidi [1, 80, 81]. Povecana proliferativna aktivnost epitelnih celija je
povezana s povecanim jedarnim sadrzajem u bazalnim c¢elijama holesteatoma $to morfoloski
korelira s bazalnom hiperplazijom, narocito u podru¢jima inflamatorne infiltracije [82, 83].

Mast-¢elije su prisutne u velikom broju u tkivu holesteatoma i mogu doprinijeti
hroni¢noj upali. Histamin i aktiviraju¢i faktor trombocita (eng. PAF - Platelet-activating
factor) dovode do poremecéaja funkcije Eustahijeve tube, S§to rezultira poremecajem
mukocilijarnog klirensa. Ovaj proces se pogorsava s IL-1, PAF i TNF-o indukovanom
hipersekrecijom mukusa u srednjem uhu, $to dovodi do povecanja viskoznosti sekreta
[1, 5, 84]. Efektorne celije, ukljucujuci osteoklaste, oslobadaju citokine koji dovode do
propadanja ekstracelularnog matriksa kosti i hiperproliferacije, sto rezultira makroskopski
vidljivom erozijom kosti [1, 5, 8, 84, 85].

Ostali faktori od znacaja za eroziju kosti uklju¢uju kolagenaze, osteoklaste,
osteoblaste, azot- monoksid, bakterije, ukljuc¢ujuci i bakterijske biofilmove, kao i rupturu
retrakcionog dzepa. Veliki broj monocita i makrofaga se akumuliraju u kontakt-zoni izmedu
holesteatoma i kosti, ali samo multijedarni osteoblasti ostaju povezani s nestajanjem
povrsine kosti [52, 86].

Interakcije izmedu keratinocita matriksa i fibroblasta perimatriksa imaju znacajnu
ulogu u procesu homeostaze tkiva unutar holesteatoma. Diferencijacija, proliferacija i
migracija keratinocita matriksa zahtijeva i parakrinu i autokrinu signalizaciju. Keratinociti
oslobadaju proinflamatorne citokine IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i peptid slican paratireoidnom

hormonu (eng. PTHrP - Parathyroid hormone-related peptide), sto indukuje fibroblaste da
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luce nekoliko citokina, kao sto su faktor rasta keratinocita (eng. KGF - Keratinocytes growth
factor), faktor koji stimulise koloniju granulocita i makrofaga (eng. GM-CSF - Granulocyte-
macrophage colony stimulating factor), EGF, TNF-a, faktor rasta koji poti¢e iz trombocita
(eng. PDGF - Platelet-derived growth factor) i TGF-a. Citokini produkovani iz fibroblasta
zauzvrat indukuju diferencijaciju, proliferaciju i migraciju keratinocita matriksa. Osim toga,
TGF-a i TGF-B, preregulisani autokrinim mehanizmom, regulisu proliferaciju i
diferencijaciju keratinocita (Slika 8) [54, 87].
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Slika 8. Sematski prikaz parakrinih i autokrinih interakcija izmedu keratinocita matriksa i
fibroblasta perimatriksa [54].

1.7.6. Medijatori inflamacije i holesteatom srednjeg uha

Nastanak holesteatoma karakterise kaskada reakcija na molekularnom nivou, koje ukljucuju
indukciju matriks metaloproteinaze, oslobadanje radikala kiseonika i ostalih medijatora
inflamacije, sto dovodi do destruktivnog dejstva holesteatoma, zasnovanog na proteolitickoj
aktivnosti, kostanoj resorpciji i regrutovanju inflamatornih ¢elija [88]. Postoje mnogobrojni
celularni i biohemijski procesi, koji nastaju kao posljedica ostecenja tkiva, a koji imaju
znac¢ajnu ulogu za dalji ishod upalnog procesa. Centralno mjesto u upalnom procesu
zauzimaju medijatori inflamacije, koji ukljucuju proteine, peptide, glikoproteine, citokine,
metabolite arahidonske kiseline (prostaglandini, leukotrieni), azot-monoksid i slobodne
radikale kiseonika. Ova jedinjenja proizvode epitelne i endotelne ¢celije, kao i infiltrirajuce

inflamatorne ¢elije. Upalni medijatori su "mac sa dvije ostrice” s obzirom na to da, pored
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potencijala da se izbore protiv infekcije, mogu i da ostete domacina. Upalni proces srednjeg
uha karakteriSe upalna reakcija na akutne ili perzistentne stimuluse koje odlikuje
akumulacija celularnih i hemijskih medijatora u prostoru srednjeg uha [5].

Medijatori inflamacije imaju vodec¢u ulogu u patogenezi upalnog procesa srednjeg
uha i holesteatoma s aspekta pokretanja i odrzavanja upalnog odgovora na infekciju i leziju.
Mogu da budu jedan od razloga $to se kod nekih pacijenata desava progresija iz akutne u
hroni¢nu fazu inflamatornog procesa srednjeg uha, kao i nastanka holesteatoma. Na Slici 9
su Sematski prikazani patoloski efekti medijatora inflamacije kod upalnog procesa srednjeg
uha. Moguce je da neki upalni medijatori, kao sto su histamin i faktor aktivacije trombocita,
dovode do disfunkcije Eustahijeve tube Sto uzrokuje smanjenje mukocilijarnog klirensa.
Histamin takode uzrokuje vazodilataciju, povecavajuci vaskularnu permeabilnost i edem
sluznice srednjeg uha [89-91].
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e Senzorineuralno osteéenje
Stagnacija Mukocilijarna disfunkcija
mukusa

~ Bakterijska kolonizacija

Slika 9. Sematski prikaz patoloskih efekata medijatora inflamacije kod
upalnog procesa srednjeg uha [5].

Faktor aktivacije trombocita je membranski fosfolipidni metabolit koji se oslobada
kroz proces stimulisane preregulacije [92]. Njegove aktivnosti ukljucuju stimulaciju
oslobadanja i metabolizma arahidonske Kiseline, ukljucuju¢i povecanje vaskularne
permeabilnosti i aktivacije neutrofila, monocita i makrofaga [93, 94]. Kao posljedica dolazi
do zadrzavanja bakterijskih produkata, poput lipopolisaharida na c¢elijskim zidovima i
bakterijskih antigena u Supljinama srednjeg uha, sto uzrokuje hroni¢nu upalnu reakciju sa
stalnim oslobadanjem citokina i metabolita arahidonske Kkiseline, konsekventnim

prolongiranjem upale i lediranjem ¢elija domacina [5].
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Drugi mogu¢i mehanizam se odvija putem medijatora inflamacije, kao Sto su
TNF-0, IL-1 i PAF, koji indukuju sekreciju mukusa iz epitela srednjeg uha. To moze da
izazove: povecanu Vviskoznost sekreta, smanjivanje mukocilijarnog klirensa i zadrzavanje
bakterijskih toksina, koji uzrokuju hroni¢ni upalni proces i oslobadanje upalnih medijatora.
U vecini slucajeva, u indukciji formiranja holesteatoma, ucestvuju poremecaji unutrasnje
molekularne regulacije zajedno sa spoljasnjim stimulusima u formi proinflamatornih
citokina, faktora rasta i/ili bakterijskih toksina. Patogenetski razlog nekontrolisane
proliferacije u tkivu holesteatoma ni do danas u potpunosti nije razjasnjen. Citokini koji se
oslobadaju tokom upalnog procesa u perimatriksu holesteatoma mogli bi biti odgovorni za
destrukciju kosti [5, 70].

Mehanizmi nastanka oSte¢enja sluha, ukljucujuc¢i senzoneuralno, kao sekvele
hroni¢ne upale srednjeg uha, jo§ su predmet nauc¢nih studija. U eksperimentalnom
animalnom modelu, aplikacija citokina i lipopolisaharida (LPS), kao bakterijskog toksina,
kroz membranu okruglog prozora izaziva senzorineuralno ostecenje sluha S$to je
identifikovano putem auditivnih evociranih potencijala mozdanog stabla [5]. LPS kao
produkti bakteriolize mogu direktno ostetiti spoljasnje i unutrasnje slusne celije, kao i
membranu tektoriju [95]. Dokazano je da LPS indukuju prekomjernu produkciju citokina u
kohlei i ostecuju reaktivne slobodne radikale, sto pove¢ava permeabilnost hemato-labirintne
barijere [5, 96]. LPS takode uzrokuje ekspresiju sintaze azot-monoksida u razli¢itim
kohlearnim ¢elijama, ukljucujuc¢i unutrasnje, spoljasnje, stubicaste i ivi¢ne, kao i njihovim
nervnim vlaknima [97].

LPS mogu uzrokovati smanjenje kohlearnog protoka krvi, $to se manifestuje
poremecajem mikrovaskularizacije. Transdukcija zvuka je metabolicki zahtjevna, a
normalna funkcija mikrovaskulacije na lateralnom zidu kohlee je presudna u regulaciji
transporta jona i odrzavanju ravnoteze te¢nosti [98-101]. Poremecaj krvne barijere u
podrucju stria vascularis uzrokuje deficit hranjivih supstanci i kiseonika u tkivu i
akumulaciju toksi¢nih metabolita [97]. Isticanje krvnih derivata preko lateralnog zida
kohlee, usljed povecane permeabilnosti, uzrokuje poremecaj jonske hemostaze u endolimfi,
koja se odlikuje inhibicijom recikliranja K-jona, a kao posljedica nastaje senzorineuralno

ostecenje sluha [5].

1.7.6.1. Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a)
Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-«) se isti¢e kao jedan od glavnih medijatora inflamacije,

koji zajedno sa aktivatorom receptora nuklearnog kappa-B liganda (RANKL) i IL-1 i IL-6
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ucestvuje U procesu destrukcije i pregradnje kosti [85, 102]. Dva TNF-a specifi¢na
receptora, nazvana TNF receptor 1 (TNF-R1) i TNF receptor 2 (TNF-R2) imaju sli¢ne
aktivnosti. Oni su ukljuéeni u upalni proces povezan s erozijom kosti, a mogu izazvati i
apoptozu (programirana smrt celija), koja je posebno povezana s TNF-R2. Dokazana je
korelacija stepena ekspresije (broja receptora) TNF-a u tkivu stecenog holesteatoma
srednjeg uha sa stepenom inflamacije. Medutim, precizni mehanizmi u procesu njihovog
djelovanja jos su predmet naucnih istrazivanja [103].

TNF-a, koji je identifikovan u holesteatomu, promovise resorpciju kosti razli¢itog
stepena. Njegov direktan uticaj se ogleda u diferencijaciji i maturaciji osteoklasta, a
indirektno i na kostani matriks [104]. TNF-a nije jedini faktor ukljuen u resorpciju kosti,
gdje on djeluje u saradnji s IL-1 i RANKL. Navedene supstance mogu zajedno regrutovati,
diferencirati i aktivirati osteoklaste. Lokalni nivo TNF-a je u direktnoj povezanosti sa
stepenom destrukcije kosti kod ste¢enog holesteatoma srednjeg uha [105]. TNF-a produkuju
aktivirani makrofagi, limfociti ili monociti, a glavni podsticaj za njegovu proizvodnju su
lipopolisaharidi, koji ¢ine sastavni dio membrana gram-negativnih bakterija [103, 106].
Nakon proizvodnje i oslobadanja, TNF-a se veze za specificne receptore TNF-R1 i
TNF-R2, produkujuéi bioloske efekte. TNF receptori, a posebno TNF-R2, mogu pokrenuti
apoptozu. Glavni fizioloski u¢inak TNF-a je promovisanje imunoloskog i upalnog odgovora
regrutovanih neutrofila i monocita na mjestu infekcije s njihovom popratnom aktivacijom iz
Cega proizlaze njegovi brojni efekti u organizmu. Osloboden u nizim koncentracijama,
djeluje na endotelne ¢elije uzrokujuéi vazodilataciju i podsticudéi te ¢elije da lu¢e hemokine
[107].

Yong-Soo i saradnici su istrazuju¢i znacaj TNF-a kod hroni¢nog sekretornog otitisa
na animalnom modelu - stakoru, indukovanom s endotoksinom Pseudomonas aeuroginosa,
dokazali moguc¢nost inhibicije upalnog procesa primjenom TNF-a antagonista (sa TNF-R1),
§to moze imati visok znacaj kod lijecenja sekretornog otitisa, prevencije komplikacija i
holesteatoma [108].

Yetiser i saradnici su pronasli znacajno vise nivoe TNF-a i IL-1 kod 20 pacijenata s
hroni¢cnom upalom srednjeg uha i holesteatomom u odnosu na 16 pacijenata bez prisustva
holesteatoma i zakljucili da je destrukcija kosti posredovana ovim citokinima [109]. TNF-a,
TGF-beta 1 1 2 1 IL-1 i IL-6, su imunolokalizovani u epitelnom 1 subepitelnom sloju
holesteatoma humanog porijekla, s veéim intenzitetom bojenja u poredenju s

neinflamiranom kozom spoljasnjeg slusnog kanala. PoviSen nivo navedenih medijatora
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inflamacije u epitelnom sloju i stromi holesteatoma znacajno korelira sa stepenom erozije
slusnih koscica i1 okolne kosti, kao i sa prisustvom granulacionog tkiva [110].

Hipoteticki TNF-a djeluje direktno uzrokujué¢i eroziju kosti, a indirektno
stimulacijom oslobadanja lizozomalnih enzima. Istrazivanja su dokazala znac¢ajno povec¢an
nivo TNF-a i lizozomalnih enzima u epitelu i subepitelnom tkivu holesteatoma u
komparaciji sa zdravom kozom. Nivoi ovih indeksa odrazavaju klini¢ku ozbiljnost bolesti,
Sto se odrazava njihovim znacajnim porastom u slucajevima erozije dvije ili tri slusne
koscice, duralne ploce, kostanog kanala sinusa, facijalnog nerva i prosirenih holesteatoma
[111]. I dalje se sprovode istrazivanja 0 potencijalnoj terapijskoj upotrebi TNF-o antitijela i
sistemskih inhibitora TNF-o u suzbijanju upalnog procesa, a samim tim i inhibicije procesa
destrukcije kosti [112].

1.7.6.2. Interleukini

Interleukini (IL) imaju znacajnu ulogu u aktivaciji i diferencijaciji imunoloskih ¢elija, kao i
u njihovoj proliferaciji, sazrijevanju, migraciji i adheziji. Takode, imaju proupalna i
protivupalna svojstva. Primarna funkcija interleukina je, dakle, modulacija rasta,
diferencijacija i aktivacija tokom upalnih i imunoloskih odgovora. Interleukini se sastoje od
velike grupe citokina (izlu¢enih proteina /signalnih molekula), koji mogu izazvati brojne
reakcije u ¢elijama i tkivima, vezujuci se za receptore visokog afiniteta na povrsini celija.
Imaju i parakrinu i autokrinu funkciju [113]. Interleukin -1 citokini (IL-1a, IL-1p i IL-1Ra)
imaju znacajnu ulogu u imunoloskoj regulaciji 1 upalnim procesima indukujuci ekspresiju
mnogih efektornih proteina, kao §to su citokini/hemokini, sintetaze azot-monoksida i matriks
metaloproteinaze [114].

Barskby i saradnici isti¢u znacaj porodice IL-1, ukljucujucéi IL-10, IL-1 i antagonist
receptora IL-1, kao vazne komponente urodenog imunoloskog sistema. IL-1B nije samo
vazan genetski faktor domacina, ve¢ je i klju¢ni proinflamatorni citokin, koji moze regulisati
ekspresiju nekoliko molekula ukljuc¢enih u proces inflamacije [115].

IL-1 se prvenstveno sintetizuje aktivacijom makrofaga. Za stimulaciju produkcije
IL-1 odgovorni su LPS i leukotrieni [116-118]. TNF takode stimuli$e sintezu I1L-1 [119].
Faktor aktivacije trombocita moze povecati produkciju IL-1 oslobadanjem metabolita
leukotriena [120]. Brojne razlicite ¢elije, zaduzene za regulaciju imunog odgovora, mogu da
produkuju IL-1. Dokazano je takode da IL-1 stimuliSe sintezu TNF, IL-2, IL-6 i IL-8,
pospjesuje oslobadanje drugih citokina i stimulise metabolizam arahidonske kiseline u

putevima ciklooksigenaze i lipooksigenaze [121-126]. IL-1 indukuje proizvodnju IL-1 u
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neutrofilima mehanizmom pozitivne povratne sprege, kao i molekule adhezije ¢elija (ICAM
-1, VCAM - 1) koje potom stimulisu migraciju leukocita [127-129].

IL-1 se sastoji od dva glavna 17kDa polipeptida, IL-1a i IL-1pB. Pronadeni geni na
hromozomu 2 kodiraju ove dvije molekularne vrste, koje imaju iste bioloske aktivnosti i
vezuju se za isti receptor na povrsinama ¢elija [116, 130]. IL-1p uglavnom produkuju upalne
¢elije kao $to su makrofagi i monociti i oslobadaju ga u ekstracelularni prostor, dok je
IL-1a lokalizovan intracelularno ili na povrsini tih ¢elija [131, 132].

Epitelne celije holesteatoma i upalne ¢elije okolnog granulacionog tkiva mogu da
produkuju IL-1. Nivoi IL-1a i IL-1p su znacajno veci kod holesteatoma nego u normalnom
plocastom epitelu. IL-1 je ukljucen u proces kostane resorpcije, a dokazano je i da stimulise
proliferaciju keratinocita [133, 134]. IL-1 je jedna od najaktivnijih supstanci koje izazivaju
resorpciju kostiju aktivacijom osteoklasta [135]. Ovo unistavanje kosti posredovano IL-1 je
jedna od klinickih karakteristika koje signalizuju pocetak hroni¢ne upale srednjeg uha.
Schilling 1 saradnici ukazuju da se IL-1 moze osloboditi dezintegracijom keratinocita i ¢elija
monocitno-makrofagne loze, stimulisati proliferaciju holesteatomskog epitela na autokrini
nacin i doprinijeti intenzivnijoj razgradnji kosti u prisustvu holesteatoma [136].

Britze i saradnici, analizirajuci 44 profila citokina u holesteatomu i okolnom tkivu,
pronalaze visoke nivoe IL-8, IL-21 i niske IL-6 kod holesteatoma u poredenju s kozom
spoljasnjeg slusnog kanala. Autori navode da IL-21 moze imati vaznu ulogu u funkciji
epitela i patogenezi holesteatoma zbog sposobnosti da indukuje hiperplaziju [137]. Miyasato
i saradnici, istrazuju¢i odnos upalnih mehanizama odgovornih za apsorpciju kosti i
proliferaciju epitelnih ¢elija holesteatoma, pronalaze znac¢ajnu inhibiciju ekspresije RANKL
I Ki-67, odgovornih za produkciju IL-6 i IL-8 nakon tretmana s Dexametason-om. Autori
ukazuju na potrebu buducih istrazivanja o antiinflamatornoj ulozi kortikosteroida kod

holesteatoma srednjeg uha [138].

1.7.6.3. Matriks metaloproteinaze

Matriks metaloproteinaze (MMP) pripadaju porodici cink-metaloenzima koji se lu¢e kao
latentni proenzimi i aktiviraju tokom precesa proteoliti¢ke razgradnje [139]. MMP su visoko
homologne, multidomenske, metaloproteinaze vezane za cink (Zn?*) koji razgraduju razli¢ite
proteinske komponente ekstracelularnog matriksa [140]. MMP su podijeljene na osnovu
specificnosti njihovih aktivnosti i strukturalnih karakteristika na kolagenaze, Zelatinaze,
stromelizine, matrilizine, membranski tip (MT-MMP) i ostale MMP. Razli¢ite klase MMP

imaju specifi¢ne strukturalne karakteristike, koje ih razlikuju od prototipske MMP strukture.
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Tipicna MMP se sastoji od propeptida, katalitickog metaloproteinaza domena, vezivnog
peptida i hemopeksin domena [141-143].

MMP-2 i MMP-9 pripadaju porodici Zelatinaza i sintetiSu Se u Keratinocitima,
monocitima, alveolarnim makrofagima, polimorfonuklearnim neutrofilnim granulocitima i
¢elijama brojnih malignih tumora. MMP-2 i MMP-9 su odgovorne za razgradnju zZelatina,
laminina i nidogena, a dokazano je da MMP-1 moze razgraditi i nativni kolagen tipa I i
pokrenuti proteoliticku aktivnost MMP-9 i MMP-13. Istrazivanja su dokazala da MMP- 9
vrsi razgradnju kolagena tipa IV [144, 145].

MMP promovisu ¢elijsku proliferaciju, migraciju i diferencijaciju i mogu imati
ulogu u ¢elijskoj apoptozi, angiogenezi, reparaciji tkiva i imunom odgovoru. Takode, mogu
uticati na bioaktivne molekule na ¢elijskoj povrsini i modelirati razlicite ¢elijske i signalne
puteve. Promjene u ekspresiji i aktivnosti MMP dogadaju se u normalnim bioloskim
procesima, poput graviditeta i zarastanja rana, ali su, takode, uocene i kod kardiovaskularnih
oboljenja kao sto su ateroskleroza, aneurizma i venski varikoziteti, osteomuskularnih
poremecaja poput osteoartritisa i resorpcije kostiju te kod razli¢itih vrsta karcinoma. MMP
su takode ukljucene u progresiju i invaziju tumora [140].
keratinocite, osteoblaste, ¢elije dendrita, makrofage, granulocite i T-¢elije [146]. MMP-9
ima klju¢nu ulogu u migraciji inflamatornih ¢elija i destruktivnom ponasanju holesteatoma
iako nivo MMP-9 u serumu ne mora direktno da odrazava opseg lokalne tkivne inflamacije
[147]. Uloge u upalnim procesima s remodeliranjem kosti, poput periodontitisa, pripisuju se
MMP-9 (92 kDa Zelatinaza) i MMP-2 (72 kDa Zelatinaza), koje degradiraju bazalnu
membranu kolagena tipa 1V [140].

Imunohistohemijski je utvrdena ogranicena ekspresija MMP-9 i MMP-2 u epitelnim
¢elijama bazalnih i suprabazalnih slojeva holesteatoma, znacajnije MMP-9, u odnosu na
tkivo spoljasnjeg slusnog kanala [148]. Preregulacija MMP-9 nije direktno indukovana
glavnom debris komponentom bakterijskog endotoksina, keratinom ili holesterolom, ve¢
raznim citokinima koji su prisutni u debrisu i granulacionom tkivu. Mogué¢i model
preregulacije MMP-9 u epitelnim ¢elijama holesteatoma, uklju¢enim u imunoloski odgovor
na bakterijske produkte, zasnovan je na stimulaciji makrofaga u degradaciji tkiva i
poizvodnji citokina. Ovi citokini mogu stimulisati epitelne ¢elije da proizvode citokine i
proteaze [149].

Naim i saradnici isti¢u da se MMP-2 i MMP-9 ponasaju kao destruktivni sistem u

ekstracelularnom matriksu holesteatoma, promovisuci prekompoziciju okolnih tkiva. Autori

26



su dokazali znacajno vecu ekspresiju MMP-2 i MMP-9 kod holesteatoma u odnosu na
bazalne i suprabazalne slojeve zdrave koze spoljasnjeg sluSnog hodnika [150]. Erbek i
saradnici isti¢u da prekomjerna ekspresija dezintegrina i proteina, iz porodice MMP-10, -12
I -17 u holesteatomu, moze imati veliki znacaj u budué¢im izuCavanjima patogeneze i
modaliteta lije¢enja holesteatoma. Ovi proteini posjeduju adheziju molekula, uticu na
proteoliticko oslobadanje molekula s povrSine ¢elije i imaju vaznu ulogu u oslobadanju
medijatora poput faktora rasta, hormona i hemokina [151].

Welkoborsky tvrdi da bakterije unutar retrakcionog dzepa proizvode antigene Kkoji
aktiviraju razlic¢ite citokine i liticke enzime (ICAM, RANKL, IL-1, IL-2, IL-6, MMP-2 i
MMP-9), uzrokujuci degradaciju ekstracelularnog kostanog matriksa i eroziju kosti [70].
Rezende i saradnici su dokazali ekspresiju gena za MMP i njihove specifi¢ne inhibitore (eng.
TIMP - tissue inhibitor of metalloproteinases) putem RNA testova u tkivu holesteatoma i
njihovu povezanost s tezinom bolesti [152].

1.7.7. Vaskularni aspekti

Hiperproliferativni epitelni rast holesteatoma podrzavaju brojni krvni sudovi, nastali kao
posljedica povecane vaskularizacije. Stromu holesteatoma karakteriSe mnostvo krvnih
sudova s intaktnom bazalnom membranom, posebno u podrucjima s obilnom infiltracijom
makrofaga. Perivaskularnu ¢elijsku infiltraciju obiljezavaju angiogenetski faktori kao sto su
Klaster diferencijacije 3 (eng. CD3 - Cluster of differentiation 3), KiM8, TGF-alfa,
vaskularni endotelni faktor rasta (eng. VEGF - Vascular endothelial growth factor) i humani
histokompatibilni antigen (eng. HLA-Il - Human histocompatibility antigen) kao markeri
¢elijske aktivacije. Endotelne ¢elije pokazuju intercelularne adhezijske molekule (ICAM-1,

ICAM-2) i receptore vaskularnog endotelnog faktora rasta u pove¢anom boju [153].

1.7.8. Mikrobioloski faktori

Kao i u mnogim hroni¢nim infekcijama, holesteatom pokazuje povezanost s biofilmom
bakterijske infekcije i/ili kolonizacije. Pseudomonas aeruginosa se smatra najrelevantnijim
bakterijskim agensom u patogenezi holesteatoma, potom slijede Staphylococcus aureus i
Proteus mirabilis. Biofilmovi dovode do ostec¢enja klirensa, jer su bakterije unutar biofilma
dobro zasticene od odbrambenih mehanizama domacina, kao i sistemskih ili lokalnih
antibiotika [5, 154]. Gram pozitivni anaerobni koki, Bacteroides spp. i Fusobacterium spp.
su pronadeni u 50% analiziranih tkiva holesteatoma. Ekspresija beta-laktamaza kod
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prethodno navedenih anaerobnih bakterija je Cesta I tu Cinjenicu treba uzeti u obzir kod

antibiotske terapije ili perioperativne profilakse [155].

1.7.9. Medijatori inflamacije i sekundarni limfni organi

Kim i saradnici pronalaze visok stepen ekspresije pojedinih medijatora upalnog odgovora
(TNF-a, IL-6, IL-1a) kod ispitanika s opstruktivnom sleep apnea-om, ¢ime se podrzava
hipoteza po kojoj povecani lokalni i sistemski upalni odgovor podsti¢u tonzilarnu
proliferaciju, dok Passali i saradnici tvrde da visoke tkivne koncentracije pojedinih citokina
(TNF-a, IL-1, IL-6) dugoro¢no slabe imunolosku aktivnost i izazivaju patogene efekte
[156, 157].

Todorovié 1 saradnici, istrazuju¢i imunoregulatorne citokine kod hroni¢nog
tonzilitisa, dokazuju da je produkcija Thl-citokina TNF-a i interferona gama (eng. IFN-y -
Interferon gamma) kod rekurentnog tonzilitisa bila ve¢a u komparaciji s tonzilarnom
hipertrofijom. Autori su dokazali da je kod obje forme tonzilitisa produkcija Thl-citokina
bila znacajno ve¢a u komparaciji s produkcijom Th2-citokina (IL-6, 1L-4), sto ukazuje na
predominaciju celularnog u odnosu na humoralni tip imunog odgovora [158].

Komorowska i saradnici, proucavajuéi citokine, lokalno produkovane od strane
limfocita, izolovanih iz hipertroficnih nazofaringealnih i palatinalnih tonzila, dokazuju
visoku koncentraciju IL-2, IL-4, IL-5, TNF-a i IFN-y u kulturama palatinalnih, u odnosu na
nazofaringealne ¢elije. Autori ukazuju na predominaciju celularnog imunog odgovora (Th1)

u tkivu palatinalnih tonzila [159].
1.8. Klinicka slika i dijagnoza holesteatoma srednjeg uha

1.8.1. Klini¢ka slika holesteatoma srednjeg uha

Evolucija nastanka i razvoja holesteatoma srednjeg uha ¢esto moze da traje godinama bez
naglaSene klini¢ke manifestacije bolesti i bez prisustva agresivnih karakteristika, koje obi¢no
upucuju na potencijalni nastanak i razvoj otogenih komplikacija. Anamnesticki podaci kod
vecine pacijenata ukazuju na sporadi¢nu, oskudnu i fetidnu sekreciju iz spoljasnjeg slusnog
kanala, oslabljen sluh razli¢itog stepena, Sumove u uhu, ponekad bol u podru¢ju uha i okolne
regije, glavobolju, vrtoglavicu i nestabilnost pri hodu i stajanju. Gubitak slusne funkcije
moze biti evolutivno sporijeg, ali u nekim slucajevima i progresivnijeg toka. Inicijalno
konduktivno oste¢enje sluha, usljed progresije bolesti i Sirenja patomorfoloskih procesa s

konduktivnog aparata srednjeg uha na kohleu, vremenom prelazi u mjesovito, a potom u
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ireverzibilno senzorineuralno ostecenje. Osteodestruktivne promjene na semicirkularnim
kanalima, posebno horizontalnom, uzrok su nastanka vestibularne disfunkcije, koja se
manifestuje vrtoglavicom i nestabilnos¢u pri hodu i stajanju [32, 54, 160, 161].

Prije antibiotske ere, holesteatomi su bili vrlo podlozni sekundarnim bakterijskim
infekcijama pa su u klinickoj slici, osim specifi¢nih otoloskih simptoma, vrlo ¢esto bili
prisutni simptomi i znakovi infektivnog sindroma [162]. Posebna paznja se mora posvetiti
otoskopskom pregledu kod pedijatrijskih pacijenata, s obzirom na nespecifi¢cnu anamnezu i
atipi¢nu klinicku sliku, narocito u slu¢ajevima jednostranih i suptilnijih formi holesteatoma
[163]. Recidivirajuca ili permanentna sekrecija iz uha u vremenskom trajanju duzem od 14
dana, koja je na antibiotsku terapiju ¢esto rezistentna, kao i prisustvo progresivnog oste¢enja
sluha kod operativno tretiranog srednjeg uha, vrlo ¢esto ukazuju na prisustvo holesteatoma
[164].

1.8.2. Dijagnoza holesteatoma srednjeg uha

Dijagnoza holesteatoma srednjeg uha se postavlja na osnovu anamneze, klinicke slike,
otoskopskog/otomikroskopskog/otoendoskopskog i ostalog otorinolaringoloskog pregleda,

kao i dodatnih mikrobioloskih, radioloskih i audioloskih dijagnostickih pretraga.
1.8.2.1. Klinic¢ki otorinolaringoloski pregled
1.8.2.1.1. Otoskopski preged

Otomikroskopskim i/ili otoendoskopskim pregledom se daje prednost u odnosu na klasi¢ni
otoskopski jer omoguc¢ava optimalnu i najefektivniju vizuelizaciju anatomskih struktura
spoljasnjeg 1 srednjeg uha u dijagnostici holesteatoma, a posebno kod postoperativne
evaluacije. Najcesce se uocava suva ili vlazna ivi¢na perforacija membrane timpani, koja
moze obuhvatati razli¢ite segmente, zavisno od tipa hroni¢nog upalnog procesa srednjeg
uha. U odnosu na podtip perforacije, najvecu ucestalost pokazuju atik, zadnja-gornja i
perforacija koja zahvata sve segmente membrane timpani, oznac¢ena kao subtotalni defekt.
Tipican otomikroskopski nalaz ukazuje na prisustvo matriksa holesteatoma, karakteristi¢ne
sedefasto-bjelicaste boje, koji prominira kroz perforaciju membrane timpani, a u nekim
slu¢ajevima je vidljivo i prisustvo granulacija u kavumu timpani (Slika 10). Ukoliko
granulacije epiteliziraju, nastaje polip koji ¢esto prominira kroz perforaciju iz kavuma
timpani u spoljasnji slusni kanal, $sto moze u znacajnoj mjeri potencirati proces osteolize
kostanih struktura. Uobicajen nalaz su i znakovi destrukcije zadnjeg-gornjeg kostanog zida

spoljasnjeg slusnog kanala i lateralnog atika [32, 40, 165].
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Otomikroskopski pregled dodatno omoguéava mikroaspiraciju sekreta ili sadrzaja iz
spoljasnjeg slusnog kanala, srednjeg uha i postoperativnih trepanacionih kaviteta, uzimanje
brisa sekreta za mikrobiolosku analizu i biopsiju patoloske promjene za patohistolosku
dijagnostiku. Prednost otoendoskopskog u odnosu na otomikroskopski pregled se ogleda u
mogucnostima preciznijeg uvida i pristupa takozvanim slijepim lokacijama (eng. "Blind
Spots"), gdje se Cesto uocava prisustvo holesteatoma, kao Sto su atik, hipotimpanon,

protimpanon, sinus timpani i facijalni recesus [166].

Slika 10. Otoendoskopski prikaz: (a) holesteatom u prednjem atiku, koji inicijalno raste u
pars flaccida i Siri se prema glavi maleusa; (b) mezotimpanicki holesteatom s inicijalnim
rastom u zadnjoj polovini pars tensa, koji se siri medijalno duz
stapesa i u sinus timpani [30].

1.8.2.1.2. Ostali Kklini¢ki otorinolaringoloski preged

Zbog bliskog anatomskog odnosa srednjeg uha s farinksom, tonzilarnim tkivom i
sinonazalnim kompleksom, osim uzimanja anamnestickih podataka, neophodno je sprovesti
detaljan rinoskopski i orofaringoskopski pregled. Hroni¢na oboljenja nosa, sinusa, zdrijela i
krajnika, devijacija nosne pregrade, prisustvo atopizma, sistemskih i opstih oboljenja u
zna¢ajnoj mjeri mogu da uti¢u na poremecaj funkcije Eustahijeve tube. Opstrukcije nosa
razli¢ite etiologije uti¢u na poremecaj pneumatizacije srednjeg uha, sto ima za posljedicu
nastanak recidiva holesteatoma. Dokazano je da operacija devijacije nosne pregrade dovodi
do poboljsanja funkcije Eustahijeve tube i pozitivno prognosticki uti¢e na ishod operativnog
lijeCenja srednjeg uha. Ispitivanje kranijalnih nerava s naglaskom na facijalni nerv bi takode
trebalo sprovesti [32, 40].

1.8.2.2. Radioloska dijagnostika
Klasi¢na radiografska ispitivanja (RTG pregled mastoida po Schuller-u i piramide po

Stenwers-u) se danas sve rjede koriste u dijagnostici holesteatoma. Kompjuterizovana

30



tomografija (KT) i magnetna rezonanca (MR) s visokom rezolucijom, programima za
izdvojeno prikazivanje kostanih struktura i finim diferenciranjem mekotkivnih struktura,
revolucionarno su izmjenile radiolosku dijagnostiku i evaluaciju otoloskih oboljenja. KT
pregled temporalne kosti kod holesteatoma srednjeg uha, osim njegovog prisustva,
lokalizacije 1 ekstenzivnosti, karakterise hipopneumatizacija ili sklerozacija mastoida s
osteodestrukcijom kostanih zidova spoljasnjeg slusnog kanala, kavuma timpani, mastoida,
sigmoidnog sinusa, facijalnog kanala i labirinta. Kod atik holesteatoma osikule su
dislocirane medijalno i skutum je destruisan. Na aksijalnim presjecima kod pars tensa
holesteatoma, prisutna je prosirenost U lateralni atik, aditus ad antrum, prostor iza inkusa i
dislokacija osikula. Kod ekstenzivnijih formi usljed izraZene osteolize, Cesto su prisutne
dehiscencije u podru¢ju tegmena atika, kanalu facijalnog nerva i sigmoidnog sinusa, kao i

fistule na lateralnom polukruznom kanalu i promontorijumu (Slika 11).

Slika 11. KT temporalne kosti (koronalni i aksijalni presjek): lijevi kavum timpani
deformisan i izraZeno prosiren, u cjelini ispunjen holesteatomom, koji ekstendira u
spoljasnji siusni hodnik i mastoidni kavum; maleus i inkus destruisani; tegmen timpani
diskontinuiran — komunikacija sa endokranijalnim prostorom; diskontinuiran lateralni zid
lateralnog semicirkularnog kanala — fistula ostvaruje kontakt sa srednjim uhom.

Prednosti MR dijagnostike u dijagnostici holesteatoma imaju znacaj kod sumnje na
razvoj ili prisustvo intrakranijalne otogene komplikacije gdje se preciznije moze procijeniti
intrapetrozna i/ili ekstrapetrozna prosirenost mekotkivnih struktura i direktno vizualizitrati
facijalni i vestibulo-kohlearni nerv, endokranijalne i vaskularne strukture (Slika 11) [32, 39,
54, 165].

1.8.2.3. Audioloska dijagnostika
U audioloskoj dijagnostici holesteatoma srednjeg uha standardnu proceduru ¢ini tonalna

liminirana audiometrija. Najznacajnije klinicke parametre u preoprativnoj procjeni i
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postoperativnoj evaluaciji slusne funkcije ¢ine prosjecni prag sluha i "vazdusno-kostani
zjap". Prosjec¢ni prag sluha (eng. PTA; pure tone average) se temelji na prosje¢noj vrijednosti
praga sluha za vazdusnu provodljivost na cetiri frekvencije 0,5, 1, 2 i 4 kHz, dok se razlika
izmedu prosjecne vrijednosti praga sluha za vazdusnu i kostanu provodljivost na tri
frekvencije 0,5 Hz, 1 kHz i 2 kHz, oznacava kao "vazdusno-kostani zjap" ili "vazdusno-
kostana pukotina™ (eng. ABG; air-bone gap) [167, 168].

Obicno je prisutno konduktivno osteCenje sluha razlic¢itog stepena, zavisno od
stepena prosirenosti bolesti i duzine trajanja oboljenja. Progresijom oboljenja i ve¢im
stepenom ostecenja konduktivnog aparata, konduktivna nagluvost se transforimise u
mjesovito, a potom u senzorineuralno osteCenje zbog toksi¢nog efekta medijatora
inflamacije na unutraSenje uho. Umjereni konduktivni deficit visi od 40 dB ukazuje na
diskontinuitet osikularnog lanca, obi¢no u podru¢ju dugog kraka inkusa i suprastruktura
stapesa. Kod ekstenzivnijih formi bolesti, nekada moze biti prisutno blago konduktivno
ostecenje sluha jer holesteatom moze direkno provoditi zvu¢nu energiju na suprastrukture
ili bazalnu plo¢u stapesa, ¢ine¢i fenomen takozvane prirodne miringostapediopeksije ili
kolumela efekat. Vestibularno ispitivanje se provodi testovima ortostatike, ispitivanjem
spontanog nistagmusa, testom perilimfne fistule labirinta, head shaking i head impuls testom
I kalorijskim ispitivanjem toplim vazduhom. Kalorijski test pokazuje najcesée hipotoniju

labirinta na strani oboljelog labirinta [54, 165]

1.8.2.4. Mikrobioloska dijagnostika

S obzirom na blisku vezu izmedju agresivnih karakteristika holesteatoma i recidivirajucih
bakterijskih superinfekcija vrlo je vazno detaljno sagledavanje bakterioloskih uzrocnika,
narocito na polju adekvatne restitucije postoperativne rane, redukcije agresivnog potencijala
holesteatoma i sprijecavanja pojave komplikacija. Konvencionalni brisevi uha, uzeti pod
direktnom kontrolom ambulantnog ili operativnog mikroskopa, pouzdani su u uspostavljanju
preoperativnog mikrobioloskog profila. Medu najcesce izolovanim bakterioloskim sojevima
kod holesteatoma srednjeg uha su Pseudomonas aeruginosa (51%), Staphylococcus aureus
(31%) i Proteus species (17%). Posebnu paznju u postoperativnom toku treba posvetiti
prevenciji intrahospitalne infekcije rezistentnim sojevima, medu kojima prednjace sojevi

Pseudomonas aeruginosa [169, 170].
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1.9. Terapija holesteatoma srednjeg uha

1.9.1. Konzervativna terapija holesteatoma srednjeg uha

Konzervativna terapija kod holesteatoma srednjeg uha ne omogucéava potpuno izljecenje i
nije terapija izbora kod ove bolesti. Upotreba empirijske antibiotske terapije se preporucuje
kod potencijalne infekcije sa bakterijom Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus
I anaerobnim uzro¢nicima i prije dobijanja rezultata mikrobioloske analize brisa sekreta uha
na biogram i antibiogram. Najefikasniji u suzbijanju infekcije su antibiotici iz reda
fluorohinolona (Ciprofloxacin, Levofloxacin) [162, 170]. Lokalna aplikacija antibiotsko-
steroidnih kapi kod pacijenata sa znakovima akutne infekcije, poput sekrecije iz uha, moze
da redukuje pojavu inflamacije i granulacionog tkiva. Znacaj konzervativne terapije se
ogleda u kontroli preoperativnih infekcija ili inflamacija i eradikaciji postoperativnih
komplikacija [45, 171].

1.9.2. Hirurska terapija holesteatoma srednjeg uha

Hirursko lijeCenje holesteatoma srednjeg uha je terapija izbora i podrazumijeva
primjenu dvije bazi¢ne tehnike timpanoplastike s modifikacijama [12]:
a) zatvorena tehnika s o¢uvanim zadnjim kostanim zidom spoljasnjeg slusnog kanala
(eng. CWU - canal wall-up),
b) otvorena tehnika s uklonjenim zadnjim kostanim zidom spoljasnjeg slusnog
kanala (eng. CWD - canal wall-down),
¢) timpanomastoidektomija (radikalna mastoidektomija).
Izbor hirurskih tehnika ostaje kontroverzan i obi¢no se odlucuje na osnovu prisustva
ili odsustva holesteatoma, njegove lokalizacije i prosirenosti, stanja sluznice srednjeg uha i
stepena ostecenja sluha [172]. Otvorena tehnika timpanoplastike je metoda izbora u lijecenju
hroni¢ne upale srednjeg uha s holesteatomom [173]. Stankovi¢ i saradnici navode da su
slabiji preoperativni nalaz sluha, primjena otvorene tehnike, mlada dob, bilateralni
holesteatom, ostecenje oskularnog lanca, kao i revizione operacije direktno povezani sa
slabijim funkcionalnim rezultatima nakon hirurskog tretmana. Autori smatraju da je
zatvoreni tip timpanoplastike tehnika izbora za atik i sinus tympani holesteatom, dok za
tensa holesteatom vise preporucuju otvoreni tip tehnika [174, 175].
Vartiainen i saradnici navode da 71% recidiviraju¢ih holesteatoma ¢ine rezidualni
holesteatomi i da se pravilnim izborom hirurske tehnike za vrijeme prvog operativnog akta

njihova ucestalost moze smanjiti i za 50% [176]. Mercke navodi da ucestalost rekurentnog
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holesteatoma kod zatvorene tehnike, tokom prve postoperativne godine, iznosi 37,5% i da
se ona vremenski linearno povecava [177]. Cook i saradnici su izvijestili da modifikovana
radikalna mastoidektomija pruza relativno siguran hirurski pristup za uklanjanje hroni¢ne
bolesti srednjeg uha i mastoida i daje reproducibilne rezultate [178].

Timpanoplastika u dva akta kod holesteatoma srednjeg uha je indikovana kada se
tokom prvog akta daje prioritet kompletnoj eksciziji patoloskog procesa, dok se
rekonstrukcija osikularnog lanca i restitucija slusne funkcije prolongira za takozvani
"seconde stage" ili drugi akt. "Seconde stage" hirurgija je obavezna s ciljem iskljucivanja
rezidualnog ili recidivantnog holesteatoma, s obzirom na to da klinicki i otoskopski pregledi
nisu pouzdani prediktori za ovu indikaciju [179, 180]. Sanna i saradnici isticu da
prezervacija sluznice srednjeg uha i rekonstrukcija defekta skutuma, kao i pneumatskog
prostora ¢ine glavne principe u hiruruskoj eradikaciji recidiva holesteatoma. [181].

Arsovi¢ 1 saradnici, istrazuju¢i povezanost pojedinih tipova hirurskih tehnika s
pojavom postoperativnih recidiva holesteatoma, isti¢u da tokom prvih godina dominira
pojava rezidualnog, a kasnije (8-15 godina) recidiviraju¢eg holesteatoma. Autori su dokazali
statisticki znacajno manju incidencu recidiva holesteatoma nakom primjene otvorene

tehnike timpanoplastike [182].

1.10. Komplikacije holesteatoma srednjeg uha

Zbog izrazito agresivnih osteodestruktivnih karakteristika, holesteatom je u preko 80%
slu¢ajeva odgovoran za nastanak, nekada po zivot opasnih, egzokranijalnih i endokranijalnih
otogenih komplikacija. Stoga je veoma vazno proucavanje mehanizama putem kojih stec¢eni
holesteatom dovodi do destrukcije kosti [2, 3]. Tipi¢ni steCeni holesteatom srednjeg uha,
povezan s hroni¢nom upalom srednjeg uha, moze dovesti do kostane resorpcije temporalne
kosti, destrukcije osikularnog lanca i oticke kapsule, fistule labirinta, infiltracije mastoidnog
nastavka, pareze ili paralize facijalnog nerva, dubokih apscesa na vratu, konduktivne i
senzorineuralne nagluvosti, vestibularne disfunkcije, neuropatija, sistemske infekcije,
hroni¢nog bola i izmijenjenog mentalnog statusa. Ostale endokranijalne komplikacije
ukljucuju trombozu lateralnog sinusa, meningitis, meningoencefalitis, cerebralni apsces u

temporalnoj i parijetalnoj regiji i cerebelarni ekstraduralni apsces (Slika 12) [1, 68].
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Slika 12. MR endokranijuma (T1W+C, aksijalni i sagitalni prikaz): epiduralni apsces na
konveksitetu desne hemisfere malog mozga: desni sigmoidni sinus bez normalne
opacifikacije i dilatiran zbog sadrzaja tromba: erozija prednjeg zida i komunikacija s
desnim mastoidnim nastavkom i srednjim uhom, koji su ispunjeni granulacionim tkivom.

1.11. Prognoza holesteatoma srednjeg uha

Oko 10% hroni¢nih upalnih procesa srednjeg uha u djec¢jem uzrastu su udruzeni S pojavom
holesteatoma [4]. Postoperativne komplikacije i recidivi su ¢es¢i kod ste¢enog u odnosu na
kongenitalni holesteatom. Najznacajniji pozitivni prognosti¢ki faktor ¢ini rana detekcija
oboljenja, a preporuke pojedinih autora ukazuju da bi stopa recidiva trebalo da bude manja
od 10% [11, 13,183, 184]. Klinicka i otoskopska/otomikroskopska dijagnoza rezidualne ili
rekurentne bolesti nakon zatvorene tehnike timpanoplastike je nepouzdana, pa je prije
obavezne "second-look" operacije indikovana kompjuteriozovana tomografija visoke
rezolucije i konvencionalna ili magnetna rezonanca s kontrastom [185]. Postoperativna
evaluacija je obavezna zbog rizika od nastanka infekcije, stenoza i recidiva holesteatoma
[186]. Pojedine preporuke nalazu pracenje tokom cijelog zivota zbog visoke incidence
odgodenog recidiva [180]. Dokazane faktore rizika za pojavu postoperativnog recidiva
oboljenja ukljucuju lokalizacija holesteatoma u zadnjem mezotimpanonu, diskontinuitet
osikularnog lanca nakon odstranjivanja patoloskog procesa, nedovoljno iskustvo otohirurga

I nepotpuno uklanjanje patoloskog procesa [187].
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2. HIPOTEZA RADA

Postavljene su sljedece hipoteze rada:

1. Stepen ekspresije faktora nekroze tumora alfa, interleukina 1 i matriks
metaloproteinaze 9 je statisticki znacajno veéi u perimatriksu stecCenog
holesteatoma srednjeg uha.

2. Stepen ekspresije faktora nekroze tumora alfa, interleukina 1 i1 matriks
metaloproteinaze 9 ima statisti¢ki znacajan uticaj na progresiju osteodestruktivnog

procesa kod stecenog holesteatoma srednjeg uha.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja je bio:
1. Ispitati i uporediti ekspresiju faktora nekroze tumora alfa, interleukina 1 i matriks
metaloproteinaze 9 u ¢elijama perimatriksa stecenog holesteatoma i inflamirane

sluznice srednjeg uha.

Blizi ciljevi istrazivanja su bili:

2. Uporediti ekspresiju pomenutih imunohistohemijskih pokazatelja koji upucéuju
na agresivne karakteristike ste¢enog holesteatoma srednjeg uha sa sljede¢im
klini¢kim parametrima:

- destrukcijom osikularnog lanca, kostanih zidova spoljasnjeg slusnog kanala,
kavuma timpani i susjednih anatomskih struktura,

- ostalim patomorfoloskim promjenama anatomskih struktura srednjeg uha,

- mikrobioloskim nalazom,

- upotrebom antibiotske terapije,

- nalazom slusne funkcije,

- stepenom i duzinom trajanja hroni¢nog upalnog procesa srednjeg uha,

- demografskim podacima,

- morfoloskim karakteristikama palatinalnih tonzila.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Materijal

4.1.1. Ispitanici i mjesto ispitivanja

Istrazivanje predstavlja prospektivnu studiju kojom je obuhvaceno 178 ispitanika oba pola,
operativno tretiranih zbog hroni¢ne upale srednjeg uha u Klinici za bolesti uha, grla i nosa,
Univerzitetski klinicki centar Republike Srpske, Banja Luka, u periodu od 2014. do 2018.
godine. Imunohistohemijska analiza intraoperativno uzetih fragmenata tkiva je sprovedena
u Zavodu za klini¢ku patologiju, Univerzitetski klini¢ki centar Republike Srpske, Banja
Luka.

4.1.2. Selekcija ispitanika

Ispitanici su podijeljeni u dvije grupe:
a) Eksperimentalna grupa:

- 97 ispitanika oba pola, sa hroni¢nom upalom srednjeg uha i ste¢enim
holesteatomom (uzorak uzet biopsijom iz fragmenata perimatriksa ste¢enog
holesteatoma srednjeg uha).

b) Kontrolna grupa:

- 81 ispitanik oba pola, sa hroni¢nom upalom srednjeg uha bez stecenog
holesteatoma (uzorak uzet biopsijom iz fragemenata inflamirane sluznice
srednjeg uha).

Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje:
- potvrdena dijagnoza hroni¢ne upale srednjeg uha sa ili bez ste¢enog
holesteatoma, prisustvo matriksa i perimatriksa steCenog holesteatoma
- pismena saglasnost ispitanika za ucesce u istrazivanju.
Kriterijumi za iskljucivanje ispitanika iz istrazivanja:
a) potvrdena dijagnoza kongenitalnog holesteatoma,
b) akutne infekcije gornjih respiratornih puteva,
¢) imunodeficijentna stanja,

d) maligni tumori srednjeg uha,

38



e) odsustvo matriksa i perimatriksa holesteatoma,
f) neadekvatno tehnicki uzeti i pripremljeni uzorci za imunohistohemijsko
ispitivanje,

g) ispitanici bez pismene saglasnosti za uc¢esce u istrazivanju.

4.2. Metode rada

Dijagnoza hroni¢ne upale srednjeg uha je postavljena na osnovu na anamneze, klinickog
otorinolaringoloSkog pregleda, audioloske, mikrobioloske i radioloSke dijagnostike.
Neposredno po prijemu ispitanika u kliniku, zabiljezeni su detaljni anamnesticki podaci na
bazi strukturisanog upitnika s posebnim osvrtom na Kkarakteristike otoloske
simptomatologije (bol u uhu, sekrecija iz uha, nagluvost, sumovi u uhu, vrtoglavica,
glavobolja). Anamnesti¢ki su posebno ispitani:
a) vremenski interval od pojave prvih simptoma do postavljanja dijagnoze hroni¢ne
upale srednjeg uha,
b) vremenski interval od postavljanja dijagnoze hroni¢ne upale srednjeg uha do
datuma prijema ispitanika zbog indikovanog otohirurskog lijecenja.
Takode su detaljno ispitani podaci o upotrebi, vrsti i vremenskom ordiniranju

antibiotske terapije zbog hroni¢ne upale srednjeg uha.

4.2.1. Instrumenti mjerenja

4.2.1.1. Klini¢ki ORL pregled

Klinicki ORL pregled je obuhvatao sljedece dijagnosticke procedure:
a) otoskopija i/ili otomikroskopija,
b) prednja rinoskopija,
c) orofaringealni pregled,

d) pregled vrata.

4.2.1.2. Klini¢ka procjena veli¢ine palatinalnih tonzila
Klini¢ka procjena veli¢ine palatinalnih tonzila je kategorisana prema "skali 0-4" [188]:
- Gradus 0: palatinalne tonzile unutar tonzilarne jame,
- Gradus 1: palatinalne tonzile opstruisu < ,=25% isthmus faucium-a,
- Gradus 2: palatinalne tonzile opstruisu 26 do <50% isthmus faucium-a,
- Gradus 3: palatinalne tonzile opstruisu 51 do <75% isthmus faucium-a,

- Gradus 4: palatinalne tonzile opstruisu vise od 75% isthmus faucium-a.
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Ispitana je ekspresija faktora nekroze tumora alfa, interleukina 1 i matriks
metaloproteinaze 9 u odnosu na morfoloske karakteristike palatinalnih tonzila i tip hroni¢nog

upalnog procesa tonzilarnog tkiva (hroni¢ni atrofi¢ni i hroni¢ni hipertrofi¢ni tonzilitis).

4.2.1.3. Mikrobioloska i radioloska dijagnostika

Mikrobioloska dijagnostika je bazirana na rezultatima analize uzetog brisa sekreta iz uha.
Kod ispitanika s dijagnostikovanim holesteatomom srednjeg uha koriStena je dodatna
radioloska dijagnostika, koja je uklju¢ivala kompjuterizovanu tomografiju (KT) temporalne

kosti, a u pojedinim slucajevima i magnetnu rezonancu (MR) endokranijuma.

4.2.1.4. Audioloska dijagnostika
Standarno klinicko ispitivanje sluha tonalnom liminarnom audiometrijom je sprovedeno kod
svih ispitanika preoperativno (vremenski interval < tri mjeseca) i postoperativno nakon Sest
mjeseci. Vrijednost prosje¢nog praga sluha (eng. PTA - Pure Tone Average) u decibelima
(dB) je izracunata na nivou cetiri audiometrijske govorne frekvencije: 500 Hz, 1 kHz, 2 kHz
I 4 kHz. Vrijednost vazdusno-kostanog zjapa, pukotine ili gep-a (eng. ABG - Air Bone Gap)
u decibelima (dB) je izracunata kao razlika izmedu praga sluha za vazdusnu i praga sluha za
kostanu provodljivost, na nivou tri audiometrijske govorne frekvencije: 500 Hz, 1 kHz i 2
kHz. Za izraCunavanje vrijednosti postoperativnog poboljsanja praga sluha su koristeni
Kriterijumi prema preporukama Japanskog komiteta za klinicku otologiju [166]:

a) 1. kriterijum - udio pacijenata s postoperativnim pragom sluha < 40 dB,

b) 2. kriterijum - pobolj$anje prosje¢nog praga sluha > 15 dB,

c) 3. kriterijum - postoperativni vazdu$no-kostani gep < 20 dB.

Dobijeni audiometrijski podaci su interpretirani u skladu sa smjernicama koje je
objavio Odbor za sluh i ravnotezu Americke akademije za otorinolaringologiju i hirurgiju
glave i vrata (Committee on Hearing and Equilibrium, The American Academy of

Otorhinolaryngology-Head and Neck Surgery Foundation) (Slika 13) [167]:

Normalan Blagi Laki ~ Umjereni S:sgl?iji y  Tesk Duboki
(-10-15 dB) (16-25 dB) (26-40 dB) (41-55 dB) (56-70 dB) (71-90 dB) (>90 dB)

Slika 13. Stepen osteéenja sluha u decibelima (dB): kategorizacija prema smjernicama
Odbora za sluh i ravnotezu Americke akademije za otorinolaringologiju i hirurgiju glave i
vrata, 1995. godine [167].

40



4.2.1.5. Mikrohirurski operativni zahvat

4.2.1.5.1. Preoperativna priprema ispitanika i operativnog polja

Neposredno prije operativnog zahvata, ispitaniku je ordinirana profilakticka sistemska
antibiotska (Cefazolin a 1g 3x1 iv) i antikoagulantna terapija (niskomolekularni heparin a
1750 ij sc; 2 h prije i 12 h nakon operativnog zahvata kod ispitanika starijih od 35 godina).
Operativni zahvat je sprovoden u opstoj endotrahealnoj anesteziji. Lokalno je apliciran
antibiotik (Chloramphenicol, ung) u podrucju rime oculi oba oka, koja se potom prekriju
tuferima od gaze zbog prevencije erozije roznjac¢e. Potom je uradena toaleta operativnog
polja (koza prethodno obrijanog kosmatog dijela retroaurikularne regije i koza spoljasnjeg
slusnog kanala uha) sa sterilnim rastvorom 70% etanola. Tokom mikrohirurske procedure
koriSteni Su: hirurski i specijalni mikrohirurski instrumentarijum, operativni mikroskop,

aspiraciona i irigaciona pumpa i razliciti tipovi i vrste freza.

4.2.1.5.2. Mikrohirurska operativna procedura

Nakon prethodno ucinjene instilacije rastvora adrenalina (omjer 1:200 000) u podrucje koze
spoljasnjeg slusnog kanala i retroaurikularne regije, uc¢ini se lu¢na retroaurikularna incizija
koze. Dijelom tupom i dijelom o$trom preparacijom se pristupi zadnjoj kostanoj ivici
spoljasnjeg slusnog kanala. Ispreparira se dio duboke fascije temporalnog misi¢a za
neomembranu. Prikaze se spina suprameata. Koza zadnjeg, gornjeg i donjeg zida se
preparira sve do anulus tympanicus-a. U¢ini se vertikalni rez na sredini koze zadnjeg zida
spoljasnjeg slusnog kanala, a potom odigne timpanomeatalni rezanj.

Zavisno od vrste i stepena hroni¢nog upalnog procesa srednjeg uha, primjenjivane
su, osim standardne (timpanoplastika tip | - miringoplastika), sljede¢e tehnike
timpanoplastike s modifikacijama [31]:

a) zatvorena tehnika (eng. CWU - canal wall-up),

b) otvorena tehnika (eng. CWD - canal wall-down),

¢) timpanomastoidektomija (radikalna mastoidektomija).

4.2.1.5.3. Intraoperativna eksploracija i biopsija

Tokom sprovodenja mikrohirur§kog operativnog zahvata, biopsijom su uzimani uzorci iz
fragmenata perimatriksa holesteatoma (eksperimintalna grupa) i inflamirane sluznice
srednjeg uha (kontrolna grupa) i odlagani u 10% formalinu za histolosku i
imunohistohemijsku analizu. Intraoperativnom eksploracijom su ispitivane patomorfoloske
promjene na anatomskim strukturama srednjeg uha: tip i podtip perforacije membrane

timpani, retrakcija membrane timpani, stanje sluznice kavuma timpani, stanje timpanalnog
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usca Eustahijeve tube, tip, lokalizacija i prosirenost holesteatoma, stanje osikularnog lanca i
pojedinih slusnih kos$¢ica, stanje kosStanih zidova spoljasnjeg slusnog hodnika, kavuma
timpani kao i susjednih anatomskih struktura s aspekta prisustva ili odsustva kostane
destrukcije (kostani kanal facijalnog nerva i sigmoidnog sinusa, prisustvo fistule na
promontorijumu i lateralnom polukruznom kanalu, denudirana tvrda mozdana ovojnica
srednje i zadnje lobanjske jame).

Klasifikacija prema stepenu destrukcije osikularnog lanca je sprovedena
intraoperativno na sljede¢e kategorije (modifikacija prema Waullstein-u i Austin-u)
[37, 189, 190]:

a) Oo - intaktan osikularni lanac,

b) O - erodiran inkus sa diskontinuitetom osikularnog lanca,

c) O2 - erodiran inkus i suprastrukture stapesa,

d) Os - manubrium maleusa i inkus nedostaju, erodirane suprastrukture stapesa.

4.2.1.5.4. Postoperativna evaluacija

Postoperativno je, zavisno od tipa i ekstenzivnosti hroni¢nog upalnog procesa srednjeg uha,
peroralno ordiniran antibiotik sirokog spektra dejstva, prema ve¢ usaglasenom klinickom
terapijskom protokolu tokom tri dana, kao i simptomatska terapija (analgetici, infuzione
otopine, antiemetici) prema potrebi. Prva postoperativna kontrola je sprovedena sedmi, a
druga cetrnaesti dan u otomikroskopskom kabinetu, kada su skidani $savovi i detamponiran

spoljasnji slusni kanal i/ili trepanacioni kavitet.

4.2.1.6. Histoloska analiza

Fragmenti tkiva dobijeni biopsijom (perimatriks holesteatoma i inflamirana sluznica
srednjeg uha) su fiksirani u 10% neutralnom puferovanom formalinu i obradeni
konvencionalnom histoloskom tehnikom u histokinetu Leica TP 1020 (Leica Microsystems).
Nakon fiksacije u formalinu, dehidracije u rastu¢im koncentracijama etanola, bistrenja u
ksilolu i prozimanja te¢nim parafinom tkivni fragmenti su ukalupljeni u parafinske blokove.
Za histolosku i imunohistohemijsku analizu parafinski blokovi su rotacionim mikrotomom
(microTec CUT 4055, SLEE MAINZ) sje¢eni na rezove debljine 4 -5 um. Dobijeni rezovi su
za histolosku analizu montirani na standardna predmetna stakalca i suseni u termostatu na
68°C najmanje 30 minuta, zatim deparafinisani, rehidrirani, obojeni standardnom metodom

hematoksilin-eozin (HE) i pregledani svjetlosnim mikroskopom (Leica DM 2500).
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4.2.1.7. Imunohistohemijska analiza

Tokom mikrohirurS§kog operativnog zahvata biopsijom su uzeti uzorci fragmenta tkiva
srednjeg uha. Bioptat u eksperimentalnoj grupi je uzet iz perimatriksa holesteatoma, a u
kontrolnoj iz inflamirane sluznice sljedec¢ih anatomskih struktura srednjeg uha: kavuma

timpani, mukoznog sloja membrane timpani, antrum-a i aditus ad antrum-a.

4.2.1.7.1. Priprema za imunohistohemijsko bojenje

Za imunohistohemijsku analizu dobijeni parafinski rezovi su montirani na pozitivno
naelektrisana stakalca SuperFrost Plus (Menzel-glaser) i suseni na 70°C najmanje dva sata.
Nakon toga su deparafinisani i rehidrirani. Postupak za ru¢nu deparafinizaciju i rehidraciju
je bio sljedeci:

a) ispiranje u ksilolu (2x5 minuta),

b) uranjanje u 100% etanol (2x5 minuta),

) uranjanje u 96% etanol (2x5 minuta),

d) uranjanje u 70% etanol (5 minuta),

e) ispiranje u destilovanoj vodi (10 minuta).

Nakon rehidratacije, imunohistohemijsko bojenje je nastavljeno blokiranjem
aktivnosti endogenih peroksidaza i toplotnim oporavkom antigena (engl. HIER - Heat-
induced epitope retrieval). Enzimska aktivnost je blokirana inkubacijom tkiva u 3%
vodenom rastvoru H20», (10-minuta na sobnoj temperaturi ), a toplotni oporavak antigena
zagrijavanjem tkiva u citratnom puferu pH 6.0 (20 minuta na 98°C) u PT modulu (eng.
PreTreatment Module™ Thermo Scientific, USA). Nakon "kuvanja" tkivo je ohladeno na
sobnoj temperaturi, a citratni pufer ispran destilovanom vodom. Da bi se sprijecilo
nespecfi¢no bojenje pozadine i/ili da bi se smanjilo nespecifi¢no vezivanje endogenih IgG u
toku imunoloske reakcije, rezovi tkiva su neposredno prije aplikacije specifi¢nih antitijela
dodatno inkubirani sa komercijalnim proteinskim blokom (Ultra V Block, Product# TA-125-

UB, Thermo Fisher Scientific, USA) pet minuta na sobnoj temperaturi, bez ispiranja.

4.2.1.7.2. Imunohistohemijsko bojenje

Imunohistohemijska detekcija antigena, izazvana ciljnim vezivanjem njihovih epitopa sa
specificnim primarnim antitijelima, je izvedena reakcijom peroksidaze prema uputstvima
proizvodaca (Lab Vision Corporation/Neo Markers, Fremont, USA). Primijenjena su

komercijalna antitijela sintetizovana iz misa (MMP9) i zeca (TNF-R2 i IL-1).
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U istrazivanju su koriSteni:

a) misje anti - MMP9 monoklonalno antitijelo (MMP9 Monoclonal Antibody, Clone

2C3, Product# MA1-12894, Invitrogen, Thermo Fisher, USA),

b) ze¢je anti - TNF-R2 poliklonalno antitijelo (TNFR2 Polyclonal Antibody,

Product#PA1-21148, Thermo Fisher, USA),
c) zecje anti - IL-1 poliklonalno antitijelo (IL-1 alpha Polyclonal Antibody, Product#
PA5-25921, Invitrogen, Thermo Fisher, USA).

Antitijela su primijenjena u odgovaraju¢im razrjedenjima (1:100 za misje
monoklonalno antitijelo MMP9; 1:50 za zec¢ja poliklonalna antitijela TNF-R2 i IL-1 ).
Razrjedenja su pripremljena uz pomo¢ komercijalnog diluenta (UltraClean Ab Diluent,
Product# TA-125-UC, Lab Vision, Thermo Scientific, USA). Optimalne vrijednosti titra su
aplicirane na tkiva, a inkubacija je obavljena preko no¢i u frizideru (u vlaznoj komori na
temperaturi od 4°C). Po isteku inkubacije, naredni dan, visak antitijela je ispran TBS
puferom (Tris buffered saline; pH 7,6), a vizuelizacija obavljena pomocu " ready to use"
detekcionog sistema (UltraVision LP Detection system: HRP polymer & DAB Plus
Chromogen, Product# TL-125-HD).

Detekcioni sistem je baziran na dekstranskom polimeru za koji su vezana sekundarna
antitijela i enzimi/HRP. Na taj na¢in povecana je osjetljivost metode, a pozadinsko bojenje
je svedeno na minimum. U prvom koraku vizuelizacije, tkiva su inkubirana sa poja¢iva¢em
primarnog antitijela (10 minuta), a zatim HRP polimerom (15 minuta); oba na sobnoj
temperaturi. Kompleks antigena i antitijela postao je vidljiv dodatkom hromogena 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) koji oksidira u prisustvu peroksidaze i stvara smede depozite (svi
reagensi su firme Thermo Fisher Scientific Fermont, USA). Nakon ispiranja hromogena,
rezovi tkiva su kratko kontrastirani Maier-ovim hematokilinom u cilju vizuelizacije ostalih
struktura tkiva.

Potom su rezovi tkiva, nakon ispiranja hematoksilina, dehidrirana u rastucoj
koncentraciji etanola (70%, 90%, 100%), bistrena u ksilolu i trajno uklapana u kanada
balzam. Za kontrolisano prac¢enje imunohistohemijske reakcije (pozitivna i negativha
kontrola) postovane su preporuke proizvodaca. Za kontrolisanje pozitivne (specifi¢ne)
reakcije bojenja MMP-9 koristeno je tkivo kolona, za TNF-R2 tkivo karcinoma jetre, a za
IL-1 tkivo karcinoma pluca. Za kontrolu nespecifi¢nog bojenja (negativna kontrola) na tkivo
je apliciran TBS pufer zbog cega se u kontrolnim presjecima tkiva zbog izostavljanja

primarnog antitijela nije mogla na¢i nikakva imunoloska aktivnost.
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4.2.1.7.3. Ekspresija imunohistohemijskog bojenja
U imunohistohemijski obradenim tkivima posmatran je intenzitet ekspresije u svakom
pojedinom uzorku, dok je analiza imunohistohemijskih reakcija izvrSena svjetlosno-
mikroskopski, kvalitativnom, semikvantitativnom i za pojedina antitijela kvantitativnom
analizom. Analiza reakcije imunohistohemije je bazirana na kvantitativnom (0-odsutan, 1-
prisutan) i semikvantitativnom odredivanju intenziteta bojenja putem svjetlosnog
mikroskopa sistemom gradacije od 0-3:

a) O - odsutna ekspresija,

b) 1 - ekspresija slabog intenziteta,

c) 2 -ekspresija umjerenog intenziteta,

d) 3 - ekspresija visokog intenziteta.

Uzorci su u odnosu na procenat obojenih ¢elija podijeljeni u Cetiri kategorije:

a) 0 - nema obojenih ¢elija — negativno,

b) 1-1<25% obojenih ¢elija — slabo pozitivno,

c) 2-26-50% obojenih ¢elija —umjereno pozitivno,

d) 3->50% obojenih ¢elija — visoko pozitivno.

Odredivanje pozitivnosti je vrseno na osnovu formule:

Ukupni rezultat (R) = rezultat intenziteta X rezultat postotka obojenih ¢elija.

Na osnovu dobijenog ukupnog rezultata, izvrSena je gradacija u Cetiri kategorije:

a) R <1 -negativan (0),

b) R>2<3-slabo pozitivan (1+),

€c) R>4 <6 -umjereno pozitivan (2+),

d) R =9 -jako pozitivan (3+).

U konacnici su umjereno pozitivan (R=2+) i jako pozitivan rezultat (R=3+) sa

sigurno$¢u smatrani pozitivnim.
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4.3. Etic¢ki aspekti

Preliminarni projekat istrazivanja je odobrio Eti¢ki odbor Univerzitetskog klinickog centra
Republike Srpske, Banjaluka, (rjeSenje broj: 01-10566-2/13). Nakon prijema u Kliniku,
obavljen je detaljan razgovor s ispitanikom o operativnom zahvatu Kkoji ¢e biti sproveden,
nakon ¢ega ispitanik potpisuje posebno strukturisan informisani pristanak za mikrohirurske
procedure na srednjem uhu. Potom je istraziva¢ detaljno informisao ispitanika s ciljevima i
razlozima klini¢kog istraZivanja uz obavezno prilaganje posebno strukturisane pisane forme

obavjestenja i formulara informativnog pristanka za ispitanike u klinickom istrazivanju.

4.4, Statisticka analiza i prikaz podataka

Kvalitativni podaci su prikazani kroz broj pojava i procentualnu zastupljenost. Za prikaz
kvantitativnih podataka su koristeni pokazatelji deskriptivne statistike (broj ispitanika,
aritmeticka sredina, standardna devijacija, standardna greska aritmeticke sredine, ekstremne
vrijednosti, kvartili, medijana i interval povjerenja za aritmeticku sredinu). Za uporedivanje
razlika u ucestalosti posmatranih obiljezja prema razli¢itim pokazateljima koristen je 2 test
kontigencije. Normalnost raspodjele kod posmatranih obiljezja je testirana Kolmogorov-
Smirnov-im testom normalnosti. Za uporedivanje srednjih vrijednosti obiljezja prema
razli¢itim grupama Kkoristen je Student-ov t test za dva nezavisna uzorka i/ili ANOVA test
za viSe nezavisnih uzoraka (ako posmatrana obiljezja imaju normalnu raspodjelu) te
neparametarski Mann-Whitney U test za dva nezavisna uzorka i/ili neparametarski Kruskal-
Wallis H test za vise nezavisnih uzoraka (ako posmatrana obiljezja nemaju normalnu
raspodjelu).

Kod koristenja Student-ovog t testa za nezavisne uzorke, znacajnost razlike u
varijansama posmatranih obiljezja testirana je F testom. Za uporedivanje srednjih vrijednosti
razlicitih obiljezja koristen je Student-ov t test za uparene uzorke (ako posmatrana obiljezja
imaju normalnu raspodjelu), odnosno neparametarski Wilcoxon-ov test (ako posmatrana
obiljezja nemaju normalnu raspodjelu). Za utvrdivanje stepena povezanosti (korelacije)
posmatranih obiljezja koristena je Pearson-ova parametarska ili Spearman-ova
neparametarska korelacija (u zavisnosti od normalnosti posmatranih obiljezja).

Kao statisti¢ki zna¢ajne uzimane su vrijednosti u kojima je p < 0,05. Za statisticku
analizu te tabelarne i graficke prikaze rezultata koristeni su sljedeci software-i: IBM SPSS
Statistics 21.0; MS Office Word 2010 i MS Office Excel 2010. Svi rezultati su predstavljeni
tabelarnim prikazom i graficki (razliciti pita, stubicasti i box-plot grafikoni).
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5. REZULTATI

Istrazivanje je obuhvatilo 178 ispitanika oba pola, u dobi izmedu pet i 75 godina, operativno
tretiranih zbog hroni¢ne upale srednjeg uha. Na osnovu prisustva stecenog holesteatoma
srednjeg uha ispitanici su podijeljeni u dvije grupe: eksperimentalnu (97 ispitanika sa
steCenim holesteatomom srednjeg uha) i kontrolnu (81 ispitanik bez prisustva ste¢enog

holesteatoma srednjeg uha).
5.1. Medijatori inflamacije i demografske karakteristike ispitanika

5.1.1. Starosna dob ispitanika

Starosna dob ispitanika se kretala od pet do 75 godina. Prosjec¢na starosna dob ispitanika u
ukupnom uzorku je iznosila 49 (SD+17,06), u eksperimentalnoj grupi 45 (SD£18,72), a
kontrolnoj 54 godine (SD£13,38). Razlika u aritmetickim sredinama starosne dobi izmedu

dvije grupe ispitanika se pokazala statisticki znac¢ajnom (p<0,01) (Tabela 1).

Tabela 1. Prosjecna starosna dob ispitanika

Eksperimentalna grupa Kontrolna grupa
N M SD Medijana N M SD Medijana
Starosnadob 97 45,01 18,72 50,00 81 54,00 13,38 57,00

Mann-Whitney U test: U=2910.00, Z=-2,97, p=0,003; p<0,01, M-aritmeticka sredina, SD-
standardna devijacija
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Rezultati y? testa su pokazali da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika (p=0,011, p<0,05) u
distribuciji ispitanika prema starosnim grupama izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe
(Tabela 2). U eksperimentalnoj grupi su vise bili zastupljeni ispitanici mlade starosne dobi od

kojih su u znacajnom procentu od 11,3% pripadali starosnoj grupi do 16 godina (Slika 14).

Tabela 2. Ispitanici prema starosnim grupama

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 11 1 12
do 16
% 11,3% 1,2% 6,7%
N 8 3 11
0d 17 do 23
% 8,2% 3,7% 6,2%
N 23 13 36
Starosne grupe od 24 do 44
% 23,7% 16,0%  20,2%
N 41 45 86
od 45 do 64
% 42,3% 55,6%  48,3%
) N 14 19 33
65 i vise
% 14,4% 235%  18,5%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-square test: »*=12,99, p=0,011; p<0,05
60.00% 55.60%
50.00%
42.30%
40.00%
2 0/
30.00% 23.70%
1130%
10.00% 8.20% o
eksperimentalna kontrolna

mdol6 mod17 do23 od24 do44 mod45do64 MW651vise

Slika 14. Ispitanici prema starosnim grupama
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5.1.1.1. Ekspresija TNF-R2 i starosna dob ispitanika

Primjenom Kruskal-Wallis H testa utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika starosne dobi
ispitanika izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na stepen ekspresije TNF-R2.
Ispitanici eksperimentalne grupe su imali statisticki znacajno (x2=8,86, p=0,003; p<0,01)
nizu starosnu dob u odnosu na ispitanike kontrolne. Razlika starosne dobi izmedu ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na stepen ekspresije TNF-R2 se pokazala
statisti¢ki znacajnom (¥?=9,14, p=0,028; p<0,05), gdje su ispitanici sa slabo pozitivnom
ekspresijom TNF-R2 imali statisti¢ki znacajno vecu starosnu dob u odnosu na ispitanike s

jako pozitivnom ekspresijom (Tabela 3).

Tabela 3. Ekspresija TNF-R2 prema starosnoj dobi ispitanika

Grupa Rezultat ekspresije TNF-R2 Dob
M SD N
R <1 ; negativan (0 51,17 18,42 12
R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 51,82 14,93 17
Eksperimentalna R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 43,88 18,74 41
R =9 jako pozitivan (3+) 39,70 19,83 27
Total 45,01 18,72 97
R <1 ; negativan (0 45,43 13,90 7
R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 56,07 14,87 29
Kontrolna R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 54,51 12,03 39
R =9 ; jako pozitivan (3+) 50,67 12,36 6
Total 54,00 13,38 81
R <1; negativan (0 49,05 16,73 19
R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 54,50 14,87 46
Ukupno R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 49,06 16,62 80
R =9 jako pozitivan (3+) 41,70 19,02 33
Total 49,10 17,06 178

Kruskal-Wallis H test: y°=9,14, p=0,028; p<0,05, M-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija

Ordinalna logisticka regresija je utvrdila prediktivni uticaj prisustva holesteatoma u
odnosu na starosne grupe, gdje je uocena statisticki znacajno veca vjerovatnoca (p<0,01)
prisustva holesteatoma kod ispitanika mlade starosne dobi. U odnosu na stepen ekspresije
TNF-R2, dokazana je statisticki znacajno veca vjerovatnoéa (p<0,05) da ¢e ispitanici sa

slabo pozitivnom ekspresijom TNF-R2 pripadati starijim starosnim grupama (Tabela 4).
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Tabela 4. Ekspresija TNF-R2 prema starosnim grupama ispitanika

959% C.I.
Prediktori Beta S.E. Wald df p Donja Gornja
granica granica

Grupa — eksperimentalna -777 302 6,611 1 ,010**  -1,370 -,185
Grupa - kontrolna (konstanta) 0@ : . 0
TNF-R2: Negativan (0) 656 537 1491 1 222 -,397 1,709
TNF-R2: Slabo pozitivan (1+) 1,017 ,449 5143 1 ,023* ,138 1,896
(TZN+)F'R2: Umjereno pozitivan 590 392 2,265 1 132  -178 1,358
TNF-R2: Jako pozitivan (3+)

02 : . 0
(konstanta)

*p<0,05,**p<0,01, TNF-R2 - receptor tumora nekroze alfa, beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije, S.E. - standardna greska, C.1. - interval povjerenja

5.1.1.2. Ekspresija IL-1 i starosna dob ispitanika
Primjenom Kruskal-Wallis H testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika starosne dobi izmedu

ispitanika eksperimentalne i kontrolne grupe prema stepenu ekspresije IL-1 (Tabela 5).

Tabela 5. Ekspresija IL-1 prema starosnoj dobi ispitanika

Grupa Rezultat ekspresije I1L-1 Dob
M SD N
R <1 ; negativan (0 45,17 17,04 12
R >2 < 3; slabo pozitivan (1+) 53,09 16,92 11
Eksperimentalna R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 48,78 17,97 36
R =9 jako pozitivan (3+) 39,05 19,24 38
Total 56,00 15.52 97
R <1 ; negativan (0 53,29 14,34 1
R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 53,07 13,57
Kontrolna R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 54,64 13,55 28
R =9 ; jako pozitivan (3+) 45,17 17,04 45
Total 53,09 16,92 81
R <1; negativan (0 46.00 16.59 13
R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 53.16 15.52 18
Ukupno R >4 <6 ; umjereno pozitivan (2+) 50.65 16.21 64
R =9 ; jako pozitivan (3+) 47.50 18.07 83
Total 49.10 17.06 178

Kruskal-Wallis H test: »?=2,40, p=0,48
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Ordinalna logisticka regresija je utvrdila prediktivni uticaj prisustva holesteatoma u
odnosu na starosne grupe, gdje je uocena statisticki znacajno veca vjerovatnoca (p<0,01)
prisustva holesteatoma kod ispitanika mlade starosne dobi. Prediktorski model nije dokazao
statistiCki znaCajnu povezanost stepena ekspresije IL-1 s pojedinim starosnim grupama
(Tabela 6).

Tabela 6. Ekspresija IL-1 prema starosnim grupama ispitanika

95% C.I.
Prediktori Beta S.E. Wald  df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa -1,005 ,300 11,258 1 ,001**  -1,592 -,418
Kontrolna grupa 02 0

IL1: negativan (0) 376 ,568 438 1 ,508 -, 137 1,489
IL1: slabo pozitivan (1+) 526 489 1,157 1 ,282 -,433 1,485
2'2‘1) umjereno pozitivan 425 313 1845 1 174  -188 1,038
IL1: jako pozitivan (3+) 02 0

(konstanta) ' '

**p<0,01, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; a. Varijable ukljucene u step 1: grupa:
E/K, IL-1; S.E. - Standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode, C.I. — interval povjerenja
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5.1.1.3. Ekspresija MMP-9 i starosna dob ispitanika

Primjenom Kruskal-Wallis H testa je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitanika

obje grupe u odnosu na stepen ekspresije MMP-9, gdje su ispitanici eksperimentalne grupe

imali statisti¢ki znacajno (}?=8,86, p=0,003; p<0,01) nizu starosnu dob u odnosu na

ispitanike kontrolne. Razlika starosne dobi izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne

grupe u odnosu na stepen ekspresije MMP-9 se nije pokazala statisticki znacajnom
(x%=2,309, p=0,564; p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Ekspresija MMP-9 prema starosnoj dobi ispitanika

Grupa Rezultati ekspresije MMP-9 M SD N

R <1 ; negativan (0 48,91 16,78 32

R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 43,33 18,67 27

Eksperimentalna (sz)4 =6 ; umjereno pozitivan 44,33 19,81 36
R =9 jako pozitivan (3+) 17,50 3,54 2

Ukupno 45,01 18,72 97

R <1; negativan (0 52,82 15,05 39

R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 55,04 11,35 26

Kontrolna (R?_f)4 <6 umjereno pozitivan - g, 74 13,49 14
R =9 jako pozitivan (3+) 58,50 2,12 2

Ukupno 54,00 13,38 81

R <1 ; negativan (0 51,06 15,86 71

R >2 <3 slabo pozitivan (1+) 49,08 16,47 53

Ukupno (sz)4 <6 ; umjereno pozitivan 47,24 18.73 50
R =9 jako pozitivan (3+) 38,00 23,79 4

Ukupno 49,10 17,06 178

Kruskal-Wallis H test: ¥*>=2,309, p=0,564, M - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija

Ordinalna logisticka regresija je utvrdila statisticki znacajnu povezanost prisustva

holesteatoma u odnosu na starosne grupe, gdje je uocena statisticki znacajno veca

vjerovatno¢a (p<0,01) prisustva holesteatoma kod ispitanika mlade starosne dobi.

Prediktorski model nije dokazao statisticki zna¢ajnu povezanost stepena ekspresije MMP-9

s pojedinim starosnim grupama (Tabela 8).
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Tabela 8. Ekspresija MMP-9 prema starosnim grupama ispitanika

95% C.I.
Prediktori Beta S.E. Wald  df p Donja  Gornja
granica granica
Eksperimentalna grupa -,969 ,298 10560 1 ,001** -1,553 -,385
Kontrolna grupa 02 0
MMP-9: negativan (0) 1,526 ,933 2,673 1 ,102 -,303 3,355
MMP-9: slabo pozitivan (1+) 1,351 ,940 2,064 1 ,151 -,492 3,194
?gxp'g: umjereno pozitivan 1 514 946 2561 1 110 -340 3,368
MMP-9: jako pozitivan (3+) 02 : : 0

**p<0,01, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; a. Varijable ukljucene u step 1: grupa:
E/K, MMP-9; S.E. - standardna greska regresije, df - broj stepeni slobode, C.I. — interval povjerenja

5.1.2. Polna struktura ispitanika

Od ukupnog broja ispitanika, 95 (53,4%) je pripadalo muskom, a 83 (46,6%) zenskom polu.
Rezultati 4 testa su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu obje grupe prema polnoj
strukturi (p<0,01), gdje su u eksperimentalnoj grupi ispitanici muskog pola bili znacajnije

zastupljeni (Tabela 9).

Tabela 9. Polna struktura ispitanika

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Pol Muski N 61 34 95
% 62.9% 42,0% 53,4%
Zenski N 36 47 83
% 37,1% 58,0% 46,6%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-square test: y>=7,75, p=0,005; p<0,01

5.1.2.1. Ekspresija TNF-R2 i polna struktura ispitanika
Multinominalna logisticka regresija je utvrdila prediktivni uticaj prisustva holesteatoma
prema polnoj strukturi ispitanika, gdje postoji statisticki znacajno veca vjerovatnoca

(p<0,05) prisustva holesteatoma kod ispitanika muskog pola. Vjerovatnoc¢a da ¢e ispitanici
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pripadati muskom polu je bila statisti¢ki znacajno manja kod negativne ekspresije TNF-R2
(p<0,05) (Tabela 10).

Tabela 10. Ekspresija TNF-R2 prema polnoj strukturi ispitanika

Pol? B Exp(B) p

Intercept ,205 ,656
Eksperimentalna grupa 787 2,196 ,016*
Kontrolna grupa oP

Mugski TNF-R2: negativan (0) -1,262 ,283 ,041*
TNF-R2: slabo pozitivan (1+)) -,583 ,558 ,248
TNF-R2: umjereno pozitivan (2+) -,452 ,636 321
TNF-R2: jako pozitivan (3+) oP

*p<0,05, a. Referentna kategorija: Zenski, Intercept - konstanta, TNF-R2 — receptor tumora nekroze
alfa, b. Parametar iznosi O jer je redundantan; B - koeficijent za konstantu, Exp (B) - eksponencija

B koeficijenta

5.1.2.2.

Ekspresija IL-1 i polna struktura ispitanika

Multinominalna logisti¢ka regresija je utvrdila prediktivni uticaj prisustva holesteatoma u

odnosu na polnu strukturu ispitanika, gdje postoji statisti¢ki zna¢ajno veca vjerovatnoca

(p<0,01) prisustva holesteatoma kod ispitanika muskog pola. Prediktorski model koji je

ukljucio rezultate ekspresije IL-1 nije dokazao statisti¢ki znacajan uticaj na polnu pripadnost

kod ispitanika obje grupe (Tabela 11).

Tabela 11. Ekspresija IL-1 prema polnoj strukturi ispitanika

Pol? B Exp(B) p

Intercept -,364 173
Eksperimentalna grupa ,966 2,628 ,003**
Kontrolna grupa 0v

Mugki IL1: negativan (0) -1,008 ,365 ,114
IL1: slabo pozitivan (1+) 247 1,280 ,651
IL1: umjereno pozitivan (2+) ,084 1,088 ,807
IL1: jako pozitivan (3+) 0v

**p<0,01, a. Referentna kategorija: Zenski, Intercept — konstanta, b. Parametar iznosi O jer je

redundantan; B - koeficijent za konstantu, Exp (B) — eksponencija B koeficijenta
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5.1.2.3. Ekspresija MMP-9 i polna struktura ispitanika

Multinominalna logisti¢ka regresija je utvrdila da postoji statisticki relativno povecanje
vjerovatnoce (p<0,05) za prisustvo holesteatoma kod ispitanika muskog pola. Prediktorski
model koji je ukljucio rezultate ekspresije MMP-9 nije dokazao statisticki znacajan uticaj na
polnu pripadnost kod ispitanika obje grupe (Tabela 12).

Tabela 12. Ekspresija MMP-9 prema polnoj strukturi ispitanika

Pol? B Exp(B) p

Intercept -,365 723
Eksperimentalna grupa ,730 2,076 ,021*
Kontrolna grupa oP

Muski MMP-9: negativan (0) -,109 ,897 917
MMP-9: slabo pozitivan (1+) -,046 ,955 ,965
MMP-9: umjereno pozitivan (2+) ,611 1,841 ,566
MMP-9: jako pozitivan (3+) QP

*p<0,05, a. Referentna kategorija: Zenski; Intercept — konstanta, b. Parametar iznosi O jer je
redundantan; B - koeficijent za konstantu, Exp (B) — eksponencija B koeficijenta

5.2. Medijatori inflamacije i simptomi hroni¢ne upale srednjeg uha

5.2.1. Otalgija

U ukupnom uzorku kod 158 (88,8%) ispitanika je bio prisutan simptom otalgije, a kod 20
(11,2%) odsutan. Razlika dobijena analizom distribucije ispitanika eksperimentalne i
kontrolne grupe u odnosu na prisustvo simptoma otalgije nije bila od statistickog znacaja
(Tabela 13). Binarna logisticka regresija nije pokazala statisticki znacajan uticaj prisustva
holesteatoma niti rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u predikciji uticaja na pojavu

simptoma otalgije.

Tabela 13. Ispitanici prema prisustvu simptoma otalgije

. Grupa
Simptom 5 Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Da N 85 73 158
. % 47,8% 41,0% 88,8%
Otalgija N 7 3 20
Ne
% 12,4% 9,9% 11,2%
UKUDNO N 97 81 178
P % 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »?=0,27, p=0,60
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5.2.2. Sekrecija iz uha

U ukupnom uzorku je registrovano 169 (94,9%) ispitanika sa simptomom sekrecije iz uha,
a samo 9 (5,1%) bez prisustva navedenog simptoma. Razlika dobijena analizom distribucije
ispitanika eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na simptom sekrecije iz uha nije bila
od statistickog znacaja (Tabela 14). Binarna logisticka regresija nije pokazala znacajan uticaj
prisustva holesteatoma niti rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u predikciji uticaja

na pojavu simptoma sekrecije iz uha.

Tabela 14. Ispitanici prema prisustvu simptoma sekrecije iz uha

Grupa

Simptom . Ukupno
Eksperimentalna  Kontrolna
Da N 92 77 169
- % 94,8% 95,1% 94,9%
Sekrecija iz uha
Ne N 5 4 9
% 5,2% 4,9% 5,1%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-square test: »2=0,40, p=0,95

5.2.3. Oslabljen sluh

U ukupnom uzorku kod 169 (94,9%) ispitanika je zabiljeZeno prisustvo simptoma
oslabljenog sluha, a samo kod 9 (5,1%) odsustvo navedenog simptoma. Razlika dobijena
analizom distribucije ispitanika obje grupe u odnosu na prisustvo simptoma oslabljenog
sluha nije bila od statistickog znacaja (Tabela 15). Binarna logisticka regresija nije pokazala
znacajan uticaj prisustva holesteatoma niti rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u

predikciji uticaja na pojavu simptoma oslabljenog sluha.

Tabela 15. Ispitanici prema prisustvu simptoma oslabljenog sluha

Grupa

Simptom 5 Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Da N 92 77 169
Oslablien sluh % 94,8% 95,1% 94,9%
) Ne N 5 4 9
% 5,2% 4,9% 5,1%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=0,40, p=0,95
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5.2.4. Tinitus

Kada je ispitivan simptom tinitusa, kod 99 (55,6%) ispitanika je zabiljeZeno njegovo
prisustvo, a kod 79 (44,4%) odsustvo. Razlika dobijena analizom distribucije ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na prisustvo simptoma tinitusa nije bila od
statistiCkog znacaja (Tabela 16). Binarna logisticka regresija nije pokazala znacajan uticaj
prisustva holesteatoma niti rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u predikciji uticaja

na pojavu simptoma tinitusa.

Tabela 16. Ispitanici prema prisustvbu simptoma tinitusa

. Grupa
Simptom . Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Da N 57 42 99
Tinitus % 58,8% 51,9% 55,6%
Ne N 40 39 79
% 41,2% 48,1% 44,4%
Ukupno N 97 81 178
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2 =0,85, p=0,35

5.2.5. Vrtoglavica

Od ukupnog broja ispitanika, 41 (23%) ispitanik je imao simptom vrtoglavice, dok je kod
137 (77%) navedeni simptom bio odsutan. Razlika dobijena analizom distribucije ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe prema simptomu vrtoglavice je bila od statistickog

znacaja (p<0,01), kao sto distribucija i pokazuje (Tabela 17).

Tabela 17. Ispitanici prema prisustvu simptoma vrtoglavice

) Grupa
Simptom - Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 30 11 41
Da
) % 30,9% 13,6% 23,0%
Vrtoglavica
N N 67 70 137
e
% 69,1% 86,4% 77,0%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »?=7,49, p=0,006; p<0,01
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5.2.5.1. Ekspresija TNF-R2 i simptom vrtoglavice

Binarna logisti¢ka regresija je pokazala da prisustvo holesteatoma ima statisticki prediktivni
uticaj (p<0,05) na pojavu simptoma vrtoglavice pri ¢emu je vjerovatnoca pojave navedenog
simptoma kod ispitanika eksperimentalne grupe bila za 2,6 puta vec¢a u odnosu na ispitanike
kontrolne grupe. Kategorije ekspresije TNF-R2 nisu imale prediktivni uticaj na pojavu

simptoma vrtoglavice (Tabela 18).

Tabela 18. Ekspresija TNF-R2 prema prisustvu simptoma vrtoglavice

— 95% C.1. za EXP(B
Sz lLuell B SE Wald df p ExpB) —— &
modelu Donji Gornji
Grupa: E/K(L) 059 412 5428 1 020 2610 1,165 5848
TNFR2 2571 3 463
(TO';'FRZ: negativan _ao0 647 245 1 621 726 204 2,580
TNFR2: slabo
ozitivan (14) 2328 539 370 1 543 720 250 2073
TNFR2:umjereno 249 499 2432 1 119 473 185 1,212
pozitivan (2+)
Konstanta -1,367 512 7,125 1 ,008 ,255

* p<0,05; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a.Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, TNF-
R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - Broj stepeni slobode, Exp (B) —
eksponencija B koeficijenta, C.I. — interval povjerenja

5.2.5.2. Ekspresija IL-1 i simptom vrtoglavice
Binarna logisticka regresija je pokazala da holesteatom ima statisticki prediktivni uticaj
(p<0,01) na pojavu simptoma vrtoglavice, a vjerovatnoc¢a da ¢e ispitanici eksperimentalne

grupe imati vrtoglavicu je bila 3,2 puta vec¢a u odnosu na ispitanike kontrolne (Tabela 19).

Tabela 19. Ekspresija IL-1 prema prisustvu simptoma vrtoglavice

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wwald df p  Exp(B) EXP(B)

Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) 1,165 ,399 8535 1 ,003** 3,205 1,467 7,002
IL1 2,949 3 ,399
IL1: negativan (0) -1,680 1,087 2,389 1 ,122 ,186 ,022 1,569
IL1: slabo pozitivan (1+) 171,608 ,079 1 /78 1,186 ,360 3,906
IL1: umjereno pozitivan (2+) ,161 ,401  ,160 1 689 1,174 535 2,577
Konstanta -1,913 ,369 26,816 1 ,000 ,148

**p<0,01; IL-1 - interleukin — 1, a.Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, B - koeficijent za
konstantu, S.E. - standardna greska, df-broj stepeni slobode, Exp (B) — eksponencija B koeficijenta,
C.l. —interval povjerenja
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5.2.5.3. Ekspresija MMP-9 i simptom vrtoglavice

Binarna logisticka regresija je pokazala da prisusutvo holesteatoma ima statisticki
prediktivni uticaj (p<0,05) na pojavu simptoma vrtoglavice, a vjerovatnoca da ¢e ispitanici
eksperimentalne grupe imati vrtoglavicu je bila 2,6 puta ve¢a u odnosu na ispitanike
kontrolne grupe. Mala distribucija ispitanika u kontrolnoj grupi nije dozvolila izracunavanje

koeficijenata prediktora MMP-9 prema pojedina¢nim kategorijama ekspresije (Tabela 20).

Tabela 20. Ekspresija MMP-9 prema prisustvu simptoma vrtoglavice

Prediktori u S L8

modelu? B SE. Wald df p Exp(B) I.E.XP(B) :

Donji  Gornji

Grupa: E/K(1) ,958 ,401 5700 1 ,017 2.607 1,187 5,724
MMP-9 1,365 3 714

*p<0,05; MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, MMP-
9, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df- broj stepeni slobode, Exp (B) —
eksponencija B koeficijenta, C.I. — interval povjerenja

5.2.6. Glavobolja

Kod 131 (73,6%) ispitanika zabiljezeno je prisustvo simptoma glavobolje, a kod 47 (26,4%)
odsustvo navedenog simptoma. Razlika dobijena analizom distribucije ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na prisustvo simptoma glavobolje je bila od

statistiCkog znacaja (p<0,05), kao sto distribucija pokazuje (Tabela 21).

Tabela 21. Ispitanici prema prisustvu simptoma glavobolje

. Grupa
Simptom - Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Da N 33 14 47
) % 34,0% 17,3% 26,4%
Glavobolja
Ne N 64 67 131
% 66,0% 82,7% 73,6%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=6,36, p=0,012; p<0,05
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5.2.6.1. Ekspresija TNF-R2 i simptom glavobolje

Binarna logisti¢ka regresija je pokazala da prisustvo holesteatoma ima statisticki prediktivni
uticaj (p<0,05) na pojavu simptoma glavobolje, a vjerovatnoca da c¢e ispitanici
eksperimentalne grupe imati glavobolju je bila za 2,36 puta veca u odnosu na ispitanike
kontrolne grupe (Tabela 22).

Tabela 22. Ekspresija TNF-R2 prema prisustvu simptoma glavobolje

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)
Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) ,859  ,381 5,090 1 ,024* 2,362 1,119 4,982
TNF-R2 1,374 3 712
TNF-R2:negativan (0) 310 615 254 1 ,614 1,364 409 4,552
TNF-R2: slabo pozitivan

(1+) -102 /534 037 1 ,848 ,903 317 2,573

TNF-R2: umjereno

pozitivan (2+) -311 470 437 1 ,509 ,733 ,292 1,842

Konstanta -1,417 ,499 8,079 1 ,004 ,242

*p<0,05; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a.Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, TNF-
R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) —
eksponencija B koeficijenta, C.I. — interval povjerenja

5.2.6.2. Ekspresija IL-1 i simptom glavobolje

Uvidom u ucesc¢e pojedinacnih varijabli u prediktorskom modelu uoceno je da je prisustvo
holesteatoma imalo statisticki prediktivni uticaj (p<0,05) na pojavu simptoma glavobolje, a
vjerovatnoca da ¢e ispitanici eksperimentalne grupe imati navedeni simptom je bila za 2,5

puta ve¢a u odnosu na ispitanike kontrolne grupe (Tabela 23).

Tabela 23. Ekspresija IL-1 prema prisustvu simptoma glavobolje

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)

Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) 917 373 6,050 1 ,014* 2502 1,205 5,195
IL1 ,031 3 ,999
IL1: negativan (0) -,116 ,671 ,030 1 ,862 ,890 ,239 3,319
IL1: slabo pozitivan (1+) -008 ,597 ,000 1 ,990 ,992 ,308 3,195
IL1: umjereno pozitivan (2+)  -,028 ,388  ,005 1 ,942 972 454 2,081
Konstanta -1,554 334 21,658 1 ,000 211

**p<0,05; IL-1 - interleukin — 1, a.Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, B - koeficijent za
konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) - eksponencija B koeficijenta,
C.l. - interval povjerenja
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5.2.6.3. Ekspresija MMP-9 i simptom glavobolje
Najjaci prediktor pojave simptoma glavobolje je bilo prisustvo holesteatoma (p<0,05), a
vjerovatnoca da ¢e ispitanici eksperimentalne grupe imati simptom glavobolje je bila za 2,4

puta veca u odnosu na ispitanike kontrolne grupe (Tabela 24).

Tabela 24. Ekspresija MMP-9 prema prisustvu simptoma glavobolje

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)

Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) ,868 375 5,357 1 ,021* 2,381 1,142 4,966
MMP-9 1,371 2 ,504
MMP-9: negativan (0) -126 417 091 1 ,763 ,882 ,389 1,998
m/;p-g; slabopozitivan _co1  4g2 1277 1 250 594 240 1467
Konstanta -1,315 423 9,691 1 ,002 ,268

* p<0,05; MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, MMP-
9, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) -
eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja

5.3. Medijatori inflamacije prema vremenskom intervalu: pojava prvih

simptoma bolesti - postavljanje dijagnoze

Vremenski interval od datuma pojave prvih simptoma bolesti do datuma postavljanja
dijagnoze kretao se izmedu 15 dana i 50 godina s prosje¢nom vrijedno$¢u aproksimativno
od 12 godina (SD+12,15). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u aritmetickim
sredinama navedenog vremenskog intervala izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne
grupe, kao i u aritmetickim sredinama izmedu ispitanika obje grupe u odnosu na stepen
ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 (Tabela 25).

Tabela 25. Ispitanici prema vremenskom intervalu: prvi simptomi - postavljanje dijagnoze

Eksperimentalna

Cjelokupan uzorak Kontrolna grupa

grupa

. . 178 97 81
Pojava prvih
simptoma - 12,39 11,97 12,9
postavljanje SD 12,15 11,86 12,55
dijagnoze u Minimum 0,05
godinama -

Maksimum 50

Mann-Whitney U test: U=3847,000, Z=-0,239, p=0,811, M - aritmeticka sredina, SD - standardna

greska
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5.4. Medijatori inflamacije prema vremenskom intervalu: dijagnoza
bolesti - hirursko lijeCenje

Vremenski interval od datuma postavljanja dijagnoze do datuma prijema u kliniku zbog
hirur§kog lijeCenja kretao se izmedu 10 dana i 30 godina, S prosje¢nom vrijedno$éu
aproksimativno od devet mjeseci (SD+30,12). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
aritmetickim sredinama navedenog vremenskog intervala izmedu ispitanika eksperimentalne
i kontrolne grupe (Tabela 26). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u aritmetickim
sredinama navedenog vremenskog intervala izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne

grupe u odnosu na rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9.

Tabela 26. Ispitanici prema vremenskom intervalu: dijagnoza bolesti - hirursko lijecenje

Cjelokupan Eksperimentalna Kontrolna grupa

uzorak grupa
N 178 97 81
Postavljanje M 8,69 6,3 11,56
dijagnoze bolesti - SD 30,12 10,45 43,15
hirursko lijecenje Minimum 0.27
Maksimum 360

Mann-Whitney U test: U=3680,5, Z=-0,733, p=0,464, M-aritmeticka sredina, SD-stand. devijacija

5.5. Medijatori inflamacije i istorija bolesti hroni¢ne upale srednjeg uha

U ukupnom uzorku, porodi¢na anamneza hroni¢ne upale srednjeg uha je bila pozitivna kod
61 (34,3%), a negativna kod 117 (65,7%) ispitanika. Razlika dobijena analizom distribucije
ispitanika eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na porodi¢nu anamnezu hroni¢ne

upale srednjeg uha nije bila od statistickog znacaja (Tabela 27).

Tabela 27. Ispitanici prema istoriji bolesti hronicne upale srednjeg uha

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 31 30 61
Da
Porodi¢na anamneza (hroni¢ne % 32,0% 37,0% 34,3%
upale srednjeg uha) N 66 51 117
Ne
% 68,0% 63,0% 65,7%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=0,55, p=0,47
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Prediktivni model nije pokazao statisticki znacajan uticaj holesteatoma niti rezultata

ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 na porodi¢nu anamnezu hroni¢ne upale srednjeg uha.

5.6. Medijatori inflamacije i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale
srednjeg uha

U ukupnom uzorku 46 (25,8%) ispitanika je operativno tretirano zbog hroni¢ne upale srednjeg

uha, unilateralno ili bilateralno, a 132 (74,2%) nije. Rezultati 4 testa su pokazali da postoji

statisticki znacajna razlika (p<0,01) izmedu ispitanika ekperimentalne i kontrolne grupe gdje

su u kontrolnoj dominantno bili zastupljeni ispitanici koji nisu operativno tretirani (Tabela 28).

Tabela 28. Ispitanici i prethodni operativni zahvati hronicne upale srednjeg uha

Grupa
. Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
_ o Da N 33 13 46
Zﬁt\t‘a‘;m Op,%ra“xg;le % 34,0% 160%  25.8%
onicne
srednjeg uha Ne N 64 68 132
% 66,0% 84,0% 74,2%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=1,27, p=0,259

5.6.1. Ekspresija TNF-R2 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg uha

Binarna logisticka regresija nije pokazala statisticki znacajan uticaj ni jednog prediktora u

modelu na istoriju prethodnih operativnih zahvata hroni¢ne upale srednjeg uha (Tabela 29).

Tabela 29. Ekspresija TNF-R2 i prethodni operativni zahvati 4ronicne upale srednjeg uha

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wwald df p Exp(B) EXP(B)
Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) 1,011 387 6,811 1 ,009** 2,747 1,286 5,869
TNFR2 647 3 886
TNFR2: negativan (0) -336 690 237 1 627 ;715 185 2,763
TNFR2: slabo pozitivan (1+)  -,029 550 ,003 1 958 972 331 2,855

TNFR2: umjereno pozitivan

2+4) 147 472 097 1 755 1,159 460 2,920

Konstanta -169 514 1084 1 ,001 ,184

**p<0,01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K,
TNF-R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) -
eksponencija B koeficijenta, C.lI. — interval povjerenja
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5.6.2. Ekspresija IL-1 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg uha

Binarna logisti¢ka regresija je pokazala statisti¢ki zna¢ajnu povezanost (p<0,01) prisustva
holesteatoma i pozitivne istorije prethodnih operativnih zahvata hroni¢ne upale srednjeg uha,
a vjerovatnoca da su ispitanici eksperimentalne grupe imali prethodne operativne zahvate je

za 2,8 puta bila ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 30).

Tabela 30. Ekspresija IL-1 i prethodni operativni zahvati hronicne upale srednjeg uha

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)

Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) 1,049 380 7621 1 ,006** 2,854 1,355 6,008
IL1 1,024 3 ,795
IL1: negativan (0) -562 724 603 1 ,437 ,570 ,138 2,355
IL1 : slabo pozitivan (1+) 249 576 186 1 ,666 1,283 414 3,970
IL1: umjereno pozitivan (2+) -,127 ,395 ,103 1 , 748 ,881 406 1,910
Konstanta -1,63 342 22,765 1 ,000 ,196

**p<0,01, IL-1 - interleukin — 1, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL1, B - koeficijent za
konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) - eksponencija B koeficijenta,
C.l. - interval povjerenja

5.6.3. Ekspresija MMP-9 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg uha

Binarna logisticka regresija je pokazala statisticki znacajnu povezanost prisustva
holesteatoma i pozitivne istorije prethodnih operativnih zahvata hroni¢ne upale srednjeg uha
(p<0,01), a vjerovatnoca da su ispitanici ekperimentalne grupe imali prethodne operativne

zahvate je bila za 2,6 puta bila ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 31).

Tabela 31. Ekspresija MMP-9 i prethodni operativni zahvati Aronicne upale srednjeg uha

95% C.1. za
B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)
Donji  Gornji
GrupaE/K(1) ,970 377 6,623 1 010 2637 1260 5519
Prediktori “) 16 g 067 202 111 1 739 1070 720 1,588
u modelu?
Konstanta -1,773  ,468 14,323 1 ,000 ,170

**p<0,01, MMP-9 — matriks metalopteinaza , a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, MMP-9,
B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) -
eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja
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5.7. Medijatori inflamacije i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale

srednjeg uha; unilateralno i bilateralno

Od ukupno 46 (25,8%) operativno tretiranih ispitanika, 38 (82,6%) je podvrgnuto
operativnom zahvatu na jednom, a osam (17,4%) na oba uha. Rezultati 2 testa nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe po pitanju prethodnih

operativnih zahvata, unilateralno ili bilateralno (Tabela 32).

Tabela 32. Ispitanici prema prethodnim operativnim zahvatima hronicne upale srednjeg
uha; unilateralno ili bilateralno

Grupa
. Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
i i Unilateralno N 26 12 38
Pretho@nl operatlvn! - % 78.8% 92.3% 82.6%
zahvati (na jednom ili N 7 1 3
oba uha) Bilateralno
% 21,2% 7,7% 17,4%
N 33 13 46
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y?=1,27, p=0,26

5.7.1. Ekspresija TNF-R2 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg

uha; unilateralno i bilateralno

lako ukupan model nije pokazao statisticku znacajnost, uvidom u ucesce pojedinacnih rezultata
ekspresije TNF-R2 dobijen je rezultat relativno niske statisticke znacajnosti (p=0,068) na osnovu
Cega se moze zakljuciti da ¢e se S povecanjem stepena ekspresije TNF-R2 povecavati i

vjerovatnoca da su ispitanici operativno tretirani unilateralno ili bilateralno (Tabela 33).

Tabela 33. Ekspresija TNF-R2 i prethodni operativni zahvati hronicne upale srednjeg uha;
unilateralno ili bilateralno

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,126 ,137 1 ,844 ,364
TNF-R2 ,200 ,125 3 2,561 ,068

TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. -
standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode, F - test omjera varijanse
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5.7.2. Ekspresija IL-1 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg uha;

unilateralno i bilateralno

lako ukupan model nije pokazao statisticku znacajnost, utvrdeno je da je klasifikacija prema
rezultatima ekspresije 1L-1 imala statisticki znacajan uticaj (p<0,05) na vjerovatnocu da su
ispitanici imali prethodne operativne zahvate na jednom ili oba uha. Ovaj rezultat implicira
da se s povecanjem Stepena ekspresije IL-1 povecava i vjerovatnoca da su ispitanici imali

prethodne operativne zahvate, unilateralno ili bilateralno (Tabela 34).

Tabela 34. Ekspresija IL-1 i prethodni operativni zahvati 4ronicne upale srednjeg uha,
unilateralno ili bilateralno

Standardni koeficijenti

Df F p
Beta S.E.
Grupa -,156 ,112 1 1,953 ,170
IL-1 ,250 ,125 3 3,963 ,015*

*p<0,05, IL-1 - interleukin — 1, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna
greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.7.3. Ekspresija MMP-9 i prethodni operativni zahvati hroni¢ne upale srednjeg

uha; unilateralno i bilateralno

lako ukupan model nije pokazao statisticku znacajnost, utvrdeno je da je klasifikacija prema
rezultatima ekspresije MMP-9 imala statisticki znacajan uticaj (p<0,01) na ispitivanu
pojavu. Ovaj rezultat implicira da se s pove¢anjem vrijednosti na MMP-9 skali povecéava i
vjerovatnoca da su ispitanici imali prethodne operativne zahvate, unilateralno ili bilateralno
(Tabela 35).

Tabela 35. Ekspresija MMP-9 i prethodni operativni zahvati Aronicne upale srednjeg uha;
unilateralno ili bilateralno

Standardni koeficijenti

Df F p
Beta S.E.
Grupa -,057 ,127 1 ,198 ,659
MMP-9 278 ,106 3 6,907 ,001**

**p<0,01, MMP-9 — matriks metaloproteinaza, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije;
S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.8. Medijatori inflamacije i otogene komplikacije hroni¢ne upale

srednjeg uha

Otogene komplikacije su bile prisutne samo kod 21 (11,8%) ispitanika, dok kod 157 (88,2%)
njihovo prisustvo nije utvrdeno. U izolovanom ili udruzenom obliku, otogene komplikacije
su bile prisutne kod 15 (15,5%) ispitanika eksperimentalne i 6 (7,4%) ispitanika kontrolne
grupe (Slika 15). Razlika dobijena 2 testom izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne
grupe u odnosu na ispitivanu pojavu nije bila od statistickog znac¢aja (Tabela 36). Binarna
logisticka regresija nije pokazala statisticki znacajan doprinos prisustva holesteatoma i

rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 za predikciju nastanka otogenih komplikacija.

Tabela 36. Ispitanici prema otogenim komplikacijama hronicne upale srednjeg uha

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 15 6 21
Da
L % 15,5% 7,4% 11,8%
Komplikacije
N N 82 75 157
e
% 84,5% 92,6% 88,2%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y2=2,75, p=0,09

Komplikacije
100.00% 92.60%
84.50%
80.00%
60.00%
40.00%
15.50%
0.00% ] —_—
eksperimentalna kontrolna

Eda mne

Slika 15. Ispitanici prema otogenim komplikacijama Aronicne upale srednjeg uha
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5.9. Medijatori inflamacije i antibiotska terapija

5.9.1. Upotreba antibiotske terapije

U ukupnom uzorku, samo Sest (3,4%) ispitanika nije koristilo antibiotsku terapiju, dok svi

ostali jesu. Nije uo¢ena statisti¢ki znacajna razlika izmedu eksperimentalne i kontrole grupe

po pitanju upotrebe antibiotske terapije (Tabela 37). Binarna logisticka regresija nije

pokazala statisticki znacajan doprinos prisustva holesteatoma i rezultata ekspresije TNF-R2,

IL-1 i MMP-9 za predikciju upotrebe antibiotske terapije.

Tabela 37. Ispitanici prema upotrebi antibiotske terapije

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 94 77 171
Da
Upotreba antibiotske % 97,9% 951%  96,6%
terapije N 2 4 6
Ne
% 2,1% 4,9% 3,4%
N 96 81 177
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »?=1,09, p=0,29
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5.9.2. Vrsta antibiotske terapije

Razlika dobijena y? testom, izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu
na vrstu koristene antibiotske terapije nije bila statisticki znacajna (Tabela 38). Distribucija
ispitanika u ukupnom uzorku prema vrsti antibiotske terapije, pokazuje da su u najveéem

procentu koristeni antibiotici iz reda hinolona (44,5%) i cefalosporina (34,1%) (Slika 16).

Tabela 38. Ispitanici prema vrsti antibiotske terapije

Grupa
X Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
o 11 15 26
Penicilini
% 11,6% 19,2% 15,0%
- 35 24 59
Cefalosporini
% 36,8% 30,8% 34,1%
- 2 4 6
Makrolidi
. " % 2,1% 5,1% 3,5%
Vrsta antibiotske terapije 0 > >
Linkozamidi
% 0,0% 2,6% 1,2%
. o 3 0 3
Aminoglikozidi
% 3,2% 0,0% 1,7%
. . 44 33 77
Hinoloni
% 46,3% 42,3% 44,5%
N 95 78 173
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%
Chi-square test: »2=8,31, p=0,14
50.00% 46.30%
2.30%
40.00% 36.80%
0.80%
30.00%
20.00% 19.20%
1160
10.00%
2 100 2.60% 3.20%
0.00% . -
\\\ 6\\ \\" \& '\‘.*\\ &
.{\‘°\ O&@ Q.\L@ ’0@%\0 «\&04, \8\\0\0
R~ Aé@\ <& & O
< Y ?:s‘

mcksperimentalna W kontrolna

Slika 16. Ispitanici prema vrsti antibiotske terapije
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5.9.2.1. Ekspresija TNF-R2 i vrsta antibiotske terapije

lako ukupan model nema statisti¢ki zna¢ajan uticaj na predvidanje vjerovatnoce koristenja
pojedine vrste antibiotske terapije, uvidom u uces¢e pojedinac¢nih varijabli u modelu,
pokazalo se da je klasifikacija prema rezultatima ekspresije TNF- R2 imala statisticki
znaCajan uticaj na vrstu ordinirane antibiotske terapije. Ovaj rezultat implicira da se s
povecanjem stepena ekspresije TNF-R2 povecava i vjerovatnoca upotrebe antibiotika iz reda
hinolona (Tabela 39).

Tabela 39. Ekspresija TNF-R2 i vrsta antibiotske terapije

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,048 114 1 ,178 674
TNF-R2 ,202 ,073 3 7,588 ,000**

**p<0,01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - jednofaktorska analiza
varijanse

5.9.2.2. Ekspresija IL-1 i vrsta antibiotske terapije

lako ukupan model nema statisti¢ki zna¢ajan uticaj na predvidanje vjerovatnoce koristenja
pojedine vrste antibiotske terapije, uvidom u uces¢e pojedinacnih varijabli u modelu,
pokazalo se da je klasifikacija prema rezultatima ekspresije IL-1 imala statisticki znacajan
uticaj na vrstu ordinirane antibiotske terapije. Ovaj rezultat implicira da se s povecanjem
stepena ekspresije IL-1 povecava i vjerovatnoca upotrebe antibiotika iz reda hinolona
(Tabela 40).

Tabela 40. Ekspresija IL-1 i vrsta antibiotske terapije

Standardni koeficijenti

Df F p
Beta S.E.
Grupa -,104 ,108 1 ,925 ,338
IL-1 ,138 ,073 3 3,552 ,016*

*p<0.05, IL-1 — interleukin, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna
greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.9.2.3. Ekspresija MMP-9 i vrsta antibiotske terapije

lako ukupan model nema statisti¢ki zna¢ajan uticaj na predvidanje vjerovatnoce koristenja
pojedine vrste antibiotske terapije, uvidom u uce$¢e pojedina¢nih varijabli u modelu
pokazalo se da je klasifikacija prema rezultatima ekspresije MMP-9 imala statisticki
znaCajan uticaj na vrstu ordinirane antibiotske terapije. Ovaj rezultat implicira da se s
povecanjem Stepena ekspresije MMP-9 povecava i vjerovatnoca upotrebe antibiotika iz reda
hinolona (Tabela 41).

Tabela 41. Ekspresija MMP-9 i vrsta antibiotske terapije

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,088 ,102 1 144 ,390
MMP-9 ,131 ,062 3 451 ,005**

**p<0.01, MMP-9 — matriks metaloproteinaza, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije;
S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.9.3. Vremensko ordiniranje antibiotske terapije

Kod 108 (62,4%) ispitanika u ukupnom uzorku, ordiniranje antibiotske terapije je trajalo
osam do &etiri dana, a kod 53 (30,6%) sedam ili manje. Rezultati ¥ testa su pokazali da
postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0,01) izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe u
odnosu na vremensko ordiniranje antibiotske terapije, gdje je 69 (72,6%) ispitanika
eksperimentalne grupe najcesce koristilo antibiotsku terapiju u periodu od 8-14 dana. Kod
32 (41%) ispitanika kontrolne grupe ordiniranje antibiotske terapije trajalo je sedam ili
manje, a kod 39 (50%) 8-14 dana (Tabela 42).

Tabela 42. Ispitanici prema vremenskom ordiniranju antibiotske terapije

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 21 32 53
"< 7 dana"
% 22,1% 41,0% 30,6%
Vremensko ordiniranje " " N 69 39 108
- .. 8-14 dana
antibiotske terapije % 72,6% 50,0% 62,4%
N 5 7 12
"> 15 dana"
% 5,3% 9,0% 6,9%
N 95 78 173
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: ¥2=9,37, p= 0,009; p<0,01
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5.9.3.1. Ekspresija TNF-R2 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

Ordinalna logisticka regresija je dokazala da prisustvo holesteatoma ima statisticki
prediktivni uticaj (p<0,05) na vremensko ordiniranje antibiotske terapije za razliku od
rezultata ekspresije TNF-R2. Veca je vjerovatnoca da ¢e ispitanici u grupi s holesteatomom
koristiti antibiotsku terapiju duzi vremenski period (Tabela 43).

Tabela 43. Ekspresija TNF-R2 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

95% ClI
Prediktori Beta S.E. Wald Df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa ,690 332 4,305 1 ,038* ,038 1,341
Kontrolna grupa 02 : . 0 . : :
TNF-R2: negativan (0) 096 586 027 1 ,870 -1,245 1,053
TNF-R2: slabo poz. (1+) 100 ,493 041 1 ,839 -,866 1,066
TNF-R2: umjereno pozitivan (2+) ,471 441 1,143 1 ,285 -,392 1,335
TNF-R2: jako pozitivan (3+) 02 0

*»<0,05, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije,
S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode, CI - interval povjerenja

5.9.3.2. Ekspresija IL-1 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

Ordinalna logisticka regresija je dokazala da prisustvo holesteatoma ima statisticki
prediktivni uticaj (p<0,05) na vremensko ordiniranje antibiotske terapije za razliku od
rezultata ekspresije IL-1. Veca je vjerovatnoca da ¢e ispitanici u grupi s holesteatomom

koristiti antibiotsku terapiju duzi vremenski period (Tabela 44).

Tabela 44. Ekspresija IL-1 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

95% ClI
Prediktori Beta S.E. Wald  df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa ,662 324 3,777 1 ,050* ,014 1,257
Kontrolna grupa 02 : : 0 . . :
IL1: negativan (0) ,033 ,640 ,003 1 ,959 -1,220 1,287
IL1: slabo pozitivan (1+) 429 ,562 ,583 1 ,445 -,672 1,529
IL1: umjereno pozitivan (2+)  -,136 ,345 ,154 1 ,695 -,812 541
IL1: jako pozitivan (3+) 02 0

*p<0.05, IL-1 — interleukin, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna
greska regresije; df-broj stepeni slobode; ClI - interval povjerenja

72



5.9.3.3. Ekspresija MMP-9 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

Ordinalna logisticka regresija je dokazala da prisustvo holesteatoma ima statisticki
prediktivni uticaj (p<0,05) na vremensko ordiniranje antibiotske terapije, za razliku od
rezultata ekspresije MMP-9. Veca je vjerovatnoca da ¢e ispitanici u grupi s holesteatomom
koristiti antibiotsku terapiju duzi vremenski period (Tabela 45).

Tabela 45. Ekspresija MMP-9 i vremensko ordiniranje antibiotske terapije

95% C.I.
Prediktori Beta S.E. Wald df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa ,679 323 4417 1 ,036* ,046 1,313
Kontrolna grupa 08 . . 0 . . :
MMP-9: negativan (0) 344 1,031 112 1 , 738 -1,676 2,365
MMP-9: slabo pozitivan (1+) 497 1,041 228 1 ,633 -1,543 2,536
MMP-9: umjereno pozitivan (2+) ,192 1,043 ,034 1 ,854 -1,853 2,237
MMP-9=4: jako pozitivan (3+) 02 0

*p<0,05, MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije;
S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; CI - interval povjerenja

5.10. Medijatori inflamacije i patomorfoloske promjene srednjeg uha

5.10.1.Perforacija membrane timpani

U ukupnom uzorku, prisustvo perforacije membrane timpani je uo¢eno kod 168 (94,4%), a
odsustvo kod 10 (5,6%) ispitanika. Nije uocena statisticki znaajna razlika izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe po pitanju prisustva perforacije membrane timpani
(Tabela 46).

Tabela 46. Ispitanici prema prisustvu perforacije membrane timpani

Grupa
. Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Da N 91 77 168
Perforacija membrane % 93,8% 951%  94,4%
timpani N N 6 4 10
e
% 6,2% 4,9% 5,6%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: 2=0,39, p= 0,53
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5.10.1.1. Ekspresija TNF-R2 i perforacija membrane timpani

U obje grupe su najzastupljeniji bili ispitanici s umjereno pozitivnom ekspresijom TNF-R2,
koji su imali perforaciju membrane timpani od kojih je 37 (90,2%) pripadalo
eksperimentalnoj, a 38 (97,4%) kontrolnoj grupi (Tabela 47). Binarna logisticka regresija
nije pokazala statisti¢ki znac¢ajan doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na pojavu

perforacije membrane timpani.

Tabela 47. Ekspresija TNF-R2 i perforacija membrane timpani

Perforacija membrane

timpani
Grupa Da Ne
N % N %

Negativan (0) 12 100,0% 0 0,0%

_ TNE-R2 Slabo pozitivan (1+) 15 882% 2 118%
Eksperimentalna I - —

rezultat  ymjereno pozitivan (2+) 37 902% 4 9,8%

Jako pozitivan (3+) 26 963% 1 3,7%

Negativan (0) 5 T714% 2 28,6%

TNE-R2 Slabo pozitivan (1+) 28 966% 1 3,4%
Kontrolna - —

Rezultat  ymjereno pozitivan (2+) 38 974% 1 2,6%

Jako pozitivan (3+) 6 100,00 O 0,0%

Chi-square test: y>=1,87, p=0,76

5.10.1.2. Ekspresija IL-1 i perforacija membrane timpani

Prema prisustvu perforacije membrane timpani, u obje grupe su najzastupljeniji bili
ispitanici s jako pozitivnom ekspresijom IL-1, od kojih je 34 (89,5%) pripadalo
eksperimentalnoj, a 43 (95,6%) kontrolnoj grupi. Drugi po ucestalosti su bili ispitanici s
umjereno pozitivnom ekspresijom IL-1, od kojih je 33 (91,7%) pripadalo eksperimentalnoj,
a 26 (92,9%) kontrolnoj grupi (Tabela 48). Binarna logisticka regresija nije pokazala
statisticki znacajan doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na pojavu perforacije

membrane timpani.
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Tabela 48. Ekspresija IL-1 i perforacija membrane timpani

Perforacija membrane

timpani
Grupa Da Ne
N % N %

Negativan (0) 12 100,0% 0O 0,0%

. IL-1 Slabo pozitivan (1+) 11 100,0% O 0,0%
Eksperimentalna I - —

rezultat  ymjereno pozitivan (2+) 33 91,7% 3 83%

Jako pozitivan (3+) 34 895% 4 10,5%

Negativan (0) 1 100,0% 0 0,0%

IL-1 Slabo pozitivan (1+) 7 100,0% O 0,0%
Kontrolna - —

rezultat  Umjereno pozitivan (2+) 26 929% 2 7,1%

Jako pozitivan (3+) 43 956% 2 4,4%

Chi-square test: y?=5,21, p= 0,27

5.10.1.3. Ekspresija MMP-9 i perforacija membrane timpani

Po pitanju prisustva perforacije membrane timpani, najvecu ucestalost u eksperimentalnoj

grupi imao je 31 ispitanik s umjerenom (86,1%) i 31 s jako pozitivnom (96,9%) ekspresijom
MMP-9, a u kontrolnoj 37 (94,9%) s negativnom ekspresijom MMP-9 (Tabela 49). Binarna

logisticka regresija nije pokazala statisticki znacajan doprinos nijednog od faktora u

predikciji uticaja na pojavu perforacije membrane timpani.

Tabela 49. Ekspresija MMP-9 i perforacija membrane timpani

Perforacija membrane

timpani
Grupa Da Ne
N % N %

Negativan (0) 31 969% 1 3,1%

. MMP-9 Slabo pozitivan (1+) 26 963% 1 3,7%
Eksperimentalna - —

rezultat Umijereno pozitivan (2+) 31 86,1% 5 13,9%

Jako pozitivan (3+) 2 100,0% 0 0,0%

Negativan (0) 37 949% 2 51%

MMP-9 Slabo pozitivan (1+) 24 923% 2 1,7%
Kontrolna - —

rezultat Umijereno pozitivan (2+) 14 100,0% 0 0,0%

Jako pozitivan (3+) 2 100,0% 0 0,0%

Chi-square test: y?=2,24, p=0,69
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5.10.2.Tip perforacije membrane timpani

U ukupnom uzorku, 87 (51,2 %) ispitanika je imalo ivi¢ni, a 81 (48,2%) centralni tip
perforacije membrane timpani. Rezultati 2 testa su pokazali da je eksperimentalna grupa
Imala statisticki znacajno (p<0,01) vise ispitanika sa iviénim tipom u odnosu na kontrolnu u
kojoj je uocena statisticki znacajno veca zastupljenost centralnog tipa perforacije membrane
timpani (Tabela 50).

Tabela 50. Ispitanici prema tipu perforacije membrane timpani

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
. N 71 16 87
Ivicna
Tip perforacije membrane % 77.2% 21.1%  51.2%
timpani N 21 60 81
Centralna
% 22.8% 78.9% 48.2%
N 92 76 168
Ukupno
% 100.0% 100.0%  100.0%

Chi-square test: y?=52,5, p=0,000; p<0,01

5.10.2.1. Ekspresija TNF-R2 i tip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala statisticki znacajan uticaj prisustva
holesteatoma na pojavu prisustva pojedinih tipova perforacije membrane timpani (p<0,01).
Ovaj rezultat implicira da postoji veca vjerovatnoc¢a prisustva centralnog tipa perforacije
membrane timpani kod ispitanika kontrolne grupe (Tabela 51).

Tabela 51. Ekspresija TNF-R2 i tip perforacije membrane timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,557 ,068 1 68,027 ,000**
TNF-R2 -,046 ,106 1 ,189 ,664

**p< 0,01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije; S.E. -standardna greska regresije; d f- broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.10.2.2. Ekspresija IL-1 i tip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala da oba prediktora imaju statisti¢ki znacajan
uticaj na tip perforacije membrane timpani. Ovaj rezultat implicira da se moze ocekivati veca
vjerovatnoca prisustva ivicnog tipa perforacije membrane timpani kod ispitanika s
holesteatomom i jako pozitivne ekspresije IL-1, a u kontrolnoj grupi veéa vjerovatnocéa

centralnog tipa i umjereno pozitivne ekspresije IL-1 (Tabela 52).

Tabela 52. Ekspresija IL-1 i tip perforacije membrane timpani

Standardni koeficijenti

Df F p
Beta S.E.
Grupa 579 ,061 1 89,760 ,000**
IL-1 ,167 ,055 3 9,103 ,000**

**p< 0,01, IL-1 - interleukin — 1, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna
greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.10.2.3. Ekspresija MMP-9 i tip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala da oba prediktora imaju statisti¢ki znacajan
uticaj na tip perforacije membrane timpani. Ovaj rezultat implicira da se moze ocekivati veca
vjerovatno¢a prisustva ivi¢nog tipa perforacije membrane timpani kod prisustva
holesteatoma i umjereno i slabo pozitivne ekspresije MMP-9, a u kontrolnoj grupi veca

vjerovatnoca centralnog tipa i negativne ekspresije MMP-9 (Tabela 53).

Tabela 53. Ekspresija MMP-9 i tip perforacije membrane timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,566 ,064 1 77,546 ,000**
MMP-9 ,159 ,058 3 7,587 ,000**

**p< 0,01, MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije;
S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.10.3.Podtip perforacije membrane timpani

Od ukupno 106 ispitanika kod kojih su uo¢eni pojedini podtipovi perforacije membrane
timpani najvecu ucestalost je pokazalo 38 (35,8%) s atik i 29 (27,4%) sa zadnjom-iviénom
perforacijom membrane timpani (Tabela 54). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu obje
grupe po pitanju podtipa perforacije membrane timpani (p<0,05), gdje je u eksperimentalnoj
bila dominantno zastupljena atik, a u kontrolnoj grupi zadnja-ivi¢na i subtotalni defekt
(Slika 17).

Tabela 54. Ispitanici prema podtipu perforacije membrane timpani

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
. N 35 3 38
Atik
% 41,2% 14,3% 35,8%
L N 20 9 29
Zadnja ivi¢na 5 s 5 5
Podtipovi Yo 23,5% 42,9% 27.4%
perforacije Prednja ivi¢na N > 2 !
r_nembrfane % 5,9% 9,5% 6,6%
timpani N 13 0 13
Atik +ivi¢na zadnja
% 15,3% 0,0% 12,3%
N 12 7 19
Subtotalni defekt
% 14,1% 33,3% 17,9%
N 85 21 106
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-square test: y?>=12,71, p= 0,013; p<0,05
Podtipovi perforacije membrane timpani
50,00%
42,00%
41,20%
40,00%
33,30%
30,00%
23,50%
20,00%
14,30% 15,30% 14,10%
9,50%
0,00% .
Atik Zadnja ivicna Prednja ivicna Atik + Ivicna zadnja Subtotalni defekt

M Eksperimentalna ®Kontrolna

Slika 17. Ispitanici prema podtipu perforacije membrane timpani
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5.10.3.1. Ekspresija TNF-R2 i podtip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala da je prisustvo holesteatoma imalo statistic¢ki
znacajan uticaj na podtip perforacije membrane timpani (p<0,01). Ovaj rezultat implicira da
postoji veca vjerovatnoca prisustva atik ili zadnjeg - ivi¢nog podtipa perforacije membrane

timpani kod ispitanika s holesteatomom (Tabela 55).

Tabela 55. Ekspresija TNF-R2 i podtip perforacije membrane timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,338 ,118 1 8,202 ,005*
TNF-R2 ,057 ,219 2 ,067 ,935

**p< 0,01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni Kkoeficijent parcijalne
regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.10.3.2. Ekspresija IL-1 i podtip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala da je prisustvo holesteatoma imalo statisti¢ki
znacajan uticaj na podtip perforacije membrane timpani (p<0,01). Ovaj rezultat implicira da
postoji veca vjerovatnocéa da ¢e kod ispitanika s prisustvom holesteatoma biti prisutan atik

ili zadnji - iviéni podtip perforacije membrane timpani (Tabela 56).

Tabela 56. Ekspresija IL-1 i podtip perforacije membrane timpani.

Standardni koeficijenti

Df F p
Beta S.E.
Grupa 327 ,103 1 10,093 ,002**
IL-1 ,085 ,240 1 ,125 124

**p< 0,01, IL-1 - interleukin — 1, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna
greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.10.3.3. Ekspresija MMP-9 i podtip perforacije membrane timpani

Kategorijalna logisticka regresija je pokazala da oba prediktora imaju statisti¢ki znacajan
uticaj na podtip perforacije membrane timpani. Ovaj rezultat implicira da se moze ocekivati
vecéa vjerovatnoca prisustva atik podtipa perforacije membrane timpani kod holesteatoma i

negativne i slabo pozitivne ekspresije MMP-9 (Tabela 57).

Tabela 57. Ekspresija MMP-9 i podtip perforacije membrane timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa 274 ,115 1 5,654 ,019*
MMP-9 ,181 ,087 3 4,341 ,006**

*»< 0,05, **p< 0,01, MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, Beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.10.4.Retrakcija membrane timpani

Prisustvo retrakcije membrane timpani u ukupnom uzorku je uoc¢eno kod 42 (23,6%)
ispitanika, a odsustvo kod 136 (76,4%). Razlika u distribuciji ispitanika prema prisustvu
retrakcije membrane timpani se nije pokazala kao statisti¢ki znacajna iako je bila relativno
niska (p=0,07) (Tabela 58).

Tabela 58. Ispitanici prema prisustvu retrakcije membrane timpani

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 28 14 42
Da
Retrakcija membrane % 28,9% 173%  23,6%
timpani N N 69 67 136
e
% 71,1% 82,7%  76,4%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: x?=3,28, p=0,07
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5.10.4.1. Ekspresija TNF-R2 i retrakcija membrane timpani

U obje grupe su bili najzastupljeniji ispitanici bez prisustva retrakcije membrane timpani i
umjereno pozitivnom ekspresijom TNF-R2 od kojih je 27 (65,9%) pripadalo
eksperimentalnoj, a 32 (82,1%) kontrolnoj grupi. Binarna logisticka regresija je pokazala da
je prisustvo holesteatoma imalo najvise uticaja na pojavu retrakcije membrane timpani
(p<0,05), a vjerovatnoca da ¢e ispitanici eksperimentalne grupe imati retrakciju membrane

timpani je za 2,2 puta ve¢a u odnosu na ispitanike kontrolne (Tabela 59).

Tabela 59. Ekspresija TNF-R2 i retrakcija membrane timpani

. . [0)
Prediktort u B SE. Wald df P  Exp(®) gifn;'l'za(f:r:;?)
Grupa: E/K(1) 775 386 4031 1 045 2170 1019 4,623
TNFR?2 1747 3 627
TNFR2(1) 612 698 769 1 381 1845 469 7,251
TNFR2: slabo

pozitivan (1+) ,559 ,602 ,861 1 ,354 1,748 537 5,688

TNFR2: umjereno
pozitivan (2+)

Konstanta -2,165 568 14,534 1 ,000 , 115

,699 533 1,723 1 ,189 2,012 ,708 5,716

* p<0,05; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K,
TNFR2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, Exp (B) — eksponencija B koeficijenta,
C.1. —interval povjerenja

5.10.4.2. Ekspresija IL-1 i retrakcija membrane timpani

U obje grupe su bili najzastupljeniji ispitanici bez prisustva retrakcije membrane timpani od
kojih je u eksperimentalnoj 29 (76.32%) imalo jaku, a 26 (72.22%) umjereno pozitivnu
ekspresiju IL-1. U kontrolnoj grupi 37 (82,1%) ispitanika je imalo jaku, a 22 (78,57%)
umjereno pozitivnu ekspresiju IL-1 (Tabela 60). Binarna logisti¢ka regresija nije pokazala
statisti¢ki znacajan doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na pojavu retrakcije

membrane timpani.
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Tabela 60. Ekspresija IL-1 i retrakcija membrane timpani

Retrakcija membrane

timpani
Grupa Da Ne
N % N %

Negativan (0) 8 6667% 4 33.33%

. Slabo pozitivan (1+) 6 5455% 5 45.45%
Eksperimentalna  1L-1 - —

Umjereno pozitivan (2+) 26 7222% 10 27.78%

Jako pozitivan (3+) 29 76.32% 9 23.68%

Negativan (0) 1 100.00% O 0.00%

Slabo pozitivan (1+) 7 100.00% O 0.00%
Kontrolna IL-1 - —

Umijereno pozitivan (2+) 22 T7857% 6 21.43%

Jako pozitivan (3+) 37 8222% 8 17.78%

Chi-square test: »?2=3,79, p=0,43

5.10.4.3. Ekspresija MMP-9 i retrakcija membrane timpani

U obje grupe su bili najzastupljeniji ispitanici bez prisustva retrakcije membrane timpani od
kojih je u eksperimentalnoj 25 (69,4%) imalo umjereno pozitivnu, a kontrolnoj 37 (94,9%)
s negativnom ekspresijom MMP-9 (Tabela 61). Binarna logisticka regresija nije pokazala
statisticki znacajan doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na pojavu retrakcije

membrane timpani.

Tabela 61. Ekspresija MMP-9 i retrakcija membrane timpani

Retrakcija membrane

timpani
Grupa Da Ne
N % N %

Negativan (0) 23 719% 9 28,1%

i MMP-9  Slabo pozitivan (1+) 19 704% 8 29,6%
Eksperimentalna - —

rezultat  Umjereno pozitivan (2+) 25 694% 11 30,6%

Jako pozitivan (3+) 2 1000% 0 0,0%

Negativan (0) 37 949% 2 51%

MMP-9  Slabo pozitivan (1+) 18 692% 8 30,8%
Kontrolna - -

rezultat  Umjereno pozitivan (2+) 11 786% 3 21,4%

Jako pozitivan (3+) 1 50,0% 1 50,0%

Chi-square test: »2=7,14, p=0,13

5.10.5. Destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani

Destrukcija kostanih zidova zvukovoda je utvrdena kod 70 (72,2%) ispitanika

eksperimentalne i samo 5 (6,2%) kontrolne grupe. Rezultati ¥ testa (p<0,01), su pokazali da
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je eksperimentalna grupa imala statisti¢ki znac¢ajno vise ispitanika s destrukcijom kostanih

zidova zvukovoda i kavuma timpani u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 62).

Tabela 62. Ispitanici prema prisustvu destrukcije kostanih zidova zvukovoda i kavuma
timpani

Grupa

- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna

3 Da N 70 5 75

Destrukcija % 72.2% 6.2%  42.1%
kostanog zida

zvukovoda Ne N 27 6 103
% 27.8% 93.8% 57.9%

Uk N 97 81 178

upno

P % 100.0% 72.2% 6.2%

Chi-square test: »?=78,84, p=0,000, p<0,01

5.10.5.1. Ekspresija TNF-R2 i destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani

Binarna logisticka regresija je utvrdila statisticku povezanost destrukcije kostanih zidova
zvukovoda i kavuma timpani sa prisustvom holesteatoma (p<0,01). Vjerovatnoca da ¢e ispitanici
s holesteatomom imati opisanu promjenu je bila 45 puta vec¢a nego kod ispitanika kontrolne grupe.
Jako pozitivna ekspresija TNF-R2 u tkivu holesteatoma je pokazala statisti¢ki zna¢ajno veéu
vjerovatnocu (p<0,01) nastanka kostane destrukcije zidova zvukovoda i kavuma timpani (p
<0,05). Vjerovatnoca nastanka opisane promjene je bila statisticki znac¢ajno niza (p <0,05) kod

ispitanika sa slabo pozitivnom ekspresijom TNF-R2 (Tabela 63).

Tabela 63. Ekspresija TNF-R2 i destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani

95% C.I. za
Prediktori u modelu® B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)
Donji  Gornji
Grupa: E/K(2) 3,824 562 46,231 1 ,000** 45,770 15,202 137,804
TNF-R2 12,038 3 ,007**
TNF-R2: negativan (0) -1,099 ,726 2,290 1,130 333,080 1,383
TNF-R2:slabo pozitivan (1+) -1,604 ,650 6,092 1 ,014* ,201 ,056 , 719

TNF-R2: umjereno pozitivan

2+) ,240 586 167 1,683 1,271,403 4,008

Konstanta -2,455 685 12,831 1 ,000 ,086

*p<0,05, ** p<0,01; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a. Variable ukljucene u step 1: grupa:
E/K, TNF-R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, Exp (B) - eksponencija B
koeficijenta, C.I. - interval povjerenja
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5.10.5.2. Ekspresija IL-1 i destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani
Prediktorski model je utvrdio da je holesteatom statisti¢ki znacajan prediktor destrukcije
kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani (p<0,01). Vjerovatno¢a da ¢e ispitanici s
holesteatomom imati opisanu promjenu bila je 48 puta veca nego kod ispitanika kontrolne
grupe. Rezultati ekspresije IL-1 nisu pokazali takav stepen predikcije. (Tabela 64).

Tabela 64. Ekspresija IL-1 i destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani

95% C.I. za
Prediktori u modelus B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)

Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) 3873 545 50,431 1 ,000** 48,076 16,509 140,001
IL-1 2,659 3 447
IL-1: negativan (0) -723 714 1027 1 311 485 120 1,965
IL-1: slabo pozitivan (1+) -930 696 1,785 1 ,182 ,395 ,101 1,544
IL-: umjereno pozitivan (2+) -,611 ,484 1,590 1 ,207 ,543 ,210 1,403

Konstanta -2,471 ,484 26,097 1 ,000 ,085

** p<0,01; IL-1 - interleukin - 1, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, B - koeficijent za
konstantu, S.E. - standardna greska, Exp (B) —eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja

5.10.5.3. Ekspresija MMP-9 i destrukcija kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani
Binarna logisticka regresija je pokazala da je holesteatom statisticki znacajan prediktor
destrukcije kostanih zidova zvukovoda i kavuma timpani (p<0,01), za razliku od rezultata

ekspresije MMP-9. Vjerovatnoc¢a da ¢e ispitanici s holesteatomom imati opisanu promjenu

je 41 puta bila vec¢a nego kod ispitanika kontrolne grupe (Tabela 65).

Tabela 65. Ekspresija MMP-9 i destrukcija kostanog zida zvukovoda

95% C.I. za
Prediktori u modelu® B SE. Wald df p Exp(B) EXP(B)
Donji Gornji
Grupa: E/K(1) 3,716 537 47,850 1 ,000** 41,12 14,346 117,863
MMP-9 7414 3 060
MMP-9: negativan (0) -1,627 1514 1,154 1 283 196 010 3,823
MMP-9:slabo pozitivan (1+) -457 1519 ,091 1 ,763 633 032 12421

MMP-9:umjereno pozitivan
(2+)

Konstanta -1,858 1,488 1,559 1 212 ,156

-478 1,523  ,098 1 754 ,620 ,031 12,271

** n<0,01; MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, a. Variable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1,
B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, Exp (B) — eksponencija B koeficijenta, C.1. -
interval povjerenja
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5.10.6. Destrukcija osikularnog lanca

U ukupnom uzorku, 83 (46,6%) ispitanika s intaktnim osikularnim lancem (Oo) su bili
dominantno zastupljeni, a potom po ucestalosti slijedi 44 (24,7%) ispitanika s nedostatkom
manubriuma maleusa i inkusa te erodiranim suprastrukturama stapesa (Os). Razlika u
distribuciji ispitanika prema stepenu destrukcije osikularnog lanca, izmedu eksperimentalne
i kontrolne grupe se pokazala statisticki znac¢ajnom (p<0,01). U eksperimentalnoj grupi su
najvecu ucestalost pokazala 42 (43,3%) ispitanika s najtezim stepenom destrukcije
osikularnog lanca (0Os), dok su 64 (79%) ispitanika s intaktnim osikularnim lancem (Oo) u
kontrolnoj grupi bila dominantno zastupljena (Tabela 66).

Tabela 66. Ispitanici prema prisustvu destrukcije osikularnog lanca

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
) ] ) N 19 64 83
Oo - intaktan osikularni lanac
% 19.6% 79.0% 46.6%
o O: - erodiran inkus i N 19 11 30
Klasifikacija destrukcija osikularnog lanca o, 19.6% 13.6% 16.9%
prema stepenu
destrukcije O: - erodiran inkus i N 17 4 21
osikularnog lanca  gyprastrukture stapesa % 17.5% 4.9% 11.8%
Os - manubrium maleusa i N 42 2 44
inkus nedostaju, erodirane
suprastrukture stapesa % 43.3% 2.5% 24.1%
N 97 81 178
Ukupno
% 100.0% 100.0%  100.0%

Chi-square test: »2=70,07, p= 0,000; p<0,01
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5.10.6.1. Ekspresija TNF-R2 i destrukcija osikularnog lanca

Prediktorski model koji je uklju¢ivao nivo ekspresije TNF-R2 u odnosu na inflamirano tkivo
kavuma timpani i tkivo holesteatoma pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki
znacajnim prediktorom (p<0,01) viseg stepena destrukcije osikularnog lanca. Uocena je
statistiCki znacajna povezanost (p<0.05) stepena ekspresije TNF-R2 s destrukcijom
osikularnog lanca gdje se kod ispitanika s negativnom ekspresijom TNF-R2 (p<0,05) mogu

oc¢ekivati nizi stepeni destrukcije osikularnog lanca (Tabela 67).

Tabela 67. Ekspresija TNF-R2 i destrukcija osikularnog lanca

95% C.I.
Prediktori Beta S.E. Wald df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa 2,788 371 56,490 1 ,000** 2,061 3,515
Kontrolna grupa 02 : : 0 : : :

TNF-R2: negativan (0) -1,115 586 3,624 1 ,050* -2,262 ,033
TNF-R2: slabo pozitivan (1+)) -644 480 1801 1 ,180 -1,585 ,297

TNF-R2: umjereno pozitivan
(2+)

TNF-R2: jako pozitivan (3+) 02 . . 0

-175 412 ,181 1 671 -,983 ,633

** n<0,01; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa 9, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K,
TNF-R2, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna greska regresije; df -
broj stepeni slobode; C.I. - interval povjerenja

5.10.6.2. Ekspresija IL-1 i destrukcija osikularnog lanca

Prediktorski model koji je ukljuc¢ivao stepen ekspresije IL-1 u odnosu na kontrolno i
holesteatomsko tkivo, pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki zna¢ajnim
prediktorom (p<0,01) viseg stepena destrukcije osikularnog lanca. Uocena je statisticki
znacajna povezanost rezultata ekspresije IL-1 s destrukcijom osikularnog lanca gdje se kod
ispitanika s negativnom (p<0,01) i slabo pozitivnom ekspresijom IL-1 (p<0,05) mogu
ocekivati nizi stepeni destrukcije osikularnog lanca (Tabela 68).
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Tabela 68. Ekspresija IL-1 i destrukcija osikularnog lanca

95% C.I.
Prediktori Beta SEE. Wald df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa 3,165 386 67,315 1 ,000** 2,409 3,921
Kontrolna grupa 02 . . 0 . : .
IL1:negativan (0) -1,550 ,594 6,820 1 ,009** -2,714 -,387
IL1:slabo pozitivan (1+) -1,084 ,559 3,769 1  ,050* -2,179 ,010
IL1:umjereno pozitivan (2+) -611 ,356 2,953 1 ,086 -1,309 ,086
IL1:jako pozitivan (3+) 02 0

*p<0,05, **p<0,01; IL-1 - interleukin - 1, a. Variable ukijucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, Beta -
standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni
slobode; C.I. - interval povjerenja

5.10.6.3. Ekspresija MMP-9 i destrukcija osikularnog lanca

Prediktorski model koji je ukljucivao stepen ekspresije MMP-9 u odnosu na kontrolno i
holesteatomsko tkivo, pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki zna¢ajnim
prediktorom (p<0,01) viseg stepena destrukcije osikularnog lanca. U odnosu na nivoe
ekspresije MMP-9, nije uocena statisticki znac¢ajna povezanost s destrukcijom osikularnog
lanca (Tabela 69).

Tabela 69. Ekspresija MMP-9 i destrukcija osikularnog lanca

95% C.1I.
Prediktori Beta S.E. Wald df p Donja  Gornja
granica granica

Eksperimentalna grupa 2,714 363 55962 1 ,000** 2,003 3,425
Kontrolna grupa 02 : : 0 : : :
MMP-9: negativan (0) -1,235 1,026 1450 1 ,229 -3,245 775
MMP-9: slabo pozitivan (1+) -,556 1,028 293 1 ,588 -2,570 1,458
MMP-9: umjereno pozitivan (2+) ,018 1,028 ,000 1 ,986 -1,998 2,034
MMP-9: jako pozitivan (3+) 02 0

**p<0,01, MMP-9 —matriks metaloproteinaza 9, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, MMP-
9, Beta -standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj
stepeni slobode; C.I. - interval povjerenja

5.10.7.Sluznica kavuma timpani

Od ukupno 151 (84,8%) ispitanika s patoloski izmijenjenom sluznicom kavuma timpani,
najvecu ucestalost je pokazalo 76 (42,7%) ispitanika s granulacijama i 67 (37,6%) s

hipertrofijom sluznice. Razlika u procentualnoj distribuciji ispitanika prema stanju sluznice

87



kavuma timpani izmedu obje grupe se pokazala kao statisti¢ki znacajna (p<0,01) gdje je u
kontrolnoj grupi najveéu ucestalost pokazalo 43,2% ispitanika s hipertrofijom sluznice, a u
eksperimentalnoj 56,7% s granulacijama (Tabela 70).

Tabela 70. Ispitanici prema stanju sluznice kavuma timpani

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Eutrofic N 3 24 27
olicna
Y % 3.1% 20.6%  15.2%
. N N 32 35 67
) Hipertrofi¢na
Sluznica kavuma % 33.0% 43.2% 37.6%
timpani Granulacije N > 21 76
) % 56.7% 250%  42.7%
Polipodna N 7 1 8
izmijenjena % 7.2% 1.2% 4.5%
N 97 81 178
Ukupno
% 100.0% 100.0% 100.0%

Chi-square test: »?=35,23, p=0,000; p<0,01

5.10.7.1. Ekspresija TNF-R2 i sluznica kavuma timpani

Prediktorski model koji je obuhvatao stepen ekspresije TNF-R2 u odnosu na holesteatomsko
I kontrolno tkivo pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki znacajnim
prediktorom (p<0,01) patoloskih promjena na sluznici kavuma timpani, odnosno pojave
hipertrofije sluznice i granulacija. Klasifikacija prema rezultatima ekspresije TNF-R2 je
imala statisticki znacajan uticaj (p<0,01) na vjerovatnocu pojave patoloski izmijenjene
sluznice kavuma timpani. Kod slabo i umjereno pozitivne ekspresije TNF-R2 moze se

oc¢ekivati veca vjerovatnoca prisustva hipertrofije sluznice i granulacija (Tabela 71).

Tabela 71. Ekspresija TNF-R2 i sluznica kavuma timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,414 ,073 2 32,195 ,000**
TNF-R2 173 ,076 4 5,229 ,001**

** p< 0,01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije; S.E. - standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.10.7.2. Ekspresija IL-1 i sluznica kavuma timpani
Prediktorski model koji je obuhvatao stepen ekspresije IL-1 u odnosu na holesteatomsko i

kontrolno tkivo pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki znacajnim

88



prediktorom (p<0,01) patoloskih promjena na sluznici kavuma timpani, odnosno pojave
hipertrofije sluznice i granulacija. Klasifikacija prema rezultatima ekspresije IL-1 je imala
statisticki znacajan uticaj (p<0,01) na vjerovatnocu pojave patoloski izmijenjene sluznice
kavuma timpani. Kod umjereno i jako pozitivne ekspresije IL-1 moze se ocekivati veca

vjerovatnoca prisustva hipertrofije sluznice i granulacija (Tabela 72).

Tabela 72. Ekspresija IL-1 i sluznica kavuma timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,473 ,059 1 64,357 ,000**
IL-1 ,222 ,065 3 11,705 ,000**

** p< 0,01, IL-1 - interleukin — 1, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. -
standardna greska regresije; d f- broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.10.7.3. Ekspresija MMP-9 i sluznica kavuma timpani

Prediktorski model koji je obuhvatao stepen ekspresije MMP-9 u odnosu na holesteatomsko
I kontrolno tkivo pokazao je da se holesteatom moze smatrati statisticki znacajnim
prediktorom (p< 0,01) patoloskih promjena na sluznici kavuma timpani, odnosno pojave
hipertrofije sluznice i granulacija. Klasifikacija prema rezultatima ekspresije MMP-9 je
imala statisti¢ki znacajan uticaj (p<0,01) na vjerovatnocu pojave patoloski izmijenjene
sluznice kavuma timpani. Kod umjereno pozitivne ekspresije MMP-9 moze se ocekivati

veca vjerovatnoc¢a prisustva granulacija (Tabela 73).

Tabela 73. Ekspresija MMP-9 i sluznica kavuma timpani

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa -,386 ,091 1 18,028 ,000**
MMP-9 ,333 ,116 3 8,296 ,000**

** p< 0,01, MMP-9 —matriks metaloproteinaza 9, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije;
S.E. -standardna greska regresije; d f- broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.10.8. Status timpanalnog us¢a Eustahijeve tube

U ukupnom uzorku, timpanalno us¢e Eustahijeve tube je bilo prohodno kod 92 (51,7%)
ispitanika, za razliku od 86 (48,3%) kod kojih takav slucaj nije zabiljezen. Analiza ? testom
je utvrdila statisticki znacajnu razliku (p<0,01) izmedu ispitanika obje grupe po pitanju
prohodnosti timpanalnog usc¢a Eustahijeve tube gdje su procentualno u eksperimentalnoj
grupi dominantno bili zastupljeni ispitanici s opstruisanim (66%), a u kontrolnoj s

prohodnim timpanalnim u$¢em Eustahijeve tube (72,8%) (Tabela 74).

Tabela 74. Ispitanici u odnosu na prohodnost timpanalnog uséa Eustahijeve tube

Grupa
. Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 33 59 92
Prohodna
EL‘;T;’&;‘:\?; % 34,0% 72,8% 51,7%
N 64 22 86
tube Neprohodna
% 66,0% 27,2% 48,3%
Ukuono N 97 81 178
P % 100,0% 1000%  100,0%

Chi-square test: »2=26,63, p= 0,000; p<0,01

5.10.8.1. Ekspresija TNF-R2 i prohodnost timpanalnog us¢a

Prediktorski model, koji je wukljuéio rezultate ekspresije TNF-R2 u odnosu na
holesteatomsko i kontrolno tkivo, dokazao je statisticki znacajan uticaj prisustva
holesteatoma na prohodnost timpanalnog us¢a Eustahijeve tube (p<0,01), a vjerovatnoc¢a da
¢e ispitanici s holesteatomom imati prohodno usée je bila za 2,2 puta manja u odnosu na
kontrolnu grupu. Klasifikacija prema rezultatima ekspresije TNF-R2 je imala statisticki
znacajan uticaj (p<0,05) na prohodnost timpanalnog usca, gdje je vjerovatnoc¢a prohodnosti
za 3,6 puta bila ve¢a kod slabo pozitivne ekspresije TNF-R2 u odnosu na rezultat jako

pozitivne, koji je bio konstanta u statistickoj obradi (Tabela 75).
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Tabela 75. Ekspresija TNF-R2 i prohodnost timpanalnog usc¢a

95% C.I. za
Prediktori u modelu? B SE. Wald df p Exp(B) EXP(B)
Donji  Gornji
Grupa: E/K(1) -1,491 ,343 18,863 1 ,000** 225 ,115 441
TNF-R2 6,901 3 ,075
TNF-R2(1) 1,137 639 3,170 1 ,075 3,118 ,892 10,906
TNF-R2: slabo pozitivan (1+) 1,291 /539 5,747 1 ,017* 3,638 1,266 10,457

TNF-R2: umjereno pozitivan
(2+)
Konstanta ,180 483 ,139 1 709 1,197

586 ,480 1,491 1 222 1,797 701 4,604

* p<0,05; **p<0,01; TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa:
E/K, TNF-R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp
(B) — eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja

5.10.8.2. Ekspresija IL-1 i prohodnost timpanalnog usc¢a

Prediktorski model koji je obuhvatao rezultate ekspresije IL-1 u odnosu na holesteatomsko
I kontrolno tkivo je dokazao statisticki znacajan prediktivni uticaj prisustva holesteatoma na
prohodnost timpanalnog uséa (p<0,01), a vjerovatno¢a da ¢e ispitanici s holesteatomom
imati prohodno usce je bila za 2,2 puta manja u odnosu na kontrolnu grupu. Klasifikacija
ispitanika prema rezultatima ekspresije IL-1 je imala statisticki znacajan efekat za sve
kategorije ekspresije. Kod negativne ekspresije IL-1, nivo vjerovatno¢e za prohodnost
timpanalnog us¢a je bio za 5,7 puta veci, u sluc¢aju slabo pozitivne za 3,3, a kod umjereno
pozitivne za 2,3 puta u odnosu na jako pozitivnu ekspresiju, iz ¢ega se moze zakljuditi da se

na IL-1 skali smanjuje vjerovatnoca prohodnosti timpanalnog usc¢a (Tabela 76).

Tabela 76. Ekspresija IL-1 i prohodnost timpanalnog usc¢a

95% C.1. za
Prediktori u modelu® B SE. Wald df p  Exp(B) EXP(B)
Donji Gornji
Grupa: E/K(1) -2,002 368 29,573 1 ,000** 135 ,066 278
IL-1 9,844 3  ,020*
IL-1: negativan (0) 1,741 667 6,805 1 ,009** 5703 1,542 21,094
IL-1: slabo pozitivan

(1+) 1,186 ,602 3,888 1 ,049* 3,274 1,007 10,645

IL-1: umjereno
pozitivan (2+)
Konstanta 627 283 4898 1 ,027 1,872

836 389 4616 1  ,032* 2307 1,076 4,948

* p<0,05; **p<0,01; IL-1 - interleukin — 1, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, B -
koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) - eksponencija
B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja
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5.10.8.3. Ekspresija MMP-9 i prohodnost timpanalnog us¢a Eustahijeve tube

Prediktorski model je dokazao statisticki znac¢ajnu predikciju prisustva holesteatoma na
prohodnost timpanalnog us¢a (p<0,01), a vjerovatno¢a da ¢e ispitanici s holesteatomom
imati prohodno usce je bila za 0,2 puta manja u odnosu na kontrolnu grupu. Klasifikacija
ispitanika prema rezultatima ekspresije MMP-9 je imala statisticki znacajan uticaj (p<0,01)
za sve kategorije ekspresije. Kod negativne, slabo i umjereno pozitivne ekspresije MMP-9
postoji statisticki znacajno vecéa vjerovatnoca da ¢e timpanalno us¢e Eustahijeve tube biti
prohodno u odnosu na rezultat jako pozitivne ekspresije MMP-9, koja je bila konstanta u
statistiCkoj obradi. Niska distribucija ispitanika s neprohodnom Eustahijevom tubom u
kontrolnoj grupi nije dozvolila izraGunavanje pojedina¢nih koeficijenata prediktora MMP-9

prema kategorijama ekspresije (Tabela 77).

Tabela 77. Ekspresija MMP-9 i prohodnost timpanalnog us¢a Eustahijeve tube

95% C.I. za
B SE. Wald df p Exp(B) EXP(B)
Donji Gornji
Prediktori CGrupa: ook
i EIK(1) 1574 361 18,958 1 ,000 207 102 421
modelu®*  \MP-9 20,098 3 ,000%*

**n<0.01, MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna
greska, Exp (B) - eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja

5.11. Imunohistohemijske karakteristike holesteatoma srednjeg uha

5.11.1.Holesteatom srednjeg uha i ekspresija medijatora inflamacije

5.11.1.1. Ekspresija TNF-R2 i holesteatom srednjeg uha

U eksperimentalnoj grupi, procentualno najzastupljeniji su bili ispitanici s umjereno
pozitivnom (42,3%) i jako pozitivnom (27,8%) ekspresijom TNF-R2, dok su u kontrolnoj
grupi najvecu procentualnu zastupljenost pokazali ispitanici s umjereno pozitivnom (48,1%)
i slabo pozitivnom (35,8%) ekspresijom TNF-R2. Primjenom 2 testa utvrdena je statisticki
znacajna razlika (p<0,01) u procentualnoj distribuciji ispitanika eksperimentalne i kontrolne
grupe prema rezultatima ekspresije TNF-R2. Ucestalost jako pozitivne ekspresije TNF-R2
u eksperimentalnoj grupi (27,8%) je bila ve¢a u odnosu na kontrolnu (7,4%), dok je u
kontrolnoj grupi slabo pozitivna ekspresija TNF-R2 (35,8%) pokazala veéu ucestalost u
odnosu na eksperimentalnu (17,5%) (Tabela 78) (Slike 18 i 19).
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Tabela 78. Ekspresija TNF-R2 i holesteatom srednjeg uha

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Negativan (0) N 12 ! 19
J % 12,4% 86%  10,7%
N 17 29 46
) _ Slabo pozitivan (1+)
Rezultati ekspresije % 17,5% 35,8% 25,8%
TNF-R2 Umjereno pozitivan N 41 39 80
(2+) % 42,3% 481%  44,9%
N 27 6 33
Jako pozitivan (3+
P 34 % 27,8% 74%  185%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-square test: »?=16,55, p=0,001; p < 0,01

Slika 18. Prikaz negativne ekspresije (R=0) TNF-R2 (a) i slabo pozitivne ekspresije (R=1+)
TNF-R2 (b) u stromalnim i upalnim ¢elijama u okolini holesteatoma (anti-TNF-R2-1x400)
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Slika 19. Prikaz umjeren
ekspresije (R=3+) TNF-R2 (b) u stromalnim i upalnim celijama u okolini holesteatoma
(anti-TNF-R2 -1x400)
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5.11.1.2. Ekspresija IL-1 i holesteatom srednjeg uha

U eksperimentalnoj grupi najvecu procentualnu ucestalost su pokazali ispitanici sa jako
pozitivnom (39,2%) i umjereno pozitivnom (37,1%), a u kontrolnoj ispitanici s jako
pozitivnom (55,6%) i umjereno pozitivnom (34,6%) ekspresijom IL-1. Primjenom y? testa
utvrdena je statistiCki znacajna razlika (p<0,05%) u procentualnoj distribuciji ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe prema rezultatima ekspresije IL-1. Ucestalost jako
pozitivne ekspresije IL-1 u kontrolnoj grupi (55,6%) je bila ve¢a nego u eksperimentalnoj
(39,2%). Ucestalost negativne ekspresije IL-1 u eksperimentalnoj grupi (12,4%) je bila veca
nego u kontrolnoj (1,2%) (Tabela 79) (Slike 20 i 21).

Tabela 79. Ekspresija IL-1 i holesteatom srednjeg uha

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
) N 12 1 13
Negativan (0)
% 12.4% 1.2% 7.3%
- N 11 7 18
Slabo pozitivan (1+)
Rezultati % 11.3% 8.6% 10.1%
ekspresije IL-1 N 36 28 64
Umjereno pozitivan (2+)
% 37.1% 34.6% 36.0%
- N 38 45 83
Jako pozitivan (3+)
% 39.2% 55.6% 46.6%
N 97 81 178
Ukupno
% 100.0% 100.0%  100.0%

Chi-square test: »?=10,43, p=0,015; p< 0,05

i =7 e 09 N O~ e

Slika 20. Prikaz negativne ekspresije (R=0) IL-1 (a) i slabo pozitivne ekspresije (R=3+) IL-
1 (b) u stromalnim i upalnim ¢elijama u okolini holesteatoma (anti-1L-1x400).
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; BRI
Slika 21. Prikaz umjereno pozitivne ekspresije (R=2+) IL-1 (a) i jako pozitivne ekspresije
(R=3+) IL-1 (b) u stromalnim i upalnim ¢elijama u okolini holesteatoma (anti-IL-1x400).

o

5.11.1.3. Ekspresija MMP-9 i holesteatom srednjeg uha

U eksperimentalnoj grupi najvecu i relativno izbalansiranu procentualnu ucestalost su
pokazali ispitanici s umjereno pozitivnom (37,1%), negativnom (33,0%) i slabo pozitivnom
(27,8%) ekspresijom MMP-9. U kontrolnoj grupi su najvecu uéestalost pokazali ispitanici s
negativnom (48,1%) i slabo pozitivnom (32,1%) ekspresijom MMP-9. Primjenom y testa
utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u procentualnoj distribuciji ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe prema rezultatima ekspresije MMP-9. Ucestalost
umjereno pozitivne ekspresije MMP-9 u eksperimentalnoj grupi (37,1%) je bila veca nego
u kontrolnoj (17,3%), dok je u kontrolnoj grupi negativna ekspresija MMP-9 (48,1%) bila
vecéa nego u eksperimentalnoj grupi (33,3%) (Tabela 80) (Slike 22 i 23).

Tabela 80. Ekspresija MMP-9 i holesteatom srednjeg uha

Grupa

- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Negativan (0) N 32 39 1
g % 33,0% 48,1% 39,9%
Slabo pozitivan (1+) N 2 26 >3
Rezultati ekspresije % 27,8% 32,1%  298%
MMP-9 . . N 36 14 50
Umjereno pozitivan (2+) % 37 1% 17 3% 28.1%
K . N 2 2 4
Jako pozitivan (3+) % 2 1% 2 5% 2 2%
UKubno N 97 81 178
P % 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=9,02, p=0,029; p<0,05
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Sllka 22. Prlkaz negatlvne ekspresue (R=0) MMP-9 (a) i slabo pozitivne ekspresue (R 1+)
MMP-9 (b) u stromalnim i upalnim éelijama u okolini holesteatoma (anti-MMP9x400)

Sllka 23 Prlkaz umjereno pozitivne ekspresije (R= 2+) MMP-9 (a) i Jako pozmvne

ekspresije (R=3+) MMP-9 (b) u stromalnim i upalnim éelijama u okolini holesteatoma (anti-
MMP9x400)
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5.11.2.Tip holesteatoma

5.11.2.1. Ekspresija TNF-R2 i tip holesteatoma

Rezultati > testa su pokazali da u eksperimentalnoj grupi nije postojala statisticki zna¢ajna
razlika (p>0,05) po pitanju distribucije pojedinih tipova holesteatoma (atik, tensa i sinus
timpani) u odnosu na rezultate ekspresije TNF-R2 (Tabela 81). Distribucija na grafikonu
pokazuje da je umjereno pozitivna ekspresija TNF-R2 bila najucestalija kod atik (50,0%), a

jako pozitivna kod sinus timpani i atik tipa holesteatoma (Slika 24).

Tabela 81. Ekspresija TNF-R2 prema tipu holesteatoma srednjeg uha

Rezultat ekspresije TNF-R2

Negativan S'ana Umjereno Jako Ukupno
(0) pOZItIV&I’] p02|t|van pozmvan
(1+) (2+) (3+)
Atik N 7 12 20 11 50
holesteatom o4 63,6% 70,6% 50,0% 40,7% 52,6%
Tip Tensa N 1 2 10 5 18
holesteatoma  holesteatom g 9,1% 11,8% 25,0% 18,5% 18,9%
Sinus N 3 3 10 11 27
timpani
holesteatom 70 27.3% 17,6% 25,0% 40,7% 28 4%
Ukupno N 11 17 40 27 95

%  100,0% 100,0% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »2=6,181, p=0,430

Tip holesteatoma / TNF-R2 Rezultat

I 0
Sinus timpani holesteatom . 10
P s

I
Tensa holesteatom
1

10

I 11

T R —:
7

0 5 10 15 20 25

20

M jako pozitivan (3+) umjereno pozitivan (2+) M slabo pozitivan (1+) W negativan (0)

Slika 24. Ekspresija TNF-R2 prema tipu holesteatoma srednjeg uha
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5.11.2.2. Ekspresija IL-1 i tip holesteatoma

Rezultati y? testa su pokazali da u eksperimentalnoj grupi nije postojala statisticki zna¢ajna

razlika (p>0,05) po pitanju distribucije pojedinih tipova holesteatoma (atik, tensa i sinus

timpani) u odnosu na rezultate ekspresije IL-1 (Tabela 82). lako nije bila statisticki znacajna,

distribucija na grafikonu pokazuje da su umjereno i jako pozitivni rezultati ekspresije IL-1 bili

najzastupljeniji kod ispitanika sa sinus timpani, tensa i atik tipom holesteatoma (Slika 25).

Tabela 82. Ekspresija IL-1 prema tipu holesteatoma srednjeg uha

Rezultat ekspresije I1L-1

Slabo Umjereno Jako

Negativan o = ”» Ukupno
0) pozitivan  pozitivan  pozitivan
(1+) (24) (3+)
Atik N 6 9 17 18 50
holesteatom o4 54,5% 90,0% 47,2% 47,4% 52,6%
Tip Tensa N 2 0 8 8 18
holesteatoma  holesteatom o5 18,204 0,0% 22,2% 21,1%  18,9%
Sinus N 3 1 11 12 27
timpani
holesteatom % 27.3% 10,0% 30,6% 31.6%  28,4%
N 11 10 36 38 95
Ukupno
%  100,0% 100,0% 100.0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: 42=6,642, p=0,355

Tip holesteatoma / IL-1 Rezultat

I
11

Sinus timpani holesteatom 1
h 3

Tensa holesteatom

I
8

B

e
17

6

0

M jako pozitivan (3+)

2

4 6 8 10 12 14 16

umjereno pozitivan (2+) M slabo pozitivan (1+) M negativan (0)

Slika 25. Ekspresija IL-1 prema tipu holesteatoma srednjeg uha

18 20
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5.11.2.3. Ekspresija MMP-9 i tip holesteatoma

Rezultati y2 testa su pokazali da je u eksperimentalnoj grupi postojala statisticki zna¢ajna
razlika (p<0,01) po pitanju distribucije pojedinih tipova holesteatoma (atik, tensa i sinus
timpani) u odnosu na rezultate ekspresije MMP-9 (Tabela 83). Distribucija na grafikonu
pokazuje da su umjereno pozitivni rezultati ekspresije MMP-9 bili najzastupljeniji kod
ispitanika sa sinus timpani i tensa tipom holesteatoma. Negativni rezultati ekspresije

MMP-9 su pokazali najvecu ucestalost kod ispitanika s atik tipom holesteatoma (Slika 26).

Tabela 83. Ekspresija MMP-9 prema tipu holesteatoma srednjeg uha

Rezultat ekspresije MMP-9

Tip holesteatoma _ Slabo Umjereno Jako Ukupno
Negativan (0) pozitivan pozitivan pozitivan
(1+) (2+) (3+)
Atik N 24 14 11 1 50
holesteatom % 77,4% 53,8% 30,6% 50,0% 52,6%
Tensa N 2 3 13 0 18
holesteatom % 6,5% 11,5% 36,1% 0,0% 18,9%
Sinus timpani N 5 9 12 1 27
holesteatom % 16,1% 34,6% 33,3% 50,0% 28,4%
N 31 26 36 2 95
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-square test: »2=18,88, p=0,004; p<0,01
Tip holesteatoma / MMP9 Rezultat
B
Sinus timpani holesteatom 9 12
e
Tensa holesteatom B 3
N 2
. 1
Ay TN
24
0 5 10 15 20 25 30
M jako pozitivan (3+) umjereno pozitivan (2+) M slabo pozitivan (1+) B negativan (0)

Slika 26. Ekspresija MMP-9 prema tipu holesteatoma srednjeg uha
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5.11.3.Lokalizacija i prosirenost holesteatoma

5.11.3.1. Ekspresija TNF-R2 i lokalizacija i prosirenost holesteatoma

Rezultati y? testa su pokazali da u eksperimentalnoj grupi postoji statisticki znacajna razlika

(p<0,05) pojedinih tipova lokalizacije i prosirenosti holesteatoma u odnosu na rezultate ekspresije

TNF-R2. Distribucija u tabeli i grafikonu pokazuje da je umjereno pozitivna ekspresija TNF-R2

bila dominantno zastupljena kod holesteatoma lokalizovanog u podrué¢ju atika i antruma i/ili

mastoidnog nastavka, a umjereno i jako pozitivna kod difuzno prosirenog (Tabela 84, Slika 27).

Tabela 84. Ekspresija TNF-R2 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma

Rezultat ekspresije TNF-R2

Lokalizacija i proSirenost Slabo Umjereno Jako
. o = - Ukupno
holesteatoma Negativan (0) pozitivan pozitivan pozitivan
(1+) (24) (B3H)
Atik N 1 5 3 0 9
% 9,1% 29,4% 7,5% 0,0% 9,6%
. . N 5 7 15 7 34
Alik+Antrum/mastoid =5 5o 41,0% 37.5% 269%  36,.2%
Atik+mezotimpanon 0 0 2 4 6
P % 0,0% 0,0% 5,0% 15,4% 6,4%
Atik+retrotimpanon N 0 3 4 2 9
P % 0,0% 17,6% 10,0% 7,7% 9,6%
Mezotimpanon/ N 2 1 3 0 6
Retrotimpanon % 18,2% 5,9% 7,5% 0,0% 6,4%
Difuzan N 3 1 13 13 30
% 27,3% 5,9% 32,5% 50,0% 31,9%
UKUDNO N 11 17 40 26 94
P % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-square test: y?=28,69, p=0,018; p<0,05
Lokalizacija i proSirenost holesteatoma/ TNF R2 rezultat
13
Difuzan 1 3 13
Mezotimpanon/ Retrotimpanon . 3
Atik+Retrotimpanon 2 3= 4
Atik+Mezotimpanon 2 4
Atik+Antrum/Mastoid . ; 15
Atik 1 3 5
0 2 4 6 8 10 12 14 16
jako pozitivan (3+) umjereno pozitivan (2+) slabo pozitivan (1+) negativan (0)

Slika 27. Ekspresija TNF-R2 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma
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5.11.3.2. Ekspresija IL-1 i lokalizacija i proSirenost holesteatoma

Rezultati y2 testa su pokazali da u eksperimentalnoj grupi postoji statisticki znacajna razlika

(p<0,05) odredenih tipova lokalizacije i prosirenosti holesteatoma u odnosu na rezultate

ekspresije IL-1. Distribucija u tabeli i grafikonu pokazuje dominantnu zastupljenost jako

pozitivne ekspresije IL-1 kod ispitanika s difuzno prosirenim holesteatomom, a umjereno

pozitivne kod holesteatoma lokalizovanog u podru¢ju atika i antruma i/ili mastoidnog

nastavka (Tabela 85, Slika 28).

Tabela 85. Ekspresija IL-1 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma

Rezultat ekspresije I1L-1

Lokalizacija i proSirenost Slabo Umjereno

Jako

holesteatoma Negativan (0)  pozitivan pozitivan pozitivan LI
(1+) (24) [€50)
Atik N 1 3 3 2 9
% 9,1% 30,0% 8,3% 5,4% 9,6%
. . N 5 4 17 8 34
Alik+antrum/mastoid % 45,5% 40,0% 47.2% 216% 3620
Atik+mezotimpanon N 0 0 0 6 6
P % 0.0% 0,0% 0,0% 16,2% 6,4%
. . N 0 1 3 5 9
Alik+Retrotimpanon % 0.0% 10,0% 8.3% 135%  9.6%
Mezotimpanon/ N 2 0 3 1 6
Retrotimpanon % 18,2% 0,0% 8,3% 2.7% 6,4%
Difuzan N 3 2 10 15 30
% 27,3% 20,0% 27,8% 40.5% 31,9%
UKUDINO N 11 10 36 37 94
P % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-square test: y?=25,34, p=0,046; p<0,05
Lokalizacija i prosirenost holesteatoma/ IL-1 rezultat
Difuzan Ze 3 10 15
Mezotimpanon/ Retrotimpanon L 5 3
Atik+Retrotimpanon 1 3 >
Atik+Mezotimpanon 6
Atik+Antrum/Mastoid b - & 17
Atik 1 2 3
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
jako pozitivan (3+) umjereno pozitivan (2+) slabo pozitivan (1+) negativan (0)

Slika 28. Ispitanici i ekspresija IL-1 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma
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5.11.3.3. Ekspresija MMP-9 i lokalizacija i prosirenost holesteatoma

Rezultati 2 testa nisu pokazali da u eksperimentalnoj grupi postoji statisticki zna¢ajna
razlika odredenih tipova lokalizacije i prosirenosti holesteatoma u odnosu na rezultate
ekspresije MMP-9. lako nije bila statisticki znacajna, distribucija na tabeli i slici pokazuje
da je umjereno pozitivna ekspresija MMP-9 najvise bila zastupljena kod ispitanika s
difuznim prosirenim holesteatomom, dok je slabo pozitivha i negativna ekspresija bila
najzastupljenija kod holesteatoma lokalizovanog u podruéju atika i antruma i/ili mastoidnog
nastavka (Tabela 86, Slika 29).

Tabela 86. Ekspresija MMP-9 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma

Rezultat ekspresije MMP-9

Lokalizacija i proSirenost Slabo Umjereno Jako Ukupno
holesteatoma Negativan (0)  pozitivan pozitivan pozitivan
1+ 2+ @)

Atik N 5 2 2 0 9

% 16,7% 7,7% 5,6% 0,0% 9,6%
Atik+antrum/mastoid N 15 11 7 1 34

% 50,0% 42,3% 19,4% 50,0% 36,2%
Atik+mezotimpanon N 2 2 2 0 6

% 6,7% 7,7% 5,6% 0,0% 6,4%
Atik+retrotimpanon N 1 2 6 0 9

% 3,3% 7,7% 16,7% 0,0% 9,6%
Mezo/Retrotimpanon N 2 1 3 0 6

% 6,7% 3,8% 8,3% 0,0% 6,4%
Difuzan N 5 8 16 1 30

% 16,7% 30,8% 44,4% 50,0% 31,9%
Ukupno N 30 26 36 2 94

% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y?=15,64, p=0,407

Lokalizacija i prosirenost holesteatoma/MMP9 rezultat

Difuzan

Mezotimpanon/ Retrotimpanon

Atik+Retrotimpanon

Atik+Mezotimpanon

Atik+Antrum/Mastoid

Atik

jako pozitivan (3+)

0

1

2 4

umjereno pozitivan (2+)

5
6 8 10 12

slabo pozitivan (1+)

16

15

14 16 18

negativan (0)

Slika 29. Ekspresija MMP-9 prema lokalizaciji i prosirenosti holesteatoma
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5.12. Medijatori inflamacije i rezultati mikrobiolo$kog ispitivanja

5.12.1.Mikrobiolo$ki nalaz brisa uha na biogram i antibiogram

U ispitanom uzorku kod 99 (55,6%) ispitanika je utvrden pozitivan mikrobioloski nalaz brisa
uha na biogram i antibiogram. Statistickom analizom y? razlike distribucije ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe prema mikrobioloskom nalazu brisa uha na biogram i

antibiogram nije utvrdena statisticka znacajnost (Tabela 87).

Tabela 87. Ispitanici prema mikrobioloskom nalazu brisa uha na biogram i antibiogram

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
- N 58 41 99
Pozitivan
Bris uha na biogram, % 59,8% 50,6%  55,6%
antibiogram N 39 40 78
Negativan
% 40,2% 494%  44,4%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y>=2,55, p=0,28

5.12.1.1. Ekspresija TNF-R2 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i
antibiogram

Prediktorski model je dokazao da stepen ekspresije TNF-R2 ima prediktivni uticaj na

mikrobioloski nalaz brisa uha. Kod umjereno pozitivne ekspresije TNF-R2 se moze

oc¢ekivati najveca vjerovatnoca za pozitivan nalaz brisa uha na biogram i antibiogram

(p<0,01) (Tabela 88).

Tabela 88. Ekspresija TNF-R2 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram

Standardni koeficijenti

df F P
Beta S.E.
Grupa ,053 ,054 1 ,969 ,326
TNF-R2 -174 ,077 2 5,124 ,007**

**n<0.01, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, Beta - standardni koeficijent parcijalne
regresije; S.E. -standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode F - test omjera varijanse
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5.12.1.2. Ekspresija IL-1 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram
Prediktorski model nije dokazao statisti¢ki znacajan doprinos nijednog od faktora u

predikciji uticaja na mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram (Tabela 89).

Tabela 89. Ekspresija IL-1 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,115 ,067 1 2,926 ,089
IL-1 -,118 ,091 3 1,676 174

IL-1 - interleukin — 1, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. -standardna greska
regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse

5.12.1.3. Ekspresija MMP-9 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogrami
antibiogram
Prediktorski model nije dokazao statisticki zna¢ajan doprinos nijednog od faktora u

predikciji uticaja na mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram (Tabela 90).

Tabela 90. Ekspresija MMP-9 i mikrobioloski nalaz brisa uha na biogram i antibiogram

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,077 ,062 1 1,566 212
MMP-9 -,092 ,095 3 ,941 422

MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9, Beta - standardni koeficijent parcijalne regresije; S.E. -
standardna greska regresije; df - broj stepeni slobode; F - test omjera varijanse
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5.12.2.Vrsta izolovanog bakteriolo$kog uzro¢nika

U ukupnom uzorku, kod 94 ispitanika su izolovane pojedine vrste bakterioloskih uzro¢nika.
Najvecu ucestalost je pokazao Staphyloccocus aureus, koji je bio izolovan kod 41 (43,6%),
a potom Pseudomonas aeruginosa kod 32 (34%) ispitanika. Rezultati y?testa su pokazali da
ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe prema vrsti

izolovanog bakterioloskog uzro¢nika (Tabela 91).

Tabela 91. Ispitanici prema vrsti izolovanog bakterioloskog uzrocnika

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
) N 22 10 32
Pseudomonas aeruginosa
% 23,4% 10,6% 34,0%
S N 10 8 18
Proteus mirabilis
% 10,6% 8,5% 19,1%
N 24 17 41
. Staphyloccocus aureus
Vrsta |zolovanog % 25,5% 18,1% 43,6%
bakterioloskog
uzro¢nika o N 1 0 1
Escherichia coli
% 1,1% 0,0% 1,1%
) ] N 1 0 1
Klebsiella pneumoniae
% 1,1% 0,0% 1,1%
_ N 0 1 1
Serratia Mascecens
% 0,0% 1,1% 1,1%
N 58 36 94
Ukupno
% 61,7% 38,3%  100,0%

Chi-square test: ¥>=3,98, p=0,55

5.12.2.1. Ekspresija TNF- R2, IL-1 i MMP-9 i vrsta izolovanog bakterioloskog
uzroc¢nika

Prediktorski model koji je obuhvatao kategorije ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9, u odnosu

na inflamirano tkivo kavuma timpani i tkivo holesteatoma, nije utvrdio statisti¢ki znacajan

doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na vrstu izolovanog bakterioloSkog

uzroc¢nika.
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5.13. Medijatori inflamacije i rezultati audioloskog ispitivanja

5.13.1.Preoperativni i postoperativni prosjecni prag sluha i vazdusno-kostani gep

Primjenom Mann-Whitney U testa uocena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe po pitanju preoperativnih (<3 mjeseca) vrijednosti ABG.
Medijana za eksperimentalnu grupu je iznosila 31,43, a kontrolnu 27,61 sto je ukazalo da je
eksperimentalna grupa imala statisticki znacajno vise vrijednosti od kontrolne. Razlika
izmedu obje grupe po pitanju vrijednosti postoperativnog (nakon sest mjeseci) ABG se
takode pokazala statistiCki znacajnom (p<0,05) gdje su vrijednosti medijane za
eksperimentalnu grupu (26,84) bile statisti¢ki znacajno vise u odnosu na kontrolnu (21,76).
Razlika u preoperativnim i postoperativnim vrijednostima PTA izmedu obje grupe se nije

pokazala statisticki znacajnom (Tabela 92).

Tabela 92. Ispitanici prema preoperativnim i postoperativnim vrijednostima prosjecnog
praga sluha i vazdusno-kostanog gepa

M Mann-
Grupa N Rank Mdn SD Whitney

Vrijednost Eksperimentalna 96 92,12 62,05 23,99
preoperativnog PTA Kontrolna 81 85,30 59,09 20,68 UZS_SSE’;SZO; 0,378
(dB) Ukupno 177

.. Eksperimentalna 96 94,13 59,09 25,73
Vrijednost U=3395 50:
postoperativnog PTA Kontrolna 81 82,92 53,73 25,11 Z_=-1 4:51’ 0,147
(dB) Ukupno 177
Vrijednost Eksperimentalna 96 95,88 31,43 14,56 U=a207 50
preoperativnog ABG Kontrolna 81 80,85 27,61 12,50 721 9416’ 0,050*
(dB) Ukupno 177
Vrijednost Eksperimentalna 96 97,92 26,84 14,15 =303 50
postoperativhog ABG Kontrolna 81 78,43 21,76 14,33 2__25’23’ 0,012*
(dB) o

Ukupno 177

*»<0,05, PTA-pure tone average (prosjecni prag sluha u decibelima - dB), ABG- air-bone gap
(vazdusno-kostani gep u decibelima - dB), M Rank - vrijednost prosjecnog ranga, Mdn - medijana,
SD - standardna devijacija
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5.13.1.1. Ekspresija TNF-R2 i IL-1 i MMP-9 i preoperativni/postoperativni prosje¢ni
prag sluha

Primjenom ANOVA testa ponovljenih mjerenja nije bilo statisticki znac¢ajnog uticaja da i

pripadnost eksperimentalnoj ili kontrolnoj grupi utice na poboljsanje prosjecnih vrijednosti

PTA, kao ni statisticki znacajnog uticaja rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1, MMP-9 na

promjenu prosjecne Vvrijednosti postoperativnog PTA.

5.13.1.2. Ekspresija TNF-R2 i IL-1 i MMP-9 i preoperativni/postoperativni vazdus$no-
koStani gep
Po pitanju pojedinac¢nih varijabli, pripadnost eksperimentalnoj ili kontrolnoj grupi u odnosu
na rezultate ekspresije MMP-9 je imala statisticki zna¢ajan uticaj na prosje¢nu vrijednost
postoperativhuog ABG (p<0,01). Srednje vrijednosti postoperativnog ABG u odnosu na
preoperativni kod jako pozitivne ekspresije MMP-9 su bile znacajno vise u eksperimentalnoj
grupi, za razliku od kontrolne gdje su bile zna¢ajno nize. Kod svih ostalih grupa ispitanika
prosjecne vrijednosti postoperativnog ABG su imale tendenciju pada (Slika 30). Nije
dokazan statisticki znacajan uticaj rezultata ekspresije TNF-R2 i IL-1 na promjenu prosjeéne

vrijednosti postoperativnog ABG.

MMP-9

33.95
31.48

31.7
29. 52 29.14 29.01
2 27.05
73 23.99
29 1.44
20 18.79 20
| I I
0

negativan (0) slabo pozitivan umjereno jako pozitivan negativan (0) slabo pozitivan umjereno  jako pozitivan

—
o

—_
(=)

wn

(1+) pozitivan (2+) (3+) (14) pozitivan (2+) (3+)
ABG (PTA za VP-PTA za KP) ABG (PTA za VP-PTA za KP)
preoperativno (<3 mj.) (dB) postoperativno (6 mj.) (dB)

B Eksperim. MKontrolna

Slika 30. Ekspresija MMP-9 prema preoperativnim i postoperativnim vrijednostima
vazdusno-kostan0g gepa
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5.13.2.Udio ispitanika s postoperativnim prosjeénim pragom sluha ispod 40 dB

Po pitanju postoperativnog poboljsanja sluha u ukupnom uzorku, kod 61 (34,3%) ispitanika
vrijednost postoperativnog PTA je bila manja od 40 dB, a kod 117 (65,6%) takve promjene
nisu zabiljezene. Analizom ¥ razlike distribucije izmedu obje grupe po pitanju udjela

ispitanika s postoperativnim ABG<40 dB, nije utvrdena statisticku znacajnost (Tabela 93).

Tabela 93. Udio ispitanika s postoperativnim prosjecnim pragom sluha ispod 40 dB

Grupa
; Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Vrijednost postoperativnog Da N 81 30 61
poboljsanja praga sluha; udio % 32,0% 37,0% 34,3%
pacijenata s postoperativnim pragom N N 66 51 117
e

sluha < 40 dB % 68,0% 630%  657%

N 97 81 178
Ukupno

% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y2=0,505, p=0,477

Prediktorski model koji je obuhvatao ispitanike eksperimentalne i kontrolne grupe u
odnosu na rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nije dokazao statisticki znacajan

doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na postoperativno poboljsanje PTA<40 dB.

5.13.3. Postoperativno pobolj$anje prosjecnog praga sluha veée od 15 dB

Po pitanju postoperativnog poboljsanja sluha u ukupnom uzorku, 35 (19,7%) ispitanika je
imalo poboljsanje PTA>15 dB, dok kod 143 (80,3%) takve promjene nisu zabiljezene.
Analizom y 2 razlike distribucije izmedu ispitanika obje grupe u odnosu na poboljsanje

postoperativnog PTA>15 dB, nije utvrdena statisticka znacajnost (Tabela 94).

Tabela 94. Ispitanici prema postoperativnom prosjecnom pragu sluha ve¢em od 15 dB

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
3 _ D N 18 17 35
Vruec!rjosf[ postoperativnog a % 18.6% 21.0% 19.7%
poboljsanja praga sluha
(PTA>15 dB) Ne N 79 64 143
% 81,4% 79,0% 80,3%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y2=0,165, p=0,684
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Prediktorski model koji je obuhvatao ispitanike eksperimentalne i kontrolne grupe u
odnosu na rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nije dokazao statisticki znacajan

doprinos nijednog od faktora u predikciji uticaja na postoperativno poboljsanje PTA>15dB.

5.13.4.Postoperativno poboljsanje sluha s vazdu$no-koS$tanim gepom ispod 20 dB

Posmatrajuci distribuciju ispitanika u ukupnom uzorku po pitanju postoperativnog poboljsanja
sluha, 74 (41,5%) je imalo ABG<20 dB, dok kod 104 (58,4%) takve promjene nisu
zabiljezene. Razlika u distribuciji ispitanika po pitanju postoperativnog ABG<20 dB izmedu
obe grupe je bila statisticki znacajna (p<0,05). U kontrolnoj grupi je zabiljezena procentualno
znacajno veca zastupljenost ispitanika (51,9%) s poboljSanjem postoperativnog ABG<20dB,
a u eksperimentalnoj znacajno veca ucestalost (67%) ispitanika kod kojih nisu uocene

navedene promjene (Tabela 95).

Tabela 95. Ispitanici prema postoperativnom vazdusno-kostanom gepu ispod 20 dB

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna

N 32 42 74
Vrijednost postoperativnog poboljsanja da % 33,0% 51,9% 41,6%
sluha, postoperativni vazdusno-kostani
gep < 20 dB e N 65 39 104

% 67,0% 48,1% 58,4%

N 97 81 178
Ukupno

% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »?=6,465, p=0,011; p<0,05
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5.13.4.1. Ekspresija TNF-R2 i postoperativni vazdusno-kostani gep ispod 20 dB

Model koji ukljucuje prediktore eksperimentalna/kontrolna grupa i rezultate TNF-R2
ekspresije nije bio statisti¢ki zna¢ajan za predikciju postoperativhog ABG<20 dB. Medutim,
uvidom u ucescée pojedinacnih varijabli u modelu, uo¢eno je da je prisustvo holesteatoma
imalo statisticki znacajan (p<0,05) uticaj na postoperativne vrijednosti ABG, a vjerovatnoca
da ¢e ispitanici s holesteatomom imati postoperativni ABG<20 dB je bila za 4,7 puta manja

nego kod kontrolne grupe (Tabela 96).

Tabela 96. Ekspresija TNF-R2 i postoperativni vazdusno-kostani gep ispod 20 dB

Prediktori 95% C.I. za

rediktori u EXP(B

- odely® B SE. Wald df p  Exp(B) : (B) :
Donji Gornji

Grupa: E/K(1) - 756 325 5,395 1 ,020* 470 248 ,889

TNF-R2 ,283 3 ,963

TNF-R2(1): 128 610 044 1 834 880 266 2,909

negativan (0)

TNF-R2:slabo

. 137 495 077 1 ,782 1,147 435 3,025
pozitivan (1+)

TNF-R2: umjereno
pozitivan (2+)

Konstanta ,050 ,449 ,012 1 911 1,051

-029 445 ,004 1 ,948 972 ,406 2,324

*p<0,05, TNF-R2 — receptor tumora nekroze alfa, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, TNF-
R2, B-koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, d f- broj stepeni slobode, Exp (B) -
eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval povjerenja
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5.13.4.2. Ekspresija IL-1 i postoperativni vazdusno-kostani gep ispod 20 dB

Model koji ukljucuje prediktore ekperimentalna/kontrolna grupa i rezultate IL-1 ekspresije

nije bio statisticki znacajan za predikciju postoperativnog poboljsanja sluha s ABG< 20 dB.

Medutim, uvidom u ucesée pojedinacnih varijabli u modelu, uoceno je da je prisustvo

holesteatoma imalo statisticki znacajan uticaj (p<0,05) po pitanju postoperativnih vrijednosti

ABG, a vjerovatnoca da ¢e ispitanici s holesteatomom imati postoperativni ABG<20 dB je

za 4,5 puta bila manja nego kod kontrolne grupe (Tabela 97).

Tabela 97. Ekspresija IL-1 i postoperativni vazdusno-kostani gep ispod 20 dB

Prediktori 95% C.I. za
rediktori u EXP(B
- odely® B SE. Wald df p  Exp(B) : (B) :
Donji Gornji
grupa: E/K(L) 800 322 6186 1  013* 449 239 844
IL1 1379 3 711
IL1: negativan (0)  -013 666 ,000 1 985 987 268  3.639
Eﬁ) slabopozitivan a0 45 095 1 871 1092 375 3182
IL1: umjereno 388 346 1257 1 262 1474 748  2.902
pozitivan (2+)
Konstanta 066 264 063 1 801 936

* p<0,05; IL-1 — interleukin-1, a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, IL-1, a. Varijable
ukljucene u step 1: grupa: E/K, TNF-R2, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df -
broj stepeni slobode, Exp (B) - eksponencija B koeficijenta, C.1. - interval povjerenja
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5.13.4.3. Ekspresija MMP-9 i postoperativni vazdu$no-kostani gep ispod 20 dB

Model koji ukljucuje prediktore eksperimentalna/kontrolna grupa i rezultate MMP-9

ekspresije nije bio statisticki znacajan za predikciju postoperativnog poboljsanja sluha s

ABG<20 dB. Medutim, uvidom u ucesce pojedina¢nih varijabli u modelu, uoceno je da je

prisustvo holesteatoma imalo statisti¢ki znacajan uticaj (p<0,05) po pitanju postoperativnih

vrijednosti ABG, a vjerovatno¢a da ¢e ispitanici s holesteatomom imati postoperativni

ABG<20 dB je za 4,7 puta bila manja nego kod kontrolne grupe (Tabela 98).

Tabela 98. Ekspresija MMP-9 i postoperativni vazdusno-kostani gep ispod 20 dB

Prediktori 95% C.I. za

rediktori u EXP(B

- odelu® B SE. Wald df p  Exp(B) . (B) :
Donji  Gornji

grupa: E/K(1) -757 318 5683 1 017** 469 252 874

MMP-9 249 3 1969

'(\é')'v'P'g: negativan a5 1047 083 1 773 739 095 5754

MMP-9: slabo 268 1056 064 1 800 765 096 6,064

pozitivan (1+)

MMP-9: umjereno

bozitivan (24) -422 1,063 158 1 691 656 082 5,261

Konstanta 379 1,030 ,135 1 713 1,460

* p<0,05; a. Varijable ukljucene u step 1: grupa: E/K, MMP-9, B - koeficijent za konstantu, S.E. -
standardna greska, df - broj stepeni slobode, Exp (B) - eksponencija B koeficijenta, C.I. - interval

povjerenja
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5.13.5.Preoperativni stepen ostecenja sluha

Prema procentu preoperativnog stepena ostecenja sluha (< tri mjeseca) u ukupnom uzorku,
najvecu ucCestalost su pokazali ispitanici s umjerenim (23,2%) i srednje teskim (22%)
stepenom. lako je bila relativno niska (p=0,06), razlika u distribuciji preoperativnog stepena
ostecenja sluha izmedu ispitanika obje grupe se nije pokazala statisticki znacajnom
(Tabela 99). Prediktorski model koji je obuhvatao ispitanike eksperimentalne i kontrolne
grupe i rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nije dokazao statisti¢ki znacajan
doprinos nijednog od faktora u predikciji vrijednosti preoperativnog stepena osteéenja sluha.

Tabela 99. Ispitanici prema preoperativnom stepenu ostecenja sluha

Grupa
- Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
N 2 1 3
Normalan (-10-15 dB)
% 2,1% 1,2% 1,7%
N 6 3 9
Blago (16-25 dB)
% 6,3% 3,7% 5,1%
] N 9 18 27
Laki (26-40 dB)
_ % 9,4% 22,2% 15,3%
Stepen ostecenja N ” 1 a1
sluha (dB) - Umijeren (41-55 dB)
preoperativno (< % 27,1% 185%  23,2%
tri mjeseca)
] N 17 22 39
Srednje tezak (56-70 dB)
% 17,7% 27,2% 22,0%
N 18 15 33
Tezak (71-90 dB)
% 18,8% 18,5% 18,6%
_ N 18 7 25
Duboki (>90 dB)
% 18,8% 8,6% 14,1%
N 96 81 177
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: »?=11,85, p=0,06
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5.13.6.Postoperativni stepen ostecenja sluha

Prema procentu postoperativnog stepena ostec¢enja sluha (nakon Sest mjeseci) u ukupnom

uzorku, najveéu ucestalost su pokazali ispitanici s lakim stepenom (25,3%). Razlika u

distribuciji postoperativnog stepena ostec¢enja sluha izmedu ispitanika obje grupe se nije

pokazala statisticki znacajnom (Tabela 100). Prediktorski model koji je obuhvatao ispitanike

eksperimentalne i kontrolne grupe i rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nije dokazao

statisticki znacajan doprinos nijednog od faktora u predikciji vrijednosti postoperativnog

stepena ostecenja sluha.

Tabela 100. Ispitanici prema postoperativnom stepenu ostecenja sluha

Grupa
: Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
6 3 9
Normalan (-10-15 dB)
% 6,2% 3,7% 5,1%
N 2 10 12
Blago (16-25 dB)
% 2,1% 12,3% 6,7%
. N 24 21 45
Laki (26-40 dB)
% 24,7% 25,9% 25,3%

Stepen ostecenja sluha N 17 12 29

(dB) - postoperativno  Umijeren (41-55 dB)

(Sest mjeseci) % 17,5% 14,8%  16,3%
Srednje tezak (56-70 N 19 14 33
dB) % 19,6% 17,3%  18,5%

N 15 14 29
Tezak (71-90 dB)
% 15,5% 17,3% 16,3%
_ N 14 7 21
Duboki (>90 dB)
% 14.4% 8,6% 11,8%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y?=9,15, p=0,16
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5.14. Medijatori inflamacije i klinicke karaktersitike palatinalnih tonzila

5.14.1.Orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Orofaringoskopskim pregledom ukupnog uzorka, kod 155 (87,1%) ispitanika je uoceno
prisustvo palatinalnih tonzila, dok je 23 (12,9%) bilo tonzilektomirano. Primjenom y? testa
utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u procentualnoj distribuciji ispitanika
eksperimentalne i kontrolne grupe prema nalazu orofaringoskopije, gdje su tonzilektomirani
ispitanici eksperimentalne grupe (17,5%) pokazali znacajno vecu ucestalost u odnosu na
ispitanike kontrolne (7,4%) (Tabela 101).

Tabela 101. Ispitanici prema orofaringoskopskom nalazu palatinalnih tonzila

Grupa
Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
Prisutne palatinalne N 80 75 155
Orofaringoskopski tonzile % 82,5% 92,6% 87,1%
nalaz palatinalnih N 17 6 23
tonzila Tonzilektomiran/a
% 17,5% 7,4% 12,9%
N 97 81 178
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y2=4,02, p=0,045; p<0,05

5.14.1.1. Ekspresija TNF-R2 i orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Kategorijalna regresija koja je obuhvatala varijable "eksperimentalna/kontrolna grupa” i
rezultate ekspresije TNF-R2, pokazala je da prisustvo holesteatoma ima statisticki
prediktivni uticaj na orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila, pri ¢emu postoji veca

vjerovatnoca da su ispitanici eksperimentalne grupe tonzilektomirani (Tabela 102).

Tabela 102. Ekspresija TNF-R2 i orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Standardni koeficijenti

df F P
Beta S.E.
Grupa ,155 ,066 1 5,511 ,020*
TNF-R2 -,143 ,110 2 1,697 ,186

*p <0.05, TNF-R2 - receptor tumora nekroze alfa , B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna
greska, df - broj stepeni slobode, F - test omjera varijanse
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5.14.1.2. Ekspresija IL-1 i orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Kategorijalna regresija koja je obuhvatala varijable "eksperimentalna/kontrolna grupa” i
rezultate ekspresije IL-1, nije pokazala statisticki znacajan doprinos nijednog od faktora u
predikciji uticaja na orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila.

5.14.1.3. Ekspresija MMP-9 i orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Kategorijalna regresija koja je obuhvatala varijable "eksperimentalna/kontrolna grupa” i
rezultate ekspresije MMP-9 pokazala je da prisustvo holesteatoma ima statistic¢ki prediktivni
uticaj na orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila, pri ¢emu postoji veéa vjerovatnoca da

su ispitanici eksperimentalne grupe tonzilektomirani (Tabela 103).

Tabela 103. Ekspresija MMP-9 i orofaringoskopski nalaz palatinalnih tonzila

Standardni koeficijenti

df F p
Beta S.E.
Grupa ,162 ,071 1 5,216 ,024*
MMP-9 -,081 ,094 2 137 ,480

*p <0.05, MMP-9 - matriks metaloproteinaza 9, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna
greska, df - broj stepeni slobode, F - test omjera varijanse

5.14.2.Tip hroni¢nog tonzilitisa

Po pitanju distribucije ispitanika prema tipu hroni¢nog tonzilitisa, zastupljenost ispitanika s
atrofi¢énim (49,7%) i hipertrofi¢nim (50,3%) tipom je bio relativno izbalansiran. Ispitanici s
atroficnim (57,3%) tipom su bili najzastupljeniji u kontrolnoj grupi, a s hipertroficnim (57,5%)
u eksperimentalnoj grupi. lako je bila releativno niska, razlika izmedu obje grupe po pitanju

tipa hroni¢nog tonzilitisa se nije pokazala statisticki zna¢ajnom (p=0,06) (Tabela 104).

Tabela 104. Ispitanici prema tipu hronicnog tonzilitisa

Grupa
. Ukupno
Eksperimentalna Kontrolna
_ N 34 43 77
] Atrofi¢ni

Tip hroni¢nog % 42.5% 57,3% 49,7%

tonzilitisa N 46 32 78

Hipertrofi¢ni

% 57,5% 42,7% 50,3%

UKUDNO N 80 75 155
P % 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: 2=3,41, p=0,06
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5.14.2.1. Ekspresija TNF-R2 i MMP-9 i tip hroni¢nog tonzilitisa
Kategorijalna regresija, koja je obuhvatala varijable “eksperimentalna/kontrolna grupa™ i
rezultate ekspresije TNF-R2 i MMP-9 ekspresije, nije pokazala statisticki znac¢ajan doprinos

nijednog od faktora u predikciji uticaja na tip hroni¢nog tonzilitisa.

5.14.2.2. Ekspresija IL-1 i tip hroni¢nog tonzilitisa

Kategorijalna regresija koja je obuhvatala varijable "eksperimentalna/kontrolna grupa” i
rezultate ekspresije IL-1, pokazala je da prisusutvo holesteatoma ima statisticki prediktivni
uticaj na vjerovatnocu da ce ispitanici imati hipertrofi¢ni tip hroni¢nog tonzilitisa
(Tabela 105).

Tabela 105. Ekspresija IL-1 i tip hronicnog tonzilitisa

Standardni koeficijenti

df F P
Beta S.E.
Grupa ,176 ,081 1 4,767 ,031*
IL-1 ,113 ,127 2 187 457

*p<0.05, IL-1 - interleukin — 1, B - koeficijent za konstantu, S.E. - standardna greska, df - broj stepeni
slobode, F - test omjera varijanse

5.14.3. Veli¢ina palatinalnih tonzila

Od 155 (87%) ispitanika s prisutnim palatinalnim tonzilama, najvecu ucestalost su pokazale
palatinalne tonzile unutar tonzilarne jame — gradus 0 (48,4%) i s opstrukcijom isthmus
faucium-a <,=25% — gradus 2 (27,1%). StatisticCkom analizom razlike broja ispitanika prema

gradusima veli¢ine palatinalnih tonzila nije utvrdena statisticka znacajnost (Tabela 106).

Tabela 106. Ispitanici prema velicini palatinalnih tonzila

Grupa

. Ukupno
eksperimentalna kontrolna
Gradus O: palatinalne tonzile unutar N 33 42 75
tonzilarne jame % 41,3% 56,0  48,4%
Klinicka  Gradus 1: palatinalne tonzile N 15 10 25
prc1>.cvj_ena opstruisu < ,=25% isthmus-a % 18.8% 133%  16,1%
velicine
palatinalnih Gradus 2: palatinalne tonzile N 24 18 42
tonzila opstruisu 26 do <50% isthmus-a % 30,0% 24,0% 27,1%
Gradus 3: palatinalne tonzile N 8 S 13
opstruisu 51 do <75% isthmus-a % 10,0% 6,7% 8,4%
N 80 75 155
Ukupno
% 100,0% 100,0%  100,0%

Chi-square test: y2=3,47, p=0,34
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Ordinalna regresija, koja je obuhvatala varijable "eksperimentalna/kontrolna grupa”
i rezultate ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9, nije pokazala statisti¢ki znacajan doprinos

nijednog od faktora u predikciji uticaja na veli¢inu palatinalnih tonzila.
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6. DISKUSIJA

Razlika u aritmetickim sredinama prosjeéne starosne dobi ispitanika, koja je za
eksperimentalnu grupu iznosila 49, a kontrolnu 54 godine, pokazala se kao statisticki
znacajna. Distribucija ispitanika prema starosnim grupama je takode pokazala statisticki
znacajnu razliku, gdje su u eksperimentalnoj ispitanici starosne dobi do 16 godina pokazali
statisticki znaCajno vecu ucestalost. Tokom svoje SesnaestogodiSnje studije operativno
tretiranih holesteatoma, 7Tos dokazuje godisnju incidencu od tri holesteatoma u djecjoj i 12,6
u odrasloj dobi na 100.000 stanovnika [18]. Yousuf i saradnici u klini¢koj studiji hroni¢ne
upale srednjeg uha i holesteatoma isticu da je najveca incidenca stecenog holesteatoma u
starosnoj grupi od 11-20 godina (54%) za kojom po ucestalosti slijedi grupa od 0-10 godina
(20%) [191]. Harker i saradnici u svom istrazivanju pronalaze godisnju incidencu od Sest
holesteatoma na 100.000 stanovnika s najvecom ucestalos¢u u drugoj i trecoj dekadi Zivota,
dok Nelson i saradnici isti¢u da prosje¢na starosna dob djece s kongenitalnim holesteatomom
iznosi 5,6+/-2,8, a sa ste¢enim 9,7+/-3,3 godine [14, 192].

Prosjeéna Zivotna dob ispitanika u eksperimentalnoj grupi prema stepenu ekspresije
TNF-R2, IL-1 i MMP-9 je bila statisticki zna¢ajno niza u odnosu na kontrolnu, a prisustvo
holesteatoma je imalo statisticki znacajnu predikciju za pripadnost mladoj starosnoj dobi.
Slabo pozitivna ekspresija TNF-R2 je bila statisticki znacajan prediktor za pripadnost starijoj
zivotnoj dobi u odnosu na jako pozitivhu ekspresiju. Nije dokazana statisti¢ki znacajna
povezanost nivoa ekspresije IL-1 i MMP-9 s pojedinim starosnim grupama. Yetiser i
saradnici u studiji ispitivanja ekspresije TNF-alfa, IL-1 alfa i EGF kod hroni¢ne upale
srednjeg uha sa i bez holesteatoma ne pronalaze statisticki znac¢ajnu povezanost ekspresije
ispitivanih biomarkera sa starosnom dobi ispitanika, koja se kretala od 18 do 52 godine.
Postoji izvjesno ogranienje po pitanju ispitivanog klinickog faktora jer u navedeno
istrazivanje nisu bili ukljuceni ispitanici mlade starosne dobi ispod 18 godina [109]. Sastry
I saradnici, ispitujuci ulogu TNF-a u kostanoj destrukciji kod holesteatoma srednjeg uha, ne
pronalaze statistiCku znacajnu povezanost stepena ekspresije TNF-o sa starosnom dobi
pacijenata [193]. Medutim, Dornelles i saradnici pronalaze znacajno vecu
mikromilimetarsku debljinu perimatriksa holesteatoma kod ispitanika mlade dobi (ispod 18

godina) s dominatnim prisustvom inflamatornih celija i aktivnoj ulozi citokina u odnosu na
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fibrozno tkivo, koje je bilo vise zastupljeno kod odraslih. Autori isticu da postoji blaga do
umjerena inverzna Kkorelacija stepena inflamacije s uzrastom pacijenata u vrijeme
operativnog zahvata [52].

Prema polnoj strukturi, u eksperimentalnoj grupi su najzastupljeniji bili ispitanici
muskog pola od kojih je 27 (65,9%) imalo umjerenu, a 19 (70,4%) jako pozitivnu ekspresiju
TNF-R2, dok su u kontrolnoj bili zastupljeniji ispitanici zenskog pola, od kojih je 23 (59%)
imalo umjerenu, a 23 (59%) slabo pozitivnu ekspresiju TNF-R2. Ispitanici muskog pola su
takode pokazali najvecu zastupljenost u eksperimentalnoj grupi po pitanju stepena ekspresije
IL-1, od kojih je 26 (72,2%) imalo umjerenu, a 24 (63,2%) jako pozitivnu ekspresiju. U
kontrolnoj grupi su zastupljeniji bili ispitanici Zenskog pola, od kojih je 26 (33,3%) s jako
pozitivnom ekspresijom IL-1 pokazalo najve¢u ucestalost. Prema polnoj strukturi, u
eksperimentalnoj grupi su najzastupljeniji bili ispitanici muskog pola s umjereno pozitivnom
(75,0%) i slabo pozitivhom (66,7%) ekspresijom MMP-9, dok su u kontrolnoj bili
zastupljeniji ispitanici zenskog pola s negativnom (53,8%) i slabo pozitivhom (69,2%)
ekspresijom MMP-9.

U eksperimentalnoj grupi su statisticki znacajno bili zastupljeni ispitanici muskog
pola sto je u skladu s podacima iz literature. Aquino i saradnici, u epidemioloskoj studiji
ukupnog uzorka od 1146 ispitanika mlade i starije zivotne dobi, utvrduju dominantno
prisustvo holesteatoma kod 67,4% ispitanika muskog u odnosu na 35,3% Zenskog pola, dok
Nelson i saradnici dokazuju da je incidenca holesteatoma kod muskog za 4,1 puta veca u
odnosu na zenski pol [192, 194]. Umjerena i jako pozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i
MMP-9 je bila najucestalija u eksperimentalnoj grupi kod ispitanika muskog, a u kontrolnoj
kod Zenskog pola. Prisustvo holesteatoma je imalo statisticki znacajnu predikciju za
pripadnost muskom polu. Negativna ekspresija TNF-R2 je imala negativan statisticki
prediktivni uticaj na pripadnost muskom polu u odnosu na jako pozitivnu ekspresiju.

Nije dokazan statisticki znacajan uticaj stepena ekspresije IL-1 i MMP-9 u odnosu na
polnu strukturu ispitanika. Yetiser i saradnici, sprovode¢i ispitivanje ekspresije TNF-alfa,
IL-1 alfa i EGF kod hroni¢ne upale srednjeg uha sa i bez holesteatoma, nisu pronasli
statisticki znacajnu razliku izmedu nivoa ekspresije ispitivanih biomarkera u odnosu na
polnu strukturu [109]. Lee i saradnici u svom istrazivanju dokazuju visoke, ali ne i statisticki
znacajne nivoe ekspresije receptora molekularnih uzoraka (eng. TLRs - Toll-like receptors),
IL-6 i TNF-a u tkivu holesteatoma kod ispitanika zenskog pola [195]. Pregledom dostupne
literature i pretrazivanjem naucnih baza podataka nisu pronadena objavljena istraZivanja o

povezanosti stepena ekspresije MMP-9 u odnosu na polnu strukturu ispitanika.
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Ispitujué¢i simptomatologiju hroni¢ne upale srednjeg uha, razlika dobijena analizom
distribucije ispitanika obje grupe u odnosu na prisustvo simptoma otalgije, sekrecije iz uha,
oslabljenog sluha i tinitusa nije bila od statistickog znacaja za razliku od simptoma
vrtoglavice i glavobolje gdje je takav nivo znacajnosti utvrden. U odnosu na prisustvo
simptoma hroni¢ne upale srednjeg uha, u obje grupe su zabiljezeni rezultati visokopozitivne
ekspresije TNF-R2 i IL-1. Kod ispitanika eksperimentalne grupe, rezultati ekspresije
MMP-9 su bili takode visokopozitivni za razliku od kontrolne gdje nije zabiljezen takav
slucaj. Prediktorski model nije dokazao statisti¢ki znac¢ajnu povezanost stepena ekspresije
TNF-R2, IL-1 i MMP-9 s prisustvom navedenih simptoma hroni¢ne upale srednjeg uha, dok
je prisustvo holesteatoma imalo statisticki znacajan prediktivni uticaj na pojavu simptoma
vrtoglavice i glavobolje. Sade i saradnici u studiji holesteatoma i mastoidne hirurgije navode
sekreciju iz uha kao prvi simptom u 62% i prisustvo oslabljenog sluha u 11% slucajeva, dok
Aquino i saradnici, sprovodeé¢i epidemiolosko istrazivanje holesteatoma srednjeg uha i
mastoida, navode sekreciju iz uha (66,5%) pracenu udruzenim simptomima sekrecije iz uha,
oslabljenog sluha i tinitusa (23,3%) i oslabljenim sluhom (7,6%) [194, 196]. Wy i saradnici,
ispitujuci stepen ekspresije MMP-2, MMP-9 i IL-6 u odnosu na starosnu dob, polnu
pripadnost i prisustvo simptoma glavobolje, vrtoglavice, paralize facijalnog nerva i slusne
ostec¢enosti kod ispitanika sa i bez holesteatoma srednjeg uha, nisu dokazali statisticki
znacajnu razliku [197]. Postoje znacajni dokazi koji pokazuju da su odredeni citokini
ukljuceni ne samo u iniciranje, ve¢ i U perzistiranje patoloskog bola, direktnom aktivacijom
nociceptivnih senzornih neurona. Odredeni upalni citokini imaju ulogu u centralnom
nervnom sistemu kod traumatski uzrokovanih upalnih procesa i povezani su s razvojem
kontralateralne hiperalgezije i alodinije [198].

Prosje¢na vrijednost vremenskog intervala od pojave prvih simptoma bolesti do
postavljanja dijagnoze iznosio je aproksimativno 12 godina. U obje grupe su bili najvise
zastupljeni ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2 i IL-1 za razliku od
negativnog stepena ekspresije MMP-9, koji je pokazao najvecu ucestalost. Nije utvrdena
statisti¢ki znaCajna povezanost stepena ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 s ispitivanim
vremenskim intervalom. Aquino i saradnici su istrazili da se vremenski interval od pojave
prvih simptoma do prvog javljanja doktoru kod 30% ispitanika sa holesteatomom srednjeg
uha kretao od 6-15 godina, iako se 50% simptoma ve¢ manifestovalo prije 15. godine zivota.
Autori takode navode da su razlozi kasnog javljanja najéesce bili socijalne i ekonomske
prirode, nedostupnost otorinolaringolozima i da ispitanici nisu pridavali znacaj pojavi

otoloskih simptoma osim bola, vrtoglavice i krvarenja [194]. Skotnicka i saradnici,
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istrazujuc¢i znac¢aj pojednih citokina kod hroni¢nog otitisa, nisu pronasli statisticki znacajnu
korelaciju koncentracije TNF-a, IL-1, -8, -10 s uzrastom, trajanjem gubitka sluha i broja
epizoda akutne upale srednjeg uha [199]. Istrazivanja su dokazala da visoka ekspresija
TNF-a predstavlja znacajan rizik za naknadne epizode, duzi tok i hronicitet upalnog procesa
srednjeg uha [200-202].

Palva i saradnici navode da prosje¢no vrijeme trajanja simptoma kod holesteatoma u
dje¢jem uzrastu iznosi 5,8 godina, dok Belachdi i i saradnici utvrduju povezanost vece stope
recidiva holesteatoma u djecjem uzrastu sa trajanjem simptoma duze od dvije godine
[203, 204]. Djurhuus i saradnici istiCu znac¢aj insercije aeracionih cjev¢ica u srednje uho kod
djecije populacije, kao potencijalnog faktora koji doprinosi smanjenju stope incidence
holesteatoma srednjeg uha [205]. Vitale i saradnici navode da razlika u nivoima TNF-a moze
biti povezana s razlic¢itim faktorima, kao $to su trajanje bolesti, intenzitet lokalne infekcije
ili prisutnost i raspodjela TNF- o receptora u matriksu holesteatoma. Medutim, detaljnijia
analiza ove hipoteze je limitirana zbog nedovoljnog broja publikovanih radova [80].

Prosje¢na vrijednost vremenskog intervala od postavljanja dijagnoze do prijema u
Kliniku zbog hirurskog lijeCenja iznosila je aproksimativno 9 mjeseci. U obje grupe su bili
najviSe zastupljeni ispitanici s visokopozitivhom ekspresijom TNF-R2 i IL-1.
Visokopozitivna ekspresija  MMP-9 je takode pokazala najveéu ucestalost U
eksperimentalnoj, a negativna u kontrolnoj grupi. lako su zabiljezene visoke vrijednosti
ekspresije ispitivanih biomarkera, prediktorski model nije dokazao statisticki znacajnu
povezanost stepena ekspresije TNF-R2, IL-1 1 MMP-9 i prisustva holesteatoma s ispitivanim
vremenskim intervalom. Baze podataka pokazuju da rane tinejdzerske godine ¢ine starosni
pik za hirursku intervenciju kod holesteatoma srednjeg uha, ali da postoji Siroka distribucija
nekih pacijenata koji su operisani u sedmoj i osmoj dekadi zivota [19]. Djurhuus i saradnici,
ispitujuci incidencu hirurski lije€enog holesteatoma srednjeg uha kod djecije populacije u
periodu od 1977. do 2010. godine, dokazuju znac¢ajno smanjenje stope incidence inicijalno
operisanog holesteatoma tokom posljednjih devet godina navedenog perioda, ¢emu je
prethodio znaCajan porast incidence insercije aeracionih cjev¢ica u srednje uho [205].
Morales i saradnici dokazuju visoku ekspresiju MMP-2 kod invazivnih formi holesteatoma
koji uzrokuju komplikacije u odnosu na neinvazivne i latentne forme, sto u znacajnoj mjeri
moze uticati na vremenski interval od postavljanja dijagnoze do hirurskog lijecenja [206].
Marenda i saradnici su istrazivali povezanost procijenjene duzine bolesti s profilom citokina
u tkivu holesteatoma. Analiza varijanse u jednom smjeru je pokazala zna¢ajnu povezanost

izmedu duzine bolesti i pozitivnosti individualne epitelne ¢elije holesteatoma. Obrazac

122



bojenja na individualnom ¢elijskom ili ukupnom nivou, kao nijedan intraoperativni nalaz
(erozija kosti ili slusnih kos$¢ica, granulaciono tkivo) nisu znacajno Korelirali s
procijenjenom duzinom bolesti [110].

Ispitujuéi istoriju hroni¢ne upale srednjeg uha, nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika izmedu dvije grupe. S pozitivnom istorijom hroni¢ne upale srednjeg uha u obje grupe
su najvise bili zastupljeni ispitanici koji su imali visokopozitivnu ekspresiju TNF-R2 i I1L-1,
dok su najvecu ucestalost u odnosu na ekspresiju MMP-9, pokazali ispitanici s negativnim
rezultatom. Jennings i saradnici, istrazuju¢i genetiku holesteatoma, navode da njegov
nastanak moze biti zavisan od kombinacije genetskih i faktora okoline, promjenljive
ekspresije, dok Takeuchi i saradnici isticu znacaj urodenog imunskog sistema u
patofiziologiji holesteatoma, zahvaljuju¢i ulozi receptora za prepoznavanje paterna (eng.
PRRs - Pattern recognition receptors) u upalnom odgovoru [207, 208]. Prinsley,
analiziraju¢i evidenciju sindromskih slu¢ajeva, isti¢e da geni koji kontrolisu morfologiju uha
mogu biti faktori rizika za nastanak kongenitalnih ili steCenih holesteatoma [19]. U prvom
sistemskom pregledu nauc¢nih baza, vezanih za genetiku holesteatoma, Jennings i saradnici
zakljucuju da je nedovoljan broj naucne i stru¢ne literature koja pruza dokaze o nasljednoj
komponenti u njegovoj etiologiji [207].

U odnosu na istoriju operativnih zahvata hroni¢ne upale srednjeg uha, dokazana je
statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitanika obje grupe, gdje su u kontrolnoj dominantno
bili zastupljeni ispitanici koji nisu operativno tretirani. Ispitanici s visokopozitivnom
ekspresijom TNF-R2 i IL-1 su pokazali najve¢u ucestalost u obje grupe. Visokopozitivna
ekspresija MMP-9 je bila najzastupljenija u eksperimentalnoj grupi, a negativha u
kontrolnoj. Prisustvo holesteatoma je imalo pozitivan i statisticki znacajan prediktivni uticaj
na pozitivnu istoriju operativnih zahvata hroni¢ne upale srednjeg uha, dok po istom pitanju
nije dokazana statisticki znacajna povezanost s nivoima ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9.
Lee i saradnici su dokazali visoku ekspresiju vec¢ine TLRS, receptora slicnih NOD-u (eng.
NLRs - NOD-like receptors) i citokinske informacione RNA (eng. mRNA - Messenger RNA)
u tkivu holesteatoma ispitanika, visestruko operisanih u odnosu na jednom operisane
ispitanike. Navedeni receptori imaju kljuénu ulogu u indukciji ekspresije medijatora
inflamacije. Autori su takode pronasli znacajno vise nivoe TLR-8, NOD-2, IL-12 i TNF- a
MRNAs kod reoperisanih u odnosu na ispitanike s inicijalnom hirurgijom holesteatoma
[195]. Kuczkowski i saradnici, ispitujuci ekspresiju TNF-a, IL-1 a, IL-6, -10 kod hroni¢ne
upale srednjeg uha s osteolizom kosti, dokazuju da poviSena aktivnost proinflamatornih

citokina kod ispitanika s hroni¢nom upalom srednjeg uha i holesteatomom moze ukazivati
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na neophodnost hirurgije "otvorene tehnike™ i "second look" operacije nakon nekoliko
mjeseci [209].

U odnosu na istoriju unilateralnih ili bilateralnih operativnih zahvata hroni¢ne upale
srednjeg uha nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitanika obje grupe u kojima
su najvise bili zastupljeni ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2 i IL-1. Po
pitanju rezultata ekspresije MMP-9, najucestaliji u eksperimentalnoj grupi su bili ispitanici
s negativnom i visokopozitivnom, a u kontrolnoj s negativnom ekspresijom.
Visokopozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9 je imala statisti¢ki znacajnu predikciju
pozitivne istorije prethodnih operativnih zahvata na jednom ili oba uha, dok prisustvo
holesteatoma nije imalo pozitivan i statisticki znacajan prediktivni uticaj na ispitivanu
pojavu. Dornelles i saradnici pronalaze u epidemioloskoj studiji hroni¢ne upale srednjeg uha
kod 450 pedijatrijskih ispitanika ucestalost holesteatoma od 30%, ¢ije je prisustvo u 12%
slu¢ajeva utvrdeno u oba srednja uha, dok Deguine i saradnici pronalaze uredan nalaz na
kontralateralnoj membrani timpani samo u tre¢ini slucajeva i prisusutvo holesteatoma u
kontralateralnom uhu u 10% slucajeva [210, 211]. Pregledom dostupne naucne literature i
nauc¢nih baza nisu pronadena istrazivanja koja su proucavala ulogu i znacaj ekspresije
TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u odnosu na istoriju lateralnosti operativnih zahvata srednjeg uha.

Rezultati ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nisu imali statisticki zna¢ajnu predikciju
nastanka ekstrakranijalnih i intrakranijalnih otogenih komplikacija kod ispitanika obje
grupe. U eksperimentalnoj grupi su bili zastupljeniji ispitanici s visokopozitivnom
ekspresijom sva tri ispitivana biomarkera. Penido i saradnici isticu da su intrakranijalne i
ekstrakranijalne otogene komplikacije kod djecje populacije u razvijenim zemljama danas
relativno rijetka pojava. Autori navode da je vecina intrakranijalnih komplikacija (95,8%)
uzrokovana holesteatomom srednjeg uha s najve¢om incidencom nastanka tokom prve tri
decenije zivota i predominacijom kod muskog pola [212]. Bernal Sprekelsen i saradnici
isticu da metaloproteinaze i osnovni faktor rasta fibroblasta (eng. bFGF - basic fibroblast
growth factor) mogu objasniti destruktivne i proliferativne aktivnosti holesteatoma, dok
Morales i saradnici dokazuju visokopozitivnu ekspresiju MMP-2 kod invazivnih formi
holesteatoma koji uzrokuju komplikacije u odnosu na neinvazivne i latentne forme
[206, 213].

Visoki procenat od 96,6% ispitanika u ukupnom uzorku je koristio antibiotsku
terapiju, dok su naj¢esce koriSteni antibiotici bili iz reda hinolona (44,5%) i cefalosporina
(34,1%). Ispitanici eksperimentalne grupe su u znacajno vec¢em procentu (62,4%) Kkoristili

antibiotsku terapiju duzi vremenski period, izmedu 8-14 dana. Najvecu ucestalost u obje
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grupe su pokazali ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2, IL-1 i MMP-9, koji
su koristili antibiotsku terapiju. Prisustvo holesteatoma je imalo statisti¢ki prediktivni uticaj
na duzi vremenski period upotrebe antibiotske terapije u trajanju od 8-14 dana.
Visokopozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9 je imala statisticki znacajnu predikciju
upotrebe antibiotika iz reda hinolona.

Orihara i saradnici navode da nivoi ekspresije TLR2 receptora mogu biti korisni
prediktori u monitoringu stanja bakterijske infekcije, $to pruza dodatne informacije u
planiranju antibiotske terapije [214]. Yetiser i saradnici nisu dokazali statisticki znacajnu
povezanost stepena ekspresije TNF- a, IL-1 o | EGFR i antibiotske terapije. Autori isticu da
antibiotska terapija ne uti¢e znac¢ajno na nivo ekspresije ispitivanih citokina kod ispitanika s
hroni¢énom upalom srednjeg uha i holesteatomom iako su dokazali da je u nekim slu¢ajevima
doslo do regresije upalnih i simptoma sekrecije iz uha [209]. Barzilai i saradnici, ispitujuci
dinamiku produkcije IL-1 u sekretu tokom upalnog procesa srednjeg uha, pronalaze
znacajno vise nivoe IL-1 kod bakterioloski pozitivnih kultura u odnosu na negativne. Autori
isti¢u da su se nivoi IL-1 znacajno smanjili nakon 4-5 dana upotrebe antibiotske terapije bez
obzira na to da li je doslo do eradikacije bakterioloskog uzro¢nika ili ne, Sto je bilo u
suprotnosti s izmjerenim nivoima TNF-a, usko povezanim s prisustvom bakterija [215, 216].

Kada je ispitivano prisustvo perforacije membrane timpani, nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu ispitanika obje grupe, gdje su najvecu ucestalost pokazali ispitanici
s prisustvom perforacije membrane timpani i visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2 i
IL-1. Slic¢an rezultat je dobijen i po pitanju ekspresije MMP-9 za eksperimentalnu grupu. U
odnosu na tip perforacije, uoCena je statisticki znacajna razlika, gdje je kod ispitanika
eksperimentalne grupe najvecu ucestalost pokazao ivi¢ni, a kod ispitanika kontrolne
centralni tip perforacije membrane timpani. U obje grupe su najzastupljeniji bili ispitanici s
visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2 i IL-1. Ekspresija MMP-9 za eksperimentalnu grupu
je imala relativno izbalansiran rezultat (R=0,+1,+2), a kontrolnu negativan (R=0).
Prediktorski model je dokazao da je holesteatom statisticki znacajan prediktor prisustva
iviéne perforacije membrane timpani. Takode je dokazano da visokopozitivna ekspresija
IL-1 i MMP-9 ¢ini statisticki znacajan prediktor prisustva iviénog tipa, a negativna
ekspresija MMP-9 centralnog tipa perforacije membrane timpani.

Po pitanju podtipa perforacije membrane timpani, uocena je razlika na nivou
statisticke znacajnosti. Kod ispitanika eksperimentalne grupe najvecu ucestalost je pokazao
atik podtip perforacije membrane timpani, a kod ispitanika kontrolne zadnji-ivi¢ni i

subtotalni defekt. U obje grupe su najvise bili zastupljeni ispitanici s visokopozitivnom
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ekspresijom TNF-R2 i IL-1. Ekspresija MMP-9 za eksperimentalnu grupu je pokazala
negativan rezultat, a kontrolnu slabo pozitivan. Prisustvo holesteatoma srednjeg uha i
visokopozitivna ekspresija IL-1 su se pokazali statisticki znacajnim prediktorima prisustva
atik 1 zadnjeg-ivi¢nog podtipa, a negativna i slabo pozitivna ekspresija MMP-9 atik podtipa
perforacije membrane timpani.

Aquino i saradnici, sprovode¢i epidemiolos$ku studiju holesteatoma srednjeg uha i
mastoidnog nastavka, pronalaze prisustvo centralne perforacije membrane timpani u niskom
procentu od 13% u njihovom uzorku, a ivi¢nog tipa i atik podtipa u visokom procentu od
73,6%. Autori isticu da je prisustvo holesteatoma uoceno na svim lokalizacijama, ali s
najve¢om ucestalo$¢u U podrucju atika [194]. Skotnicka i saradnici, u studiji ispitivanja
stepena ekspresije TNF-a, IL-1 B, IL-8 i IL-10 kod hroni¢nog sekretornog otitisa u dje¢jem
uzrastu, ne pronalaze statisticki znacajnu povezanost izmedu patoloskih promjena na
membrani timpani i nivoa ispitivanih biomarkera [199]. Wilmoth i saradnici dokazuju visoku
ekspresiju MMP na membrani timpani, stimulisanu od TNF-alfa i bakterijskog toksina LPS.
Autori isticu da upalne promjene na membrani timpani uzrokuju oslobadanje enzima
sposobnih za degradaciju ekstracelularnog matriksa sto dovodi do nepovratnih patoloskih
promjena i razvoja holesteatoma [217]. Spandow i saradnici navode da faktori rasta imaju
esencijalnu ulogu u procesu zarastanja perforacije membrane timpani koje moze biti
zaustavljeno usljed nedostatka proteina ekstracelularnog matriksa [218]. Santa Maria i
saradnici su takode dokazali da geni poput faktora rasta (npr. ¢lanovi porodice EGF), njihovi
receptori, citokini (npr. IL-19, IL-24) i razli¢iti enzimi (npr. hijalurona sintaza 2) u¢estvuju
u zarastanju perforacije membrane timpani. Rezultati ove studije pruzaju polaznu osnovu za
identifikaciju "molekularnih potpisa” i biomarkera povezanih sa boles¢u i razvoj novih
tretmana kod patoloskih stanja na membrani timpani, zasnovanih na molekularnim dokazima
[219].

Razlika u distribuciji ispitanika, prema prisustvu retrakcije membrane timpani, se nije
pokazala kao statisti¢ki znacajna iako je pokazala nisku vrijednost (p=0,070). U obje grupe
su bili najzastupljeniji ispitanici bez prisustva retrakcije membrane timpani i
visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2 i IL-1. Slican rezultat je dobijen i po pitanju
ekspresije MMP-9 za eksperimentalnu grupu. Welkoborsky i saradnici isticu da bakterije
unutar retrakcionog dzepa produkuju pojedine antigene koji aktiviraju razlicite citokine i
liticke enzime kao sto su ICAM, RANKL, IL-1, -2, -6, MMP-2, -9, koji dovode do aktivacije
i sazrijevanja osteoklasta s konsekvencom degradacije ekstracelularnog matriksa i

hiperproliferacije, kostane erozije i finalno progresije bolesti [70]. Wilmoth i saradnici isticu
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da bakterijski endotoksini indukuju ekspresiju TNF-a, a potom i MMPs u membrani timpani
Sto rezultira oslobadanjem enzima sposobnih za razgradnju ekstracelularnog matriksa i
nastankom ireverzibilnih patoloskih promjena kao sSto su retrakcija i atelektaza membrane
timpani i nastanak holesteatoma [217]. Urik i saradnici su u imunohistohemijskoj studiji
dokazali pozitivnu ekspresiju MMP-9 u svim stadijumima retrakcionog dzepa membrane
timpani sto ukazuje na degenerativni proces u ekstracelularnom matriksu vezivnog tkiva.
Rezultati istrazivanja idu u prilog teoriji retrakcionog dzepa u nastanku holesteatoma [220].
Sugita i saradnici isticu da bakterijski endotoksini i citokini domaéina imaju sli¢an
destruktivni uc¢inak na epitelni sloj membrane timpani. Ucinci bakterijskog endotoksina
mogu biti posredovani imunskim odgovorom domacina [221]. Matriks metaloproteinaze i
TNF-a su prethodno povezani s razli¢itim hroni¢nim upalnim procesima, posebno onim koji
ukljucuju gubitak fibrozne strome [222, 223].

Od ukupnog broja ispitanika s osteodestrukcijom zidova spoljasnjeg slusnog kanala
I kavuma timpani najvecu ucestalost u obje grupe su pokazali ispitanici s visokopozitivnom
ekspresijom TNF-R2. Po pitanju ekspresije IL-1, u eksperimentalnoj grupi su
najzastupljeniji bili ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom, dok je samo pet ispitanika
kontrolne grupe pokazalo sli¢an rezultat. U eksperimentalnoj grupi su najucestaliji bili
ispitanici s umjereno pozitivnom, a potom sa slabo pozitivnom ekspresijom MMP-9, dok su
u kontrolnoj samo tri ispitanika imala visokopozitivan rezultat. Prediktorski model je
dokazao statisticki znacajan prediktivni uticaj prisustva holesteatoma za nastanak
osteodestrukcije spoljasnjeg slusnog kanala i kavuma timpani. Vjerovatnoéa
osteodestrukcije zidova spoljasnjeg slusnog kanala i kavuma timpani je bila statisticki
znacajno veca kod ispitanika s visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2. U odnosu na nivoe
ekspresije IL-1 i MMP-9, nije uo¢ena znacajna korelacija s opisanom patomorfoloSkom
promjenom.

Abramson i Huang pronalaze u epitelnom sloju holesteatoma enzime kolagenaze i
hidrolaze, odgovorne za destrukciju kosti, dok Thompsen i saradnici potvrduju hipotezu
enzimatskog koncepta, sugerisuci da kolagenaze koje su proizvele komponente vlaknastih i
skvamoznih epitelnih tkiva uzrokuju eroziju kosti [224, 225]. Ruedi i Tumarkin sugerisu da
resorpcija kosti moze nastati kao rezultat pritiska holesteatoma na povrs$ni sloj slusnih
koscica [226, 227]. Thompsen i Sade sa saradnicima u Svojim istrazivanjima pronalaze
kontinuirano prisustvo inflamatornog procesa u neposrednom okruzenju erodiranih slusnih
kos¢ica. Autori sugeriSu da se inflamatorni proces moze smatrati za uzrok osikularne

resorpcije [228, 229]. Kranc i saradnici pronalaze da su osteéenja kostanog tkiva posljedica

127



aktivnih procesa resorpcije, a ne nekroze. Autori isticu da celije aktivno ucestvuju u
mehanizmima demineralizacije, erozije i destrukcije kosti [230].

Rezultati istrazivanja su u skladu s podacima iz literature. Yetiser i saradnici su

pronasli znacajno vise nivoe TNF-a, IL-1 i EGF kod 23 ispitanika s hroni¢cnom upalom
srednjeg uha i holesteatomom u odnosu na 16 ispitanika bez prisustva holesteatoma i
zakljucili da je destrukcija kosti posredovana ovim citokinima [109]. Sli¢no ispitivanje su
takode sproveli Akimoto i saradnici, koji su pronasli zna¢ajno vise nivoe TNF-a i IL-1 u
tkivu inflamiranog kongenitalnog i ste¢enog holesteatoma u poredenju s kozom spoljasnjeg
slusnog kanala [231]. Li Z i saradnici izvjestavaju da visoki nivoi TNF-o u tkivu
holesteatoma djeluju direktno, uzrokuju¢i eroziju kostiju kao autokrini faktor rasta, a
indirektno kao vazan medijator, podsticuci oslobadanje enzima koji uzrokuju destrukciju
kosti [232]. Olszewska i saradnici isti¢u znacaj nekoliko faktora odgovornih za kostanu
resorpciju kao sto su inflamacija, lokalni pritisak i specifi¢ni citokeratini [44]. Suchozebrska-
Jesionek i saradnici dokazuju prekomjernu ekspresiju i visu stopu aktivacije MMP-9 kod
holesteatoma u odnosu na zdravu kozu spoljasnjeg sluSnog kanala, $to ukazuje da MMP-9
moze imati znacajnu ulogu u molekularnim mehanizmima invazije holesteatoma u okolno
kostano tkivo srednjeg uha [233]. Wang H i saradnici isti¢u da povisena aktivnost MMP-2 i
MMP-9 kod holesteatoma moze imati vitalnu ulogu u destrukciji kosti, a sli¢éne zakljucke
iznose i Schonermark i saradnici koji takode otkrivaju snaznu povezanost izrazene aktivnosti
MMP s procesom osteodestrukcije zbog holesteatoma [148, 234].
Destrukcija osikularnog lanca je zabiljezena kod 78 ispitanika eksperimentalne i 17
kontrolne grupe. Najvecu ucestalost u eksperimentalnoj grupi su pokazali ispitanici koji su
imali visokopozitivnu ekspresiju TNF-R2 i IL-1 i skorom 0s i 0. destrukcije osikularnog
lanca. Prediktorski model je pokazao da se holesteatom moze smatrati statisticki zna¢ajnim
prediktorom tezih stepena destrukcije osikularnog lanca. Uocena je statisticki zna¢ajna
povezanost ekspresije TNF-R2 i IL-1 s destrukcijom osikularnog lanca gdje se kod ispitanika
sa negativhom ekspresijom TNF-R2 i negativhom i slabo pozitivnom IL-1 mogu ocekivati
nizi stepeni destrukcije osikularnog lanca.

U eksperimentalnoj grupi, ispitanici sa skorom 0s destrukcije osikularnog lanca i
visokopozitivnom ekspresijom MMP-9 su pokazali najve¢u ucestalost. U kontrolnoj grupi
su najzastupljeniji bili ispitanici s intaktnim osikularnim lancem (0o) koji su imali negativnu
i slabo pozitivnu ekspresiju MMP-9. Prediktorski model je pokazao da se holesteatom moze

smatrati statisticki znacajnim prediktorom viseg stepena destrukcije osikularnog lanca.
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U odnosu na nivoe eskpresije MMP-9 nije uocena statisticki znacajna povezanost s
destrukcijom osikularnog lanca.

Tos i saradnici, ispitujuci osikularni lanac kod 1150 slu¢ajeva hroni¢ne upale srednjeg
uha, utvrduju najvecu ucestalost ostecenja kod inkusa, potom stapesa i maleusa [235].
Palomar i saradnici isticu da je inkus u 100% slucajeva bio involviran kod ostecenja
osikularnog lanca [236]. Chole i saradnici pronalaze djelimi¢no ili potpuno ostecenje slusnih
kos¢ica kod 80% bolesnika s holesteatomom, a da stopa erozije osikularnog lanca kod
hroni¢ne upale srednjeg uha bez holesteatoma iznosi 20% [237]. Swartz i saradnici navode
destrukciju osikularnog lanca kao najc¢es¢u komplikaciju holesteatoma i da stepen ostecenja
zavisi od primarne lokalizacije i proSirenosti holesteatoma. Autori pronalaze intaktan
osikularni lanac u 26% slucajeva atik holesteatoma, a najve¢u destrukciju kod dugog
nastavka inkusa, potom tijela inkusa i glave maleusa [238]. Amar i saradnici u klinickoj i
biohemijskoj studiji destrukcije kosti kod holesteatoma srednjeg uha pronalaze izuzetno
visoku stopu destrukcije osikularnog lanca, koja je iznosila 91,5%. Autori su takode dokazali
statisti¢ki znac¢ajnu korelaciju stepena ekspresije TNF alfa s destrukcijom osikularnog lanca,
gdje je biohemijski indeks ispitivanog biomarkera bio statisticki znacajno nizi kod
holesteatomom uzrokovane erozije jedne slusne kos¢ice nasuprot erozije prosirene na dvije
ili tri slusne kos¢ice [112]. Wu Y i saradnici dokazuju statisticki znac¢ajnu povezanost visokih
nivoa ekspresije MMP-2, MMP-9 i IL-6 u serumu bolesnika s holesteatomom srednjeg uha
sa stepenom destrukcije osikularnog lanca [197].

Kod 151 (84,8%) ispitanika u ukupnom uzorku uocen je patoloski nalaz na sluznici
kavuma timpani. Razlika u distribuciji ispitanika prema ispitivanoj patomorfoloskoj
promjeni se pokazala kao statisticki znacajna (p<0,01), gdje su hipertrofija sluznice u
kontrolnoj grupi (43,2%) i granulacija u eksperimentalnoj (56,7%) pokazale najvecu
ucestalost. U obje grupe je zabiljeZena visokopozitivna ekspresija TNF-R2 i IL-1, dok je po
pitanju rezultata MMP-9 najvecu ucestalost u eksperimentalnoj grupi pokazala
visokopozitivna, a u kontrolnoj negativna ekspresija. Prediktorski model koji je obuhvatao
stepen ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u odnosu na tkivo holesteatoma i kontrolno tkivo
inflamirane sluznice kavuma timpani, dokazao je statisticki znac¢ajnu predikciju prisustva
holesteatoma na patoloske promjene sluznice kavuma timpani, odnosno pojavu hipertrofije
sluznice i granulacija. Takode je dokazana statisticki znacajno veéa vjerovatnoca prisustva
granulacija kod visokopozitivne ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 i hipertrofije sluznice
kod visokopozitivne ekspresije TNF-R2 i IL-1.
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Akimoto i saradnici navode da je vecina steCenih holesteatoma povezana s
inflamatornim celijskim infiltratom. Autori pronalaze prisustvo granulacija kod ste¢enog, za
razliku od kongenitalnog holesteatoma, ali i statisticki zna¢ajnu korelaciju nivoa ekspresije
TNF-a sa stepenom infekcije i kostane resorpcije, za razliku od nivoa ekspresije IL-1. U istoj
studiji nisu utvrdili statsiticki znacajnu korelaciju nivoa ekspresije TNF-o. i IL-1 s prisustvom
granulacija kod ste¢enog holesteatoma [231]. Kuczkowski i saradnici pronalaze visoke nivoe
ekspresije IL-1, TNF-a i IL-6 u granulacionom i tkivu holesteatoma. Autori isti¢u da snazna
pozitivna povezanost izmedu nivoa tih citokina i stepena osteolize kosti ukazuje na
destruktivno ponasanje holesteatoma ili granulacionog tkiva [209]. Yetiser i saradnici
dokazuju da nema statistickih razlika u nivoima ekspresije TNF-o i IL-1 izmedu
granulacionog i tkiva koze spoljasnjeg slusnog kanala, dok Kim i saradnici u svojoj studiji
pronalaze znacajno vece nivoe ekspresije IL-1 mRNA u granulacionom nasuprot tkiva
zdrave koze i holesteatoma [109, 239]. Schmidt i saradnici isticu da se ekspresija MMP-9
uglavnom desava u suprabazalnim, a rjede u bazalnim slojevima epitela holesteatoma, kao i
u upalnim c¢elijama perimatriksa za razliku od keratinocita i granulacionog tkiva [149].
Schonermark i saradnici pronalaze ekspresiju MMP-9 i MMP-2, ograni¢enu Samo na
bazalne i suprabazalne epitelne ¢éelijske slojeve holesteatoma za razliku od mukoznog sloja
kavuma timpani i membrane timpani [148].

Razlika izmedu ispitanika obje grupe po pitanju statusa timpanalnog us¢a Eustahijeve
tube se pokazala statisticki znacajnom. U eksperimentalnoj grupi su najzastupljeniji bili
ispitanici s opstrukcijom timpanalnog usc¢a Eustahijeve tube i visokopozitivnom ekspresijom
TNF-R2, IL-1 i MMP-9. U kontrolnoj grupi su najveéu ucestalsot pokazali ispitanici s
prohodnim timpanalnim us¢em i visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2, IL-1 i negativnom
ekspresijom MMP-9. Prediktorski model koji je obuhvatao stepen ekspresije TNF-R2, IL-1
i MMP-9 u odnosu na tkivo holesteatoma i kontrolno tkivo inflamirane sluznice kavuma
timpani, dokazao je statisticki znac¢ajan prediktivni uticaj prisustva holesteatoma i visokih
nivoa ekspresije ispitivanih biomarkera na pojavu opstrukcije i neprohodnosti timpanalnog
usca Eustahijeve tube.

Monsell i saradnici isticu da disfunkcija Eustahijeve tube ¢ini osnovu patofiziologije
upalnog procesa srednjeg uha, atelektaze membrane timpani i holesteatoma [240].
Kemppainen i saradnici dokazuju da je ucestalost holesteatoma mnogo vecéa kod
permanentne disfunkcije Eustahijeve tube, kao sto je to sluc¢aj kod pacijenata s rascjepom
nepca [1]. Wolfman i saradnici u svom istrazivanju dokazuju da se nastanak i razvoj

retrakcionog holesteatoma moze eksperimentalno dokazati ometanjem funkcije Eustahijeve
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tube na animalnom modelu [241]. Maeda i saradnici u eksperimentalnoj studiji ekspresije
citokina na animalnom modelu navode klju¢nu ulogu blokade Eustahijeve tube u nastanku
hroni¢nog sekretornog otitisa. Autori pronalaze znacajno visoku, endotoksinima
indukovanu, ekspresiju TNF-alfa, za razliku od IL-1 B i IFN vy, odgovornu za proizvodnju
mukusa 1 patohistoloSke promjene sluznice srednjeg uha, karakteristicne za hroni¢ni
sekretorni otitis [242].

Ispitivanjem rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 u ¢elijama perimatriksa
holesteatoma i kontrolnom tkivu inflamirane sluznice srednjeg uha, utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu ispitanika eksperimentalne i kontrolne grupe. Visokopozitivna
ekspresija TNF-R2 i MMP-9 je pokazala statisticki znacajno veéu ucestalost U ¢elijama
perimatriksa holesteatoma, za razliku od kontrolnog tkiva inflamirane sluznice srednjeg uha
gdje je visokopozitivna ekspresija IL-1 bila statisticki zna¢ajno ucestalija. Dokazani visoki
stepen ekspresije TNF-R2 i MMP-9 u ¢elijama perimatriksa holesteatoma je u skladu s
rezultatima studija koje su istrazivale slicnu problematiku iz dostupne naucne literature i
baza podataka, za razliku od rezultata ekspresije IL-1. Potencijalna objasnjenja dobijenog
rezultata mogla bi da se temelje na povezanosti stepena ekspresije IL-1 s patohistoloskim,
imunohistohemijskim 1 klinickim karakteristikama holesteatoma za vrijeme uzimanja
uzorka. Istrazivanja su dokazala znaCajnu povezanost nivoa ekspresije IL-1 sa slabim
stepenom inflamacije, niskim indeksom bakterioloskog uzro¢nika u tkivu holesteatoma i
upotrebem antibiotske terapije neposredno prije i tokom operativnog zahvata [216, 231].

Vitale 1 saradnici, istrazuju¢i ekspresiju TNF-R2 receptora kod stecenog
holesteatoma srednjeg uha, dokazuju znacajno visoke nivoe ispitivanog biomarkera u
matriksu holesteatoma. Autori nisu dokazali znacajnu povezanost TNF-R2 receptora sa
stepenom upalnog procesa kod ste¢enog holesteatoma srednjeg uha [85]. Medutim, Yan i
Huang, analizirajuci pet eksperimentalno indukovanih holesteatoma na animalnim modelu i
pet hirurski odstranjenih fragmenata holesteatoma humanog porijekla, otkrivaju znacajno
povisenu ekspresiju TNF-a u holesteatomskom, ali i u okolnom granulacionom tkivu te
istiCu znacaj navedenog citokina u procesu resorpcije kosti [105]. Sastry i saradnici su
dokazali zna¢ajno viSe preoperativne nivoe koncentracije TNF-a u serumu ispitanika, koji
su operativno tretirani zbog holesteatoma srednjeg uha u odnosu na kontrolnu grupu zdravih
ispitanika. Takode su utvrdili znac¢ajnu povezanost koncentracije TNF-o sa stepenom
kostane destrukcije [193]. Yong-Soo i saradnici su, istrazujuéi znac¢aj TNF-a kod hroni¢nog
sekretornog otitisa na animalnom modelu, indukovanom s endotoksinom Pseudomonas

aeruginosa, naglasili mogucnost inhibicije upalnog procesa primjenom TNF-o antagonista,
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kao sto je rekombinantni humani TNF receptor tip | (eng. STNF RI - Recombinant Human
soluble TNF receptor Type 1), Sto moze imati izuzetan znacaj u tretmanu navedenog
oboljenja, prevenciji komplikacija i nastanka holesteatoma [108]. Chung i Yoon su
separacijom subepitelnog od epitelnog sloja holesteatoma i kultivacijom tkiva dokazali da
izvjesne supstance iz perimatriksa imaju sposobnost da stimulisu matriks holesteatoma da
produkuje IL1 i IL-8, $to rezultira resorpcijom kosti [243]. Yetiser i saradnici su, ispitujuéi
nivoe ekspresije IL-1 i TNF-o u tkivu ispitanika s hroni¢nim otitisom, pronasli znacajno vise
nivoe navedenih citokina u grupi ispitanika s holesteatomom i zakljucili da je kostana
destrukcija posredovana navedenim citokinima [109]. Akimoto i saradnici pronalaze
znacajno vise nivoe ekspresije TNF-a i IL-1 kod inflamiranih kongenitalnih i ste¢enih
holesteatoma u odnosu na tkivo koze spoljasnjeg slusnog kanala [231]. Marenda i
Aufdemorte su istrazivali prisustvo TNF-a, TGF-8 1, -2 i IL-1, -6 u hirurski prikupljenim
uzorcima holesteatoma i komparirali s uzorcima zdrave koze spoljasnjeg slusnog kanala.
Autori su imunolokalizovali znacajno visoku ekspresiju navedenih citokina u epitelnom
sloju i subepitelnoj stromi holesteatoma za razliku od bazalnih slojeva i koze spoljasnjeg
slusnog kanala. Autori isticu znacaj involviranosti TNF-o, IL-1 i IL-6 u proces inflamacije i
rezultirajuce pregradnje povezane s holesteatomom [111].

Schmidt i saradnici, ispitujuci indukciju MMP u keratinocitima debrisa holesteatoma
i isjeCcima granulacionog tkiva, otkrivaju da su induktivni faktori regulacije MMP-9 u
granulacionom i tkivu debrisa holesteatoma EGF, IL-1 a, TNF-a, TGF-a i TGF-B, koji
djelimi¢no poti¢u iz samog epitela i stromalnih ¢elija ispod [149]. Suchozebrska-Jesionek i
saradnici, istrazujuci proteoliticku aktivnost MMP-2 i MMP-9, dokazuju znacajno visu
ekspresiju ispitivanih biomarkera u holesteatomskom tkivu srednjeg uha u odnosu na tkivo
zdrave koze spoljasnjeg slusnog kanala. Autori zakljuc¢uju da prekomjerna ekspresija
MMP-2 i MMP-9 i manjoj mjeri moze biti uklju¢ena u molekularne mehanizme invazivnosti
holesteatoma i kostane destrukcije [233]. Schonermark i saradnici u imunohistohemijskoj
studiji dokazuju da je ekspresija MMP-2, -3, -9 strogo ogranicena na bazalni i suprabazalni
¢elijski sloj holesteatoma, dok je ekspresija MMP-8 pokazala Sirenje i u podrucje epitela i
granulacionog tkiva. Autori isti¢u da bi ¢lanovi familije MMP mogli igrati aktivnu ulogu u
molekularnim mehanizmima invazije holesteatoma u temporalnu kost, sto daje nove uvide
u patofiziologiju bolesti i potencijalne terapijske pristupe [148]. Zhu, Xie i Wang su u
imunohistohemijskom istrazivanju ekspresije MMP-2 i MMP-9 kod holesteatoma i

karcinoma srednjeg uha dokazali direktnu povezanost izmedu ispitivanih biomarkera i
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holesteatoma. Autori zakljucuju da je poremecaj izmedu MMP i njihovih inhibitora bio jedan
od razloga resorpcije kosti u slu¢ajevima holesteatoma i karcinoma srednjeg uha [244].

lako nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika po pitanju distribucije pojedinih tipova
holesteatoma (atik, tensa, sinus timpani) u odnosu na rezultate ekspresije TNF-R2 i IL-1,
najvecu ucestalost kod atik i sinus timpani holesteatoma je pokazala visokopozitivna
ekspresija TNF-R2 i IL-1. Visokopozitivna ekspresija MMP-9 je najzastupljenija bila kod
sinus timpani i tensa holesteatoma. Medutim, kod atik tipa holesteatoma je dobijen
kontroverzan rezultat, gdje je negativan rezultat ekspresije MMP-9 pokazao dominantnu
zastupljenost. Po pitanju lokalizacije i prosirenosti holesteatoma, visokopozitivna ekspresija
TNF-R2 i IL-1 je pokazala statisiticki znacajnu ucestalost kod difuzno proSirenog i
holesteatoma lokalizovanog u podru¢ju atika, antruma i/ili mastoidnog nastavka.
Visokopozitivna ekspresija MMP-9 je pokazala najvecu, ali ne i statisticki znaajnu
zastupljenost kod difuzno prosirenog holesteatoma.

Kuczkowski i saradnici, uporedujuci nivoe proinflamatornih citokina TNF-a, IL-1,
IL-6 i IL-10 u holesteatomu s patoloskim klini¢kim faktorima, dokazuju pozitivnu korelaciju
izmedu stepena osteodestrukcije i invazivnosti holesteatoma. Autori isti¢u da povisen nivo
proinflamatornih citokina u holesteatomu moze prouzrokovati pogorsanje hroni¢nog
upalnog procesa i nastanak komplikacija [209]. Amar i saradnici takode pronalaze statisticki
znacajno visSe koncentracije TNF-o u tkivu ekstenzivno prosirenih holesteatoma, bazirano
na broju erozivnih procesa na osikulama i kanalu facijalnog nerva i denudirane tvrde
mozdane ovojnice i sigmoidnog sinusa [112]. Banerjee i saradnici, istrazujuc¢i stepen
ekspresije MMP-2 i MMP-9 u tkivu holesteatoma i koze spoljasnjeg slusnog kanala,
utvrduju statisticki znacajno visoke nivoe ekspresije ispitivanih biomarkera u tkivu
ekstenzivno prosirenih holesteatoma [245].

Statistickom analizom razlike distribucije ispitanika obje grupe prema
mikrobioloskom nalazu brisa uha na biogram i antibiogram i vrsti izolovanog bakterioloskog
uzro¢nika, nije utvrdena statisticka znacajnost. U ukupnom uzorku, najvecu procentualnu
zastupljenost su pokazali ispitanici s pozitivnim nalazom brisa uha (55,6%), a prema vrsti
izolovanog bakterioloskog uzroénika, Staphyloccocus aureus (43,6%) i Pseudomonas
aeruginosa (34%). Prediktorski model koji je obuhvatao stepen ekspresije TNF-R2 u odnosu
na tkivo holesteatoma i kontrolno tkivo inflamirane sluznice kavuma timpani, dokazao je
statisticki znacajan prediktivni uticaj visokopozitivne ekspresije TNF-R2 na pozitivan

rezultat mikrobioloskog nalaza brisa uha, za razliku od stepena ekspresije IL-1 i MMP-9 i
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prisustva holesteatoma. Nije dokazan statisticki znacajan uticaj ispitivanih prediktora na
vrstu izolovanog bakterioloskog uzro¢nika.

Yung i saradnici navode da inficirani holesteatomi u odnosu na neinficirane, pokazuju
znaCajno veca agresivna svojstva Sto rezultira veé¢im stepenom kostane resorpcije,
destrukcijom okolnih kostanih struktura i pove¢anjem veli¢ine holesteatoma [246]. Nason i
saradnici isticu da bakterijski LPS, kao vrlo jaki antigeni iz Pseudomonas aeruginosa
(najcesc¢e izolovane bakterije inficiranog holesteatoma) ¢ine vrlo mocéne induktore
osteoklastogeneze. Autori su dokazali RT-PCR (eng. Reverse transcription polymerase
chain reaction; lancana reakcija polimeraze reverznom transkriptazom) analizom LPS-
indukovanu ekspresiju receptora za IL-1 i TNF-a u prekursorima osteoklasta temeljenih na
RANKL [247]. Hammed i saradnici isticu da bakterijski biofilm u holesteatomu ima
znacajnu ulogu u procesu hroni¢ne inflamacije, proliferacije i osteodestrukcije. Prisustvo
bakterijskog biofilma kod hroni¢ne upale srednjeg uha sa holesteatomom pokazuje veliku
ucestalost, dok je keratinski sloj holesteatoma najcesca lokalizacija za njegov rast i razvoj
[248]. Lee i saradnici u studiji ispitivanja ekspresije PRRs u kulturama uzoraka holesteatoma
dokazuju prisustvo koagulaza negativnog stafilokoka (eng. CNS - Coagulase-negative
Staphylococcus), Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus kao najucestalijih
bakterioloskih uzro¢nika. Autori istiu vrlo znacajnu ulogu infekcije u indukciji PRRs
signalnih puteva [195].

lako prediktorski model nije dokazao statisti¢ki znaCajnu povezanost prisustva
holesteatoma i rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 s vrijednostima postoperativnog
PTA i ABG, ipak je uoceno poboljsanje sluha kod ispitanika obje grupe, odnosno
postoperativno smanjenje prosjecnih vrijednosti PTA i ABG, znacajnije kod negativne i
slabo pozitivne ekspresije ispitivanih biomarkera.

Analizom razlike distribucije ispitanika obje grupe po pitanju udjela ispitanika s
postoperativnim PTA<40 dB, nije utvrdena statisticka znacajnost. U obje grupe su bili
najzastupljeniji ispitanici koji su imali postoperativni prag sluha > 40dB i visokopozitivnu
ekspresiju TNF-R2 i IL-1. U eksperimentalnoj grupi su najvecu ucestalost pokazali ispitanici
s visokopozitivnom, a u kontrolnoj s negativnom ekspresijom MMP-9. Nije utvrdena
statistiCki znacajna predikcija prisustva holesteatoma i rezultata ekspresije TNF-R2, IL-1 i
MMP-9 na udio ispitanika s postoperativnim PTA<40 dB. Nije utvrdena statisticki znacajna
razlika izmedu obje grupe u odnosu na poboljsanje postoperativnog PTA>15dB. U obje
grupe su bili najzastupljeniji ispitanici koji nisu imali postoperativno poboljsanje PTA>15dB

i visokopozitivnu ekspresiju  TNF-R2 i IL-1. Po pitanju ekspresije MMP-9, u
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eksperimentalnoj grupi su najvecu ucestalost pokazali ispitanici s umjerenom, negativnom i
slabo pozitivnom, a u kontrolnoj s negativnom ekspresijom MMP-9. Prisustvo holesteatoma
I rezultati ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajan prediktivni
uticaj na postoperativno poboljsanje PTA>15dB.

Razlika u distribuciji ispitanika po pitanju postoperativnog ABG<20 dB izmedu obje
grupe nije bila statisticki znacajna. U obje grupe su najvecu ucestalost pokazali ispitanici,
koji su imali postoperativni ABG>20 dB. U eksperimentalnoj grupi su najzastupljeniji bili
Ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom TNF-R2, IL-1 i MMP-9, dok su nivoi ekspresije
TNF-R2 u kontrolnoj bili relativno izbalansirani. Prisustvo holesteatoma se pokazalo
statisti¢ki zna¢ajnim prediktorom za postoperativne vrijednosti ABG>20 dB, dok rezultati
ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nisu pokazali predikciju takvog stepena znac¢ajnosti.

Molekularni mehanizmi nastanka ostecenja sluha, ukljucujuc¢i senzoneuralno
oste¢enje kao sekvele hroni¢ne upale srednjeg uha, jo$ su predmet nauc¢nih istrazivanja.
Transfer medijatora inflamacije kroz membranu okruglog prozora u skalu timpani je takode
indikativan [5, 68]. Razni prognosticki faktori mogu imati potencijalni uticaj na
funkcionalne rezultate hirurSkog lijecenja hroni¢ne upale srednjeg uha [174, 175]. Yuehua i
saradnici su u eksperimentalnoj studiji na animalnom modelu dokazali povisenu ekspresiju
TNF-a 1 IL-6 u skali timpani i limfocitnu infiltraciju u skali vestibuli kohlee, inficirane s
citomegalovirusom (CMV), s§to moze posredovati i upravljati lokalni upalni odgovor i
finalno dovesti do ostecenja tkiva i senzorineuralnog ostecenja sluha [249].

MacArthur i saradnici su dokazali na animalnom modelu prekomjernu ekspresiju
brojnih citokinskih gena u hroni¢no inflamiranom tkivu unutrasnjeg uha, povezanih sa
¢elijskom inflamatornom proliferacijom (IL-1 o, i IL-1 B, IL-2, IL-6), remodeliranjem tkiva
(TNF-a, BMP - Bone morphogenetic protein; kostani morfogenetski protein, FGF -
Fibroblast growth factor; faktor rasta fibroblasta) i angiogenezom (VEGF «). Rezultati
istrazivanja ukazuju da su kohlearna tkiva sposobna eksprimirati citokinsku mRNA,
zaduzenu za proces upale i remodeliranja, sto daje potencijalnu molekularnu osnovu za
prolazni ili trajni senzorineuralni gubitak sluha, ¢esto prisutan kod akutnog i hroni¢nog
upalnog procesa srednjeg uha. Autori isticu da rezultati studije impliciraju na potencijalnu
molekularnu osnovu prolaznog ili trajnog senzorineuralnog ostec¢enja sluha [250].

Ghabheri i saradnici isticu znacaj kohlearnih gena, prili¢no sposobnih u adekvatnoj
reakciji na upalni stimulus, u mehanizmu potencijalnog ostecenja kohlee, pored veé
poznatog mehanizma difuznog prolaza upalnih medijatora kroz membranu okruglog

prozora, kao uzroka senzorineuralnog ostec¢enja sluha kod hroni¢nog otitisa [251].
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Rezende i saradnici su utvrdili povisenu ekspresiju gena matriksnih metaloproteinaza
(MMP-2, MMP-3, MMP-13) i njihovog tkivnog inhibitora TIMP1 (eng. TIMP1 - Tissue
inhibitors of metalloproteinases 1) u tkivu holesteatoma, ali ne i MMP-9. Autori nisu
pronasli povezanost ekspresije gena MMP i TIMP1 s tezinom bolesti zasnovane na klini¢koj
istoriji, audiometrijskom i radioloskom nalazu pacijenta [152].

Po pitanju orofaringoskopskog nalaza palatinalnih tonzila, utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu obje grupe, gdje su tonzilektomirani ispitanici u eksperimentalnoj
grupi (17,5%) pokazali statisticki znacajno vecu ucestalost u odnosu na ispitanike kontrolne
(7,4%). Kod ispitanika obje grupe s prisustvom tonzilarnog tkiva, zabiljezena je visoka
ekspresija TNF-R2 i IL-1. Po pitanju ekspresije MMP-9 u eksperimentalnoj grupi su najvecu
ucestalost pokazali ispitanici s visokopozitivnom ekspresijom, a u kontrolnoj s negativnom.
Prediktorski model, koji je obuhvatao prisustvo holesteatoma i rezultate ekspresije TNF-R2,
IL-1 i MMP-9, pokazao je da postoji znacajno veca vjerovatnoca odsustva palatinalnih
tonzila ili sprovedenih tonzilektomija u prisustvu holesteatoma.

lako je bila releativno niska, razlika izmedu obje grupe po pitanju tipa hroni¢nog
tonzilitisa se nije pokazala statisticki znacajnom. Ispitanici s hipertrofi¢nim tipom (57,5%)
su bili najzastupljeniji u eksperimentalnoj, a s atrofi¢cnim (57,3%) u kontrolnoj grupi. Kod
ispitanika obje grupe s hipertroficnim i atroficnim tipom hroni¢nog tonzilitisa dokazana je
visoka ekspresija TNF-R2 i IL-1. Ispitanici s hipertrofi¢nim tipom u eksperimentalnoj grupi
su imali visoku, a s atrofi¢cnim negativnu ekspresiju MMP-9. U kontrolnoj grupi je kod oba
tipa hroni¢nog tonzilitisa zabiljezena negativna ekspresija MMP-9. U odnosu na rezultate
ekspresije IL-1, prisustvo holesteatoma je imalo statisticki znacajan prediktivni uticaj za
prisustvo hipertrofi¢nog tipa hroni¢nog tonzilitisa.

U odnosu na klini¢ku procjenu veli¢ine palatinalnih tonzila, najvecu ucestalost su
pokazali ispitanici s gradusom 0 (48,4%) i 2 (27,1%). Razlika u distribuciji ispitanika obje
grupe u odnosu na stepen veli¢ine palatinalnih tonzila se nije pokazala statisticki zna¢ajnom.
Kod ispitanika s gradusom 0 i 2 u obje grupe je dokazana visoka ekspresija TNF-R2 i IL-1.
Slican rezultat je zabiljezen kod ispitanika obje grupe s gradusom 2 kod kojih je uoc¢ena
visoka ekspresija MMP-9, za razliku od grupe s gradusom 0. Prisustvo holesteatoma i
rezultati ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 nisu imali statisticki znacajan prediktivni uticaj
po pitanju veli¢ine palatinalnih tonzila.

Harabuchi, istrazuju¢i vrlo kompleksnu korelaciju poremecaja Waldeyer-ovog
limfati¢nog prstena i srednjeg uha, istice znacaj signalizacije TLR1 receptora u indukciji

tkiva nazofaringealne i palatinalne tonzile da produkuju proinflamatorne citokine, hemokine
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I prirodne antimikrobne molekule koje imaju kljuénu ulogu u razvoju upale srednjeg uha
[252]. Hoefakker i saradnici pronalaze u ekstrafolikularnom podru¢ju humanih palatinalnih
tonzila specificne ¢elije koje produkuju pojedine citokine i antitijela. Autori dokazuju da
makrofagi produkuju IL-1a. i TNF-a, a T ¢elije interdigitirajuce dendritske ¢elije (eng. IDC
- Interdigitating dendritic cells), IL-2, IL-4 i IFN-y [253]. U sli¢cnom istrazivanju, Andersson
i saradnici pronalaze da intraepitelne T celije u vanfolikularnom prostoru mogu proizvesti
vec¢u koli¢inu citokina IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a i TNF-B, dok prisustvo pojedinih citokina,
poput IL-8 i IL-1a dokazuju samo u epitelu tonzilarnih kripti [254]. Passali i saradnici u
svojoj studiji identifikuju visoke tkivne koncentracije TNF-a, IL-1B i IL-6 kao odraz lokalne
prekomjerne produkcije od aktiviranih monocita i makrofaga, ponovnim stimulacijama
patogenih agensa. Autori navode da visoki nivoi ispitivanih citokina, dugoro¢no slabe
imunolosku aktivnost i izazivaju Stetne efekte. Hroni¢nu upalnu bolest, na nivou palatinalnih
tonzila, s makroskopkog aspekta, u dje¢joj dobi karakterise hiperplazija i hipertrofija, dok je
za odraslu dob c¢esce prisutna skleroza tonzilarnog tkiva [157]. Kim i saradnici isti¢u da
visoka ekspresija pojedinih medijatora upalnog odgovora (TNF-a, IL-6, IL-1a) kod
ispitanika s opstruktivnom "sleep apnea” podupire hipotezu po kojoj povecani lokalni i

sistemski upalni odgovor podstic¢e tonzilarnu proliferaciju [255].
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ZAKLJUCCI

Holesteatom srednjeg uha je statisticki znacajan prediktor za pripadnost mladoj
starosnoj dobi do 16 godina u odnosu na ostale starosne grupe. Slabo pozitivha
ekspresija TNF-R2 je statisti¢ki znacajan prediktor za pripadnost starijoj zivotnoj dobi.
Visokopozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9 pokazuje najvecu ucestalost U
eksperimentalnoj grupi kod ispitanika muskog, a u kontrolnoj kod zenskog pola.
Holesteatom srednjeg uha ima pozitivan, a negativna ekspresija TNF-R2 negativan
statisticki prediktivni uticaj za pripadnost muskom polu.

Holesteatom srednjeg uha je statisticki znacajan prediktor upotrebe antibiotske terapije
tokom duzeg vremenskog perioda. Visokopozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9
je statisticki znacajan prediktor upotrebe antibiotske terapije iz reda hinolona.
Holesteatom srednjeg uha i visokopozitivna ekspresija IL-1 i MMP-9 su statisticki
znacajni prediktori prisustva ivi¢nog tipa perforacije membrane timpani u
eksperimentalnoj, a negativna ekspresija MMP-9 centralnog tipa u kontrolnoj grupi.
Holesteatom srednjeg uha i visokopozitivna ekspresija IL-1 su statisti¢ki znacajni
prediktori prisustva atik i zadnjeg-ivicnog podtipa, a negativna i slabo pozitivna
ekspresija MMP-9 atik podtipa perforacije membrane timpani.

Holesteatom srednjeg uha i stepen ekspresije TNF-R2 i IL-1 su statisticki znacajni
prediktori kostane destrukcije spoljasnjeg slusnog kanala i kavuma timpani u odnosu na
kontrolno tkivo inflamirane sluznice srednjeg uha. Holesteatom srednjeg uha je
statistiCki znacajan prediktor teZzeg stepena destrukcije osikularnog lanca. Negativna
ekspresija TNF-R2 i IL-1 je statisticki znacajan prediktor nizeg stepena destrukcije
osikularnog lanca.

Holesteatom srednjeg uha i visokopozitivna ekspresija TNF-R2, IL-1 i MMP-9 su
statistiCki znacajni prediktori prisustva hipertrofi¢éne sluznice i granulacija u kavumu
timpani.

Stepen ekspresije TNF-R2 i MMP-9 je statistic¢ki znacajno veci u ¢elijama perimatriksa
steCenog holesteatoma srednjeg uha u odnosu na kontrolno tkivo inflamirane sluznice

srednjeg uha. U c¢elijama perimatriksa najvecu ucestalost pokazuje visokopozitivna
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11.

12.

ekspresija TNF-R2 i MMP-9 za razliku od inflamirane sluznice srednjeg uha gdje je
visokopozitivna ekspresija IL-1 statisticki znacajno ucestalija.

Visokopozitivna ekspresija TNF-R2 i IL-1 je statisiticki znacajno ucestalija kod difuzno
prosirenog i holesteatoma lokalizovanog u podrucju atika, antruma i/ili mastoidnog
nastavka. Visokopozitivna ekspresija MMP-9 pokazuje najvecu, ali ne i statatisti¢ki
znacajnu, ucestalost kod difuzno prosirenog holesteatoma.

U odnosu na vrstu izolovanog bakterioloskog uzro¢nika u mikrobioloskom nalazu brisa
uha, Staphyloccocus aureus i Pseudomonas aeruginosa pokazuju najvecu ucestalost.
Visokopozitivna ekspresija TNF-R2 je statisticki znacajan prediktor za pozitivan
mikrobioloski nalaz brisa uha.

Ispitanici s holesteatomom srednjeg uha imaju statisticki znacajno viSe srednje
vrijednosti preoperativnog i postoperativnog prosje¢nog vazdusno-kostanog gepa U
odnosu na ispitanike kontrolne grupe. Holesteatom srednjeg uha je statisticki znac¢ajan
prediktor pogorsanja sluha u odnosu na postoperativne vrijednosti vazdusno-kostanog
gepa ispod 20 dB, dok rezultati ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 ne pokazaju
predikciju takvog stepena znacajnosti.

U odnosu na stepen ekspresije TNF-R2 i MMP-9, holesteatom srednjeg uha je statisticki
znacajan prediktor sprovedenih tonzilektomija. U odnosu na rezultate ekspresije IL-1,
holesteatom srednjeg uha je statisti¢ki znacajan prediktor prisustva hipertrofi¢nog tipa
tonzilitisa.

Stepen ekspresije TNF-R2, IL-1 i MMP-9 moze biti znacajan prediktor u razvoju
klini¢ke slike stecenog holesteatoma srednjeg uha i ukazivati na njegovo agresivno
osteodestruktivno ponasanje s potencijalnim razvojem otogenih komplikacija.
Medijatori inflamacije mogu imati znacajan doprinos u klinickoj evaluaciji i terapiji
steCenog holesteatoma srednjeg uha i hroni¢ne upale srednjeg uha, Sto ukazuje na

potrebu sprovodenja daljih istrazivanja.
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9. PRILOZI

Spisak skraéenih naziva u tekstu:

TNF-a

IL-1

MMP-9
COM
EAONO/JOS

HE
CK16
Ki-67

PCNA
AgNORs

EGF
EGFR

TGF
GJiIC

GJB2
ICAM-1
VCAM-1

RANKL

PAF
PTHrP

KGF
GM-CSF

Faktor nekroze tumora-alfa (eng. Tumor necrosis factor alpha)
Interleukin-1 (eng. Interleukin 1)

Matriks metaloproteinaza-9 (eng. Matrix metalloproteinase-9)
Hroni¢na upala srednjeg uha (eng. Chronic otitis media)

Evropska akademija za otologiju i neurotologiju/Japansko otolosko
udruzenje (eng. The European Academy of Otology and
Neurootology/Japan Otological Society)

Hematoksilin-eozin
Citokeratin 16 (eng. Cytokeratin 16)

Nuklearni protein povezan s ¢elijskom proliferacijom (eng. Nuclear
protein that is associated with cellular proliferation)

Proliferiraju¢i ¢elijski nuklearni antigen (eng. Proliferating cell nuclear
antigen)

Argirofilna regija nuklearnih organizatora (eng. Argyrophilic nucleolar
organizer regions)

Epidermalni faktor rasta (eng. Epidermal growth factor)

Receptor epidermalnog faktora rasta (eng. Epidermal growth factor
receptor)

Transformisuci faktor rasta (eng. Transforming growth factor)

Intercelularna komunikacija pukotinastom vezom (eng. Gap junction
intercellular communication)

Beta 2 protein pukotinastih veza (eng. Gap junction beta-2 protein)
Intercelularni adhezivni molekul 1(eng. Intercellular adhesion molecule 1)

Adhezioni molekul vaskularne ¢elije 1 ( eng. Vascular cell adhesion
molecule 1)

Ekspresija receptora aktivatora nuklearnog faktora kappa B i njegovog
liganda (eng. Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand)

Faktor aktivacije trombocita (eng. Platelet-activating factor)

Peptid sli¢an paratireoidnom hormonu (eng. Parathyroid hormone-related
peptide)

Faktor rasta keratinocita (eng. Keratinocytes growth factor)

Faktor koji stimulise koloniju granulocita i makrofaga (eng. Granulocyte-
macrophage colony stimulating factor)
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PDGF
LPS
TNF-R1
TNF-R2
TIMP

CD3
VEGF
HLA-II

IFN-y
Thi
KT
MR
PTA
ABG
CWU
CWD
TLRs
NLRs

MRNA
PRR
CNS

bFGF
STNF RI

BMP
FGF
VEGF
RT-PCR

TIMP1

IDCs

Faktor rasta porijeklom iz trombocita (eng. Platelet-derived growth factor)
Lipopolisaharidi (eng. Lipopolysaccharides)

Receptor faktora nekroze tumora 1 (eng. Tumor necrosis factor receptor 1)
Receptor faktora nekroze tumora 2 (eng. Tumor necrosis factor receptor 1)

Tkivni inhibitor metaloproteinaza (eng. Tissue inhibitor of
metalloproteinases)

Klaster diferencijacije 3 (eng. Cluster of differentiation 3)
Vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular endothelial growth factor)

Humani histokompatibilni antigen (eng. Human histocompatibility
antigen)

Interferon gama (eng. Interferon gamma)

T pomoc¢ne ¢elije tipa 1 celularnog imunog odgovora (eng. T helper cells)
Kompjuterizovana tomografija (eng. Computed tomography)

Magnetna rezonanca (eng. Magnetic resonance)

Prosjec¢ni prag sluha (eng. Pure tone average)

Vazdusno-kos$tana pukotina/zjap (eng. Air-bone gap)

Ocuvan zadnji zid zvukovoda (eng. Canal wall-up)

Uklonjen zadnji zid zvukovoda (eng. Canal wall-down)

Receptori molekularnih uzoraka (eng. Toll-like receptors)

Receptori slicni NOD-u (eng. Nucleotide-binding oligomerization domain
like receptors)

Informaciona ribonukleinska kiselina (eng. Messenger ribonucleic acid)
Receptor prepoznavanja paterna (eng. Pattern recognition receptor)

Koagulaza negativni Stafilokokus (eng. Coagulase-negative
Staphylococcus)

Osnovni faktor rasta fibroblasta (eng. Basic fibroblast growth factor)

Rekombinantni humani TNF receptor tip | (eng. Recombinant Human
soluble TNF receptor Type 1)

Kostani morfogenetski protein (eng. Bone morphogenetic protein)
Faktor rasta fibroblasta (eng. Fibroblast growth factor)
Vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular endothelial growth factor)

Lancana reakcija polimeraze reverznom transkriptazom (eng. Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Tkivni inhibitor metaloproteinaza 1 (eng. Tissue inhibitor of
metalloproteinases 1)

Interdigitirajué¢e dendritske celije (eng. Interdigitating dendritic cells)
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