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OZET

Reinke 6demi vokal kordlarin benign bir hastaligidir ve sigara ile yakin etiyolojik bagi net
olarak bilinmekle birlikte karakteristik degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda gorevli molekiiler

yolaklar net olarak ortaya konmusg degildir.

Calismamizda sigara ile iiretiminin artti§1 bilinen, iritanlara bagli epitel dokusundan
salgilanarak immiin yanit ile arada bir koprii olusturan 7SLP, IL25 ve IL33’ iin Reinke 6demi

immiinopatogenezinde de rol oynayip oynamadigini arastirmay1 amacladik.

12 aktif sigara icicisi Reinke ddemi hastasi ile 14 sigara igmeyen kontrol grubu hastasi (vokal
kordun diger benign lezyonlari) olmak iizer toplam 26 hasta ile caligmamiz tamamlanmugtir.
Hastalardan vokal kord mikrocerrahisi sirasinda alinan Orneklerde TSLP varligi
immiinhistokimya metodu ile ¢caligilmistir. Bunun yaninda 7SLP, IL25, IL33, IL4, IL5, IL6,
IL13, TNF-alfa, CCL17, CCL22, IL10, IFNy ve TGF-beta genlerinin ifadelenmelerindeki

degisimler semikantitatif RT-PCR yontemi ile incelenmistir.

Immiinhistokimyasal boyanma siddetlerinde Reinke 6demi ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark goriilmemistir. Stromal boyanmaya bakildiginda ise Reinke 6demi
hastalarinin 6rneklerinda optik dansite 6l¢iimii ile yapilan analizlerde anlaml sekilde daha
kuvvetli boyanma goriilmiistiir (p=0,004). Sitokinlerin ifadelenme diizeyi 6l¢iimlerinde de
TSLP ifadelenme miktarlar1 Reinke ddemi grubunda 27 4 kat daha fazla goriilmiis olmasina
ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,300). IL25 ve IL33
ifadelenmelerinde ise tam tersi bir sonug elde edilmistir, bu sitokinlerin kontrol grubunda
sirastyla 2.08 ve 7 kat olmak tlizere daha fazla ifadelendigi goriilmiistiir fakat fark istatistiksel

anlamli bulunmamistir (p=0,449; p=0,179).

Sonug olarak bulgularimiz Reinke 6demi immunopatogenezinde TSLP’ rolii olabilecegini

desteklese de tip 2 inflamasyondan farkli bir siirece isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Reinke 6demi, patofizyoloji, TSLP, vokal kord, sigara



ABSTRACT

Role of Epitlelium Derived Cytokines in Immunopathogenesis of

Reinke ‘s Edema

Reinke ‘s edema is a benign disorder of vocal cords. The etiologic relation with cigarette
smokine is well estabhished; however the molecular pathways taking part in the disease

process are not yet identified.

Our objective was to determine if epitelium derived cytokines (TSLP, IL25 ve IL33) bridging

the epitelium to immune response play a role in immunopathogenesis of Reinke’ s edema.

12 patients with Reinke’ s edema who are active smokers and 14 non smoker control patients
(with other benign lesions of the vocal cords) are included in the study. Biopsies taken during
microlayrngosurgery are analyzed. TSLP is studied with immunoshistochemisty. Also
expression levels of TSLP, IL25,1L33, IL4, ILS, IL6, IL13, TNF-alfa, CCL17, CCL22,IL10,
IFNy ve TGF-beta genes are determined by RT-PCR.

Epithelial immunoshistochemical staining intensity did not between Reinke’ s edema and
control group. Optical density measurements showed that stromal staining of TSLP was
more intense in Reinke’s edema compared to controls (p=0.004). TSLP expression level in
Reinke’s edema was 27.4 times higher compared to controls but this difference was not
statistically significant (p=0.300). IL25 and IL33 expression levels were higher in controls

compared to Reinks’ s edema, 2.08 (p=0.449) and 7 p=0.179) times respectively.

In conclusion our findings suggest that TSLP may play a role in immunopathogenesis

however the process differs from Th2 mediated inflammation.

Keywords: Reinke’ s edema, TSLP, pathophysiology, vocal cords, cigarette, smoking
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1. GIRIS

Insan epitel hiicrelerinin timik stromal lenfopoetin (TSLP) iireterek dendridik hiicre yoluyla
alerjik inflamasyonu tetikleyebilecegini gostermistir (1). Larinks epiteline histolojik olarak
en yakin benzerlik gosteren iist ve alt solunum yolu epitelinin bulundugu burun ve
akcigerdeki hastaliklarin olusumda da TSLP’ nin rol oynadig1 gosterilmistir. Ust ve alt
solunum yollarinda hasarli veya uyarilmig epitel hiicresinden salinan TSLP, IL25
(interlokin), ve IL-33 ‘lin epitel hasar1 asamasinda hem allerjik hem de non-allerjik
eozinofilik inflamasyonda kritik rol aldiklar1 gosterilmistir (2). Epitelin yalnizca bariyer
fonksiyonu olmadig1, astimin immunopatogenezinde edinilmis bagisiklikla arada bir koprii
oldugunun alt1 cizilmistir. Allerjenler, virlisler, kimyasallar, sigara dumani gibi cevresel

faktorlerin TSLP iiretimini tetikledigi de bilinmektedir (3, 4).

Bu bilgileri gbz 6niinde bulundurarak 7SLP, IL25, IL33 ve yolagin devaminda kalan tip 2
inflamasyon yanitinda gorevli sitokinlerin ayni fonksiyonu Reinke Odemindeki yapisal
degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda da gosterip gostermedigini arastirdik. Hipotezimiz aktif
sigara icen Reinke ddemi hastalarinda, sigara i¢icisi olmayan ve vokal kordun diger benign
lezyonlar1 goriilen kontrol grubuna gére artmig miktarda 7SLP, IL25, IL33 iiretimi ve bunun
etkisiyle Th2 yoniinde kutuplagsmis inflamasyonun goriilecegidir. Hipotezimizden yola
cikilarak her iki grupta epitelyal sitokinler olan 7SLP, IL25, IL33 ve yolagin devamindaki
gorev almas1 muhtemel sitokinlerin ifadelenmelerindeki degisimler semikantitatif RT-PCR
yontemi ile incelenmistir. Ifadelenme miktarlar1 dlgiilen diger sitokinler Th2 y&niinde
kutuplagmanin belirleyicileri (/IL4, IL5, IL6, IL13), TSLP’ nin kuvvetli bir tetikleyicisi olan
TNF-alfa, dendritik hiicrelerden salinan kemokinler (CCL17, CCL22) ve antiinflamatuar
sitokinler olan /L 10, IFNy ve TGF-beta dan olusmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1.Larinks, Glottik Bolge Anatomisi

Larinks supraglottis, glottis ve subglottis olmak iizere 3 farkli alt bolgeye ayrilir.
Supraglottis laringeal inletten ventrikiile kadar uzanir. Glottis (rima glottidis) vokal
kordlar1 kapsarken subglottis ise vokal kordlardan krikoid kartilaj alt sinira kadar
uzanir.

Vokal kordlarin (VK) sekli ve hareketleri intrensek larinks kaslarinin aktivitesine
baghdir. Lateral krikoaritenoid, tiroaritenoid ve interaritenoid kaslar VK addiiksiyonunu
saglayan kaslardir. Posterior krikoaritenoid kas VK abdiiksiyonunu saglayan tek kastir.

Kaslarin yerlesimleri sekilde gosterismistir (Sekil 2.1).

Posterior krikoaritenoid. kas Interaritenoid kaslar

Tiroaritenoid kas

Lateral krikoaritenoid kas

Krikotiroid kas

Sekil 2.1. Larinks intrensek kaslari, aksiyel kesit, siiperiordan goriiniim



Aviepiglotk kes —

Tiroepiglottik kas

Tiroaritenoid kas
nferavikeneid, kaslar

Lateral krikoaritenoid kas ———

Posterior. krikoaritenoid kas |

Sekil 2.2. Larinks intrensek kaslari, sagital kesit, lateralden goriiniim

Larinksin duyu ve motor innervasyonu vagus sinirinin (10. Kraniyal sinir) dallar1 olan
stiperior ve rekiirren laringeal sinirler tarafindan saglanir. Siiperior laringeal sinirin
internal ve eksternal olmak iizere iki dali vardir. Internal dali supraglottis ve glottisin
duyusal innervasyonunu saglarken en eksternal dali krikotiroid kasin motor

innervasyonunda gorevlidir (5,6).

2.2.Vokal Kordlar Histolojisi

Vokal kord serbest yiizeyinin yapisi, fonatuar vibrasyonu gerceklestirmeye olanak
saglayan Ozel bir yapiya sahiptir. Vokal kordlar histolojik olarak 5 farkli tabakadan
olusmustur. Bunlar yiizeyelden derine sirasiyla, skuamoz epitel, lamina propria yiizeyel
tabakasi, lamina propria orta tabakasi, lamina propria derin tabakasi ve vokalis kasindan
olusmaktadir (Sekil 2.3).

Larinksin diger bolgeleri respiratuar epitel ile doseliyken vokal kord epiteli skuaméz
epitelden olugsmaktadir. Muk6z gland dokusu igermez. Vokal kordlari kaplayan
mukoserdz sekresyon komsu dokulardan saglanir. Vokal kord epiteli, hemen altinda yer

alan yiizeyel lamina propriaya bazal membran (BM) araciliiyla tutunur.



Lamina propria (LP) yiizeyel tabakas1 ise gevsek bag doku ve matriksten olusur. Klinik
olarak bu alan Reinke boglugu olarak da adlandirilir. Reinke boglugu diizgiin bir fonatuar
aktivite i¢cin hayati 6nem tasir (5, 7). Lamina propria orta tabakasi elastik ve kolajen
liflerden meydana gelmektedir, LP yiizeyel tabakasina gore daha yiiksek konsantrasyona
sahiptir. Lamina propria derin tabakasi ise yogun ve fibroéz yapidadir, kolajen liflerden
olusmustur. LP orta ve derin tabakalar1 birlikte vokal ligaman (VL) olarak isimlendirilir.
LP orta ve derin tabakalari i¢ ice ge¢mistir, kolayca ayrilamazlar. VL konus elastikusun
stiperiordaki list kismidir. LP fibroblastlar, myofibroblastlar, makrofajlar gibi cesitli
hiicreleri barindirir. Makrofajlar bazal membranin (BM) hemen altinda yogunlasirken
fibroblastlar tiim seviyelerde benzer konsantrasyonlardadir. Myofibroblastlar ise
yiizeyel LP da yogunlagsmislardir. LP’ nin hiicreler disinda kalan kismi ise ekstraseliiler
matriks (ESM) olarak isimlendirilir. ESM elastin ve kolajen gibi fibriler yapida
proteinler ile hyaluronik asit, dekorin, fibromodiilin, versikan, heparin siilfat
proteoglikan, agregan biglikan gibi interstisyel proteinler ile lipidler ve karbonhidratlar
icerir. Epitel ile bazal membran birlesim hatt1 fonksiyonel olarak biiyiik anlam tasir. Gray
ve arkadaglar1 bu hattin ultrastriiktiirel yapisini incelemislerdir. Transmisyon elektron
mikroskobisinde (TEM) yaptiklar1 incelemelerde bu iki dokuyu birlestiren BM hattinda
epitelyumu baglayarak sabitleyen liflerin LP” da yer alan kolajen liflerini ¢evreleyecek
sekilde halkalar olusturarak LP ya uzandigimm tespit etmislerdir. Bu iligkinin
gorsellestirilmis hali sekil 2.4’ te verilmistir. Epitelyum, BM ve yiizeyel LP histolojik
olarak cok farkli bilesenlerden olugmasina karsin mekanik olarak tek bir doku gibi
davranir (8). Fonasyon sirasindaki mukoza dalgasinin olusabilmesi i¢in dokularin

yapisinin ve birbiriyle iligkisinin korunmasi 6nemlidir.

Vokal kord boyunca yukarida bahsedilen ¢cok katmanli histolojik yap1 en anterior ve en
posterior kisimlar haricinde korunur. Bu u¢ kisimlar ise kartilajlara baglanma
noktalaridir, LP orta tabakasi buralarda kalinlagir. Anterior ve posterior makula flava
olarak adlandirilan bu bolgeler sirasiyla tiroid kartilaj ve aritenoid kartilajlar ile VK’ lar
arasindaki gecis bolgeleridir. Anterior komissiir ile tiroid kartilaj i¢ perikondriumu
arasinda uzanan kollajen lifleri biitiinii ise anterior komissiir tendonu ya da Broyle
Tendonu olarak adlandirilir. En derindeki vokalis kasi (tiroaritenoid kas) ise, VK serbest

yiiziine paralel dizilmis liflerden meydana gelir (Sekil 2.3). (5).



Laming propria, yizede
Laming propria orta tabaka
Laming propria derin tabaka
Vokalis kasi

Sekil 2.3. Vokal kord histolojik katmanlari, illiistrasyon

Sekil 2.4. Reinke boslugu ile epitelin bir biitiin olarak fonksiyon gdstermesini saglayan

liflerin dizilimini gosteren illlistrasyon



2.3.Reinke Odemi

2.3.1. Tanim

Reinke 6demi (RO) VK ‘larin benign bir hastaligidir. Ayn1 zamanda polipoid kordit,
polipoid larenjit, polipoid dejenerasyon, kronik hipertrofik larenjit terimleri de es anlamda
kullanilmaktadir. Reinke boslugu olarak adlandirilan potansiyel boslugun ekstravaze olan
sivi ile sismesi ve hacmindeki asir1 artigt olarak tanimlanabilir (9). Siklikla ¢ift tarafli olmak

tizere VK ’larin yaygin boylu boyunca polipoid dejenerasyonu ile kendini gosterir (7).

Dickers ve arkadaslar1 1995 *de VK ’larin benign hastaliklarini histopatolojik 6zellikleri ile
tammlamislardir. RO makroskopik olarak; VK ’larin unilateral ya da bilateral olarak beyaz
renkli, genis tabanli (sesil), sivi dolu, fonasyon ile hareketli siskinligi seklinde
betimlenmistir. Konvansiyonel 1s1k mikroskopisindeki incelemede 16 RO tamili hastanin
%81 ‘inde bazal membranda kalinlagsma, %88 ’inde 6dematoz gollenme, %75 ’inde yakin
zamana ait kanama bulgusu, %50 ’sinde inflamasyon bulgusu, %60 ’inda ise damar ¢eperi
kalinliginda artis gézlenmistir. TEM ‘de damarlarin bazal membran kalinliginda artig ve
aralarda perisitler saptanmistir. Ozetle, epitelyal BM kalinlasmasi; 6dematdz gollenme;
ekstravaskiiler eritrositler; submukozal damar ceperinde kalinlasma bulgularinin bir arada
goriilmesinin RO klinik tanisim destekledigini belirtmislerdir (10). Sato ve arkadaslari da 10
RO spesimenini TEM altinda inceleyerek subepitelyal bolgede dilate ve fenestrasyonlu

vesikiiller igeren endotel hiicreleri ile ¢evreleyen dokuda plazma eksiidasi tarif etmiglerdir

(11).

2.3.2. Etiyoloji

Reinke Odeminin ortaya c¢ikis mekanizmasi tam olarak aciklanmamig olsa da laringeal
irritasyona sebep olan faktorlerin varligt RO vakalarinin ¢ogunda ortaya konmustur.
Irritrasyonun kaynag faktorler ise basta sigara iciciligi olmak iizere, bunun yaninda sesin
kotii kullanimi, laringofaringeal reflii (LFR) olarak siralanmigtir (7).

Risk faktorleri arasinda en iligkisi en net kurulmus olani sigara kullanimidir. Sigara
kullaniminin siiresinin ve miktarinin artmasiyla klinik ve histolojik olarak da RO derecesinin

yiikseldigi tespit edilmistir (12). izole sigara duman1 ve titresim travmasi ile birlikte sigara



dumanina maruz birakilan VK fibroblastlarinin laboratuvar ortaminda proinflamatuar ve

proanjiyogenetik sitokin ifadelenmelerinde artig da gosterilmistir (13).

LFR ile RO iliskisi ¢cogunlukla vaka-kontrol serileri ile arastirilmistir, calisma tasarimi
acisindan oldukg¢a heterojen biitiinde hi¢cbir calisma pH-impedansmetri ¢aligmas1 yapmazken
LFR tanis1 icin pH monitorizasyonu kullanan ¢caligma sayisinin da sinirli oldugu goriilmiistiir
(14). Chung ve arkadaslar1 kontrol grubunda LFR prevalansim %65, RO olan hastalarda ise
990 olarak saptamiglardir, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. LFR tanisi
icin Reflii semptom indeksi (RSI) ve reflii bulgu skoru (RFS) yaninda ¢ift problu pH
monitorizasyonu kullanmislardir (15). Aradaki baglantiy1 ortaya koyacak kanit diizeyi daha

yiiksek ¢aligma heniiz yapilmamaistir.

Tip 1 hipersensitivite varligmin RO olusumu riskini arttirmadig1 yoniinde veri mevcuttur

(16).

2.3.3. Patofizyolojisi ve Immunopatogenezi

Reinke 6deminin patofizyolojisi heniiz net olarak ortaya konmamakla birlikte arastirmalar
stirmektedir. Fibroblastlar, glikozaminoglikanlar; proteoglikanlar; glikoproteinler; kolajen
ve elastin gibi ESM bilesenlerinin iiretiminden sorumludur. Bundan otiirli ortii-govde
teorisine gore mukozal dalga olusumu ve fonasyonun diizgiin saglanmasinda fibroblastlarin
normal fonksiyon gostermesi ve ESM bilesenleri yoluyla yiizeyel LP olusturmasi hayati
onem tagir. Simdiye kadar yapilan calismalar genellikle RO *nin bulgu verdigi doku olan LP
stromal dokusundaki yapisal degisikliklerin saptanmasi ile baskin hiicre olan ve parakrin
fonksiyonu da bilinen VK fibroblastlarinin davranislar iizerine yogunlagmustir. Irritanlarla
ilk karsilasan doku olan epitel dokusunun bu immun yanitin meydana gelmesindeki olasi

fonksiyonuna daha az yer verilmistir.

Histopatolojik arastirmalarla RO hastalarinin VL ‘larindaki hiicresel ve ultrastriiktiirel yapi
degisiklikleri belgelenmistir. RO olan hastalarda VK epitelinin proliferasyon aktivitesi
artmis, stromal hiicrelerin ise intrasitoplazmik graniil oraninda artig gosterilmistir (17). 1999
‘da Sato ve arkadagslart TEM incelemeleri sonucunda RO’ nin VEGF yoluyla goriilen damar

yapist degisiklikleri ile damar frajilitesi ve permeabilitesindeki artis sonucu Reinke



boslugundaki 6demin ortaya c¢iktig1 sonucuna varmiglardir (11). Dikkers ve arkadaslart BM
bolgesinde RO ’nin de iginde bulundugu benign lezyonlardan alinan Orneklerde
kontrollerden farkli olarak epitelyum bazal hiicrelerinden elektron- yogun materyel iceren

vesikiil salinimi gozlemlemislerdir (18).

Vokal kordlarin stromal dokusundaki baskin hiicrenin CD34+ fibroblastlar oldugu, RO
hastalarinda 6zellikle 6dem alanlar1 komgulugunda bu hiicrelerin artmis dansite ve degismis
morfolojide oldugu fakat immunohistokimyasal (IHK) olarak normal dokuya benzer
ozellikte oldugu not diisiilmiistiir. CD34+ fibroblastlarin inflamasyonu baskilayic1 gorev

tistlendigi one siiriilmiistiir (19).

Normal dokudan RO patolojisine giden yolda epigenetik diizeydeki anahtar olaylar ve
karakteristik gen ifadelenmeleri de ortaya konmaya calisiimistir. Duflo ve arkadaslari
fenotipik olarak benzer yapidaki iki hastalik olan RO ve VK polibi arasinda 65 gende
istatistiksel anlaml ifadelenme farki tespit ederek bu iki hastalifin ortaya ¢ikisinda farkl
patofizyolojik siireclerin varliina isaret etmislerdir. Hiicrelerin gevresel strese karsi yanit
olarak gen ifadelenmelerinde degisiklikler gosterdigi, oksidatif stresin giiclii bir apoptoz
tetikleyicisi oldugu belirtilmistir. RO’ de oksidatif stresse karsi koruyucu oOzellikte
(MAP2K3, SODI, GPX2 ve GTSA2) ve apoptozda gorevli (CASP9) genlerin ifadelenmesi
artmis olarak tespit edilmistir (20). Bu bulgular oksidatif stres olusturan sigaranin RO

etiyolojideki rolii diisiiniildiigiinde, tamamlayici niteliktedir.

Grill ve arkadaslari da RO vokal kord fibroblast hiicre kiiltiirinde gen ifadelenme
diizeylerindeki  degisiklikleri incelemislerdir. RO vokal kord fibroblastlarinda
IL6/JAK/STAT3 yolagina dahil inflamatuar sitokin reseptorlerinden /L/R ve IL6R anlamli

olarak artmig saptanmustir. /L6 ve ILI varliginda dogrudan yanit da saptanmistir. (21).

Etiyolojik olarak kronik irritasyon kaynaklari sigara, LFR, sesin yanlis kullanimina bagh
travmanin VK dokusunda nasil bir etki gosterdigi ve hangi yolla inflamasyon yaniti olustugu
da arastirilmustir. In-vitro olarak benzer kosullar yaratilarak fibroblastlarmn parakrin yanitlari
incelenmigtir. Yogunlastirilmig sigara oziitline maruz kalan insan VK fibroblast kiiltiiriinde
tiretilen hiicrelerde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve a7-nijkotinik asetil kolin
reseptorii (a7nAChR) expresyonunda artis gozlemlenmistir (22). RO ’nin sigara dumani

kaynakl1 oksidatif strese yanit olarak olustugundan hareketle antioksidan enzimler olan hem-



oksigenaz-1 (HO-I) ’in ifadelenmesi incelenmistir. Kontrol grubu olarak alinan sigara
icmeyen benign lezyonlu hastalarin spesimenlerine gére RO hastalarinda HO-1" in 4 kat
daha fazla ifadelendigini tespit etmislerdir. Sigara dumani maruziyetinde reaktif oksijen
tirleri (ROT) miktarinin ve HO-1 ifadeliniminin doza bagimli artis1 da insan vokal kord
fibroblastlarinda tespit edilmistir (23). Proinflamatuar sitokinlerden /L6, MCP-1 ve HGF de

sigara dumani1 maruziyetinde kontrole gore artmis miktarda gozlenmistir (24).

2.3.4. Maligniteye Doniisme Potansiyeli

Sigaranin RO gelisimindeki etkisi, olas1 malignite riski sorularimi beraberinde getirmistir.
Yapilan calismalarda RO olan hastalarda ileri dereceli displazi gelisim oran1 %3 civarinda
saptanmigtir. 189 hastal1 bir kohortta hastalarin %90 "inda displazi saptanmamuistir. %8’ inde
hafif dereceli displazi, %1’inde orta dereceli displazi saptanirken ileri dereceli displazi %1’
in altinda kalmigtir (25). Martins ve arkadaglari da ileri dereceli displazi ve karsinoma in situ
oranlarini %3,70 olarak saptamislardir (26). Marcotuillo ve arkadaglar1 da 125 RO hastasimin
3’ iinde ileri dereceli displazi/karsinoma in situ saptamislardir. (12). RO evresi ile malinite
potansiyeli arasinda iliski saptanmamustir, yani RO derecesi arttikca displazi oranlarinda bir
artis saptanmamugtir. Kohort calismasinda 4. evre RO hastalarinda displazi orani daha fazla
saptanmig fakat orneklem kii¢iikliigii sonuca varmay1 engellemis, bu hasta grubu {izerinde
ek calismalarin yapilmasi tavsiye edilmistir. (27). Ozetle RO benign bir lezyon olarak kabul

edilmektedir ve RO *nin malignite gelisme riskini arttirdigina dair yeterli kanit yoktur.

2.3.5. Klinik Prezantasyon

RO klinik olarak en sik ses degisikligi ile kendini gostermektedir. Hastalarin sikayetleri
hastaligin derecesine ve cinsiyete bagli olarak degisebilmektedir. RO olan hastalar VK
‘lardaki kitle etkisiyle osilasyon frekansinin diismesiyle seslerinde giderek kalinlagma fark
ederler. Akustik ol¢iimlerle saptanan temel frekans (F,) normal olarak kadinlarda 195Hz
civari iken, erkeklerde 112Hz civarindadir (28). Kadinlarda normal degeri daha yiiksek olan
F,’da lezyon kaynakli yasanan diisiisiin erkeklere gore daha fazla fark edildigi ve kadinlarin

daha sik tedavi arayisi icine girdigi de diisliniilmektedir. Hastalar1 nadir olarak solunum



sikintis1 sikayetleri de olabilmektedir. RO anterior glottal aciklig1 tuttugundan aritenoid

abdiiksiyonu normal olan hastalar cogunlukla nefes almak ile ilgili bir sorun hissetmezler.

Mukozal dalga 6zellikleri yiizeyel LP viskoelastisitiesine baghdir ve etkilenimi hastalar
arasinda fark gosterebilir. Agir fonotravmaya maruz kalmig hastalarda epitelyum ve yiizeyel

LP elastisitesi daha az olacaktir (9).

Tan ve arkadaslar1, endoskopik muayenede RO glottal aciklig1 obstriikte etme oranina gore
bir evreleme tanimlamislardir. Bu evrelemeye gore glottal acikligin kendi hemilarinksi %25
ve daha azim obstriikte edenler evre 1, %25-50 arasimi obstriikte edenler evre 2, %50-75
aras1 obstriikte edenler evre 3, %75’den fazlasimi obstriikte edenler ise evre 4 olarak

siniflandirilmistir (29) (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5. Reinke 6demi evrelemesi, illlistrasyon

a. Evre 1: havayolunu %25 ve daha az tikayici, b. Evre 2: havayolunu %25-50 arasinda tikayici, c. Evre 3:
havayolunu %50-75 arasinda tikayici, d. Evre 4: havayolunu %75 ‘den fazla tikayici
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2.3.6. Tedavi Yontemleri
Agirlikli olarak cerrahi teknikler olmak iizere farkli tedavi segenekleri mevcuttur. Bunlardan
en etkili sonucun cerrahi teknikler ile elde edildigi belirtilmistir. Soguk bicak, CO, lazer,
mikrodebrider ve bu tekniklerin kombinasyonu benzer sonuglar vermistir. Fotoanjiyolitik
lazer sonuglart celigkilidir. Steroid enjeksiyonunun da VLS bulgular ile akustik analizde
iyilesme sagladigr savunulmustur. Hyaluronidaz enjeksiyonu da bir teknik olarak
onerilmektedir fakat etkisi kanitlanamamuistir. Bu tekniklerle ilgili biiyiik 6rneklem iizerinde

ve randomizasyonu uygun yapilmig caligma bulunmamaktadir (30).

2.4. Epitel Kaynakh Sitokinler

2.4.1. Timik Stromal Lenfopoetin (TSLP)
Yakin zamanda yapilan calismalarda gastrointestinal sistem ile solunum sistemi mukozal
epitel dokusunun da tip 2 immun yanit yoniinde inflamasyonu doguracak sitokin salinimi
yapabildigi tespit edilmistir. Bahsedilen fonksiyonu gerceklestiren 3 sitokin goze
carpmaktadir, bunlar TSLP, IL-25 ve IL-33’ tiir (2).

Dendritik hiicrelerin (DC) allerjik yanitin baglamasinda antijen prezentasyonu rolii
istlendigi bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan aragtirmalar alerjenle ilk karsilasan doku
olan epitel dokusunun DC aktivasyonunda rolii olabilecegine isaret etmistir. Bu bahsedilen
etkilesimin ise TSLP yoluyla saglandigi, diger bir deyisle TSLP ‘nin epitelyum ile tip 2
yardimc1 T hiicreleri (Th2) kaynakli immun yanit arasinda bir koprii gorevi iistlendigi

diistintilmektedir.

TSLP, IL-7 benzeri bir sitokindir. Timik stromal lenfopoetin reseptorii (TSLPR) ise 1L-7
reseptorii o zinciri ve ortak vy zincirinden olusan bir heterodimerdir. Insanda TSLP ’nin
CDl1l1c* DC’ leri aktive ettigi, naif yardimec1 T hiicrelerini (Th) yiiksek miktarda IL-13, IL-
5, TNF- a yaninda makul miktarda IL-4 iiretmesi ve IL-10 ve IFN- ¥ y1 ise baskilamasi
yoniinde farklilastirdigi gosterilmistir. Ozetle TSLP, epitel hiicre (ya da keratinosit)

kaynakli; direkt olarak DC hiicre aracili alerjik inflamasyonu tetikleyen bir sitokindir (1).
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Solunum epitelinden salinan erken uyari sinyalleri arasinda TSLP yani sira IL-25 ve 1L.-33
de bulunmaktadir. IL-17 ailesinin bir iiyesi olan IL-25 liretiminin papain, tripsin, ev akari ve
hiicre-hiicre adhezyonunun bozulmasiyla tetiklendigi bilinmektedir. IL-25 tip 2
inflamasyonu aktive etmenin yaninda epitel bariyerini azaltarak dokuda yeniden
sekillenmeye yol agcmaktadir. IL-33 ise IL-1 ailesindendir, fakat bu ailenin aksine IL.-25 gibi
tip 2 inflamatuar yanita yol acar. IL-25 sitoplazmada vezikiiller icinde depolanirken IL-33

baskin olarak hiicre cekirdeginde olmak iizere ekstraseliiler olarak da tespit edilmistir (2).

2.4.2. TSLP Yolag: ve Tetikleyici Faktorler

TSLP hedef hiicreleri olarak immiin hiicrelerden DC, B hiicreleri NK (natural killer)
hiicreler, diizenleyici T hiicreleri (T.,), eozinofiller, bazofiller, mast hiicreleri ile
trombositler ve duyusal noronlar gibi immiin dis1 hiicreler de gosterilmistir (31). Farkli tip
hiicrelerde TSLP iiretimini tetikleyen faktorler arasinda sitokinler (TNF-a, IL-10),
solunumsal viriisler, bakteriler, mekanik hasar, alerjenler, sigara dumani, triptaz
gosterilmigtir (31). Astim hastalarinda sigara maruziyeti sonrasi akciger dokusunda TSLP
ifadelenmesi ve Th2 tipi immiin yanitin ortaya ¢ikisi da hayvan modellerinde gosterilmistir.
Fareler intranazal ya da intratrakeal olarak 7 giin boyunca sigara dumani ekstratina maruz
birakilmigtir, TSLP ifadelenmesinin doz bagiml olarak arttigi goriilmiistiir. Ayrica heme
oksigenaz-1 mRNA miktarlarindaki artis ile birlikte bu etkinin oksidatif stress yoluyla
oldugu, TNF-alfa bagimli bir yanit oldugu izlenmigtir. TSLP mRNA ve protein
ifadelenmesinin bir antioksidan molekiil olan N-asetil sistein (NAC) ile geri cevrilebilir
oldugu da gosterilmistir (4,32). Buradan yola ¢ikarak RO etiyolojisindeki mekanik hasar ve
sigara dumaninin da benzer hiicresel yolaklari tetikleyerek bulgular1 olusturuyor olabilecegi

diistintilmiistiir.

2.4.3. Inflamatuar Hastaliklardaki Yeri

TSLP’ nin ilk olarak atopik dermatit (AD), astim, eozinofilik ©6zofajit gibi alerjik
hastaliklarin patogenezinde yeri oldugu gosterilmistir. Yeni gelismeler ise TSLP "nin kronik
obstriiktif akciger hastaligt (KOAH) ve ¢oOlyak hastaligi gibi kronik inflamasyon ile
karakterize hastaliklar ve bazi kanserlerde de yeri oldugunu gostermistir. IL-25’ in de astimli

hastalarda ve nazal polibin eslik ettigi kronik rinosinuzit (CRSwNP) hastalarinda daha
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yiiksek oranlarda ifadelendigi, hastalifin siddetiyle korelasyon gosterdigi rapor edilmistir.
IL-33’iin de benzer sekilde CRSwNP hastalarinda ifadelenme miktari bilgisayarli tomografi
(BT) ile endoskopik muayenedeki hastalik siddeti ve tip 2 inflamasyon sitokinlerin

ifadelenme seviyesiyle korolasyon gostermektedir (2).

2.4.4. Larinks ve Ust Solunum Yolu Diger Yapilarinda TSLP izolasyonu
Larinkste de TSLP izolasyonu yapilmistir ancak calismalar yok denecek kadar azdir.
Aritenoid fibroblastlarinda farkli toll-benzeri reseptor (TLR) ligandlar1 ve TSLP iiretiminin
etkilesimi aragtirllmistir. Sentetik ¢ift zincirli RNA analogu varliginda TSLP iiretiminde IL-
4 sinerjistik etkisi ile 100 kata kadar artis gdzlenmistir (33). Insan larinks epitelinde ise
larinks skuamdz hiicreli kanserinde gosterilmistir (34). Bilgilerimiz dahilinde larinks benign
lezyonlarindaki olast anahtar rolii ile ilgili bir arastirma ise caligmamizdan Once

yapilmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Calisma Tasarimm

Bu ¢alisma Bagkent Universitesi Kulak Burun Bogaz Ana Bilim Dali, Tibbi Patoloji Ana
Bilim Dali ile Tibbi Genetik Ana Bilim Dal1 tarafindan multidisipliner olarak yiiriitiilmiistiir.
Prospektif, kontrol gruplu, bir klinik ¢alismadir. Baskent Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ ndan onay alinmistir (Proje no: 20/477).

Calismaya dahil edilen hastalar kulak burun bogaz kliniginde RO tanis1 alan hastalar

icinden secilmistir.
Calismaya dahil edilen hastalarda asagidaki sartlar aranmustir;

1. Reinke 6demi nedeniyle cerrahi tedavi alacak olmak,

2. 18 yagin iizerinde kadin veya erkek olmak

Asagidaki kriterlerde aciklanan 6zellikleri gosteren hastalar diglanmistir;

1. Tiroid hastalig1 bulunanlar

Kronik karaciger, bobrek veya kalp hastaligi bulunanlar
Hormonoterapi alan hastalar (sentetik Ostrojen, progesteron)
Kemoterapi alan hastalar

Malign karakterli hastalik tanis1 olanlar

Gebeler

A

Tiim hastalardan ¢alismaya katilmalari i¢in yazili olarak goniillii olur formu alinmagtir.

Hastalarin kimlik bilgileri kullanilmamustir ya da aciklanmayacaktir.

Hastalarin yasi, cinsiyeti, meslekleri, sigara kullanim 6ykiileri, LFR ile iligkili olabilecek

sikayetleri, kronik hastalik oykiisii, profesyonel ses kullanicis1 olup olmadigi, kullandig1
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ilaclar, kanser Oykiisiinii iceren bilgileri kaydedilmistir. Hastalarin videolaringostroboskop

(VLS) ile yapilan muayene goriintiileri kaydedilmistir.

Reinke 6demi iizerine yapilmis onceki caligsmalardakine benzer sekilde sigara icip Reinke
O0demi olan hastalar calisma grubu, sigara igmeyen ve vokal kordun diger benign karakterli
lezyonlar1 (vokal kord polibi, kisti, nodiilii) nedeniyle ameliyat edilecek hastalar kontrol
grubuna dahil edilmistir (23). Yapilan biyoistatistik 6n degerlendirme sonucu dogrultusunda
0,03’ liikk hata pay1 ile ¢alisma grubu 15, kontrol grubu da 15 hastadan olusturulmasi

planlanmugtir.

3.2.Goniilliilerin Calismaya Alimsi ve Ornek Toplanmasi

3.2.1. Anamnez
Ameliyat 6ncesi tiim hastalardan reflii semptom indeksi (RSI) anketini ve hazirlanan
anamnez formunu doldurmalari istenmistir (35, 36). Hazirlanan anamnez formunda
goniilliilere doktora gelis sikayetleri, sikayetinin siiresi, sigara kullanip kullanmadig1 ve
miktar1, meslekleri, profesyonel ses kullanim1 olup olmadigi, bilinen tiroid hastaligi, diger
sistemik hastaliklarin varlig1, son 2 haftadir kullandig: ilaclar, kemoterapi alip almadig: ve
gebelik olup olmadigi sorulmustur. Dislama kriterlerinden birine sahip olan hastalar

calismaya alinmamugtir.
3.2.2. Videolaringostroboskopik inceleme

Kulak burun bogaz poliklinigine ses ya da larinks ile ilgili sikayet ile bagvuran hastalara 70
mm acili rijid videolaringoskop ve Matrix PL Spectar cihazi (XION GmbH, Berlin)
kullanilarak VLS yapilmistir, goriintiiler daha sonra analiz edilmek iizere kayit altina
alinmistir. Muayeneleri RO ile uyumlu olan hastalarin RO dereceleri de kaydedilmistir. Ek

laringeal patoloji olup olmadig1 kontrol edilmistir.

3.23. Laringofaringeal Reflii Acisindan Degerlendirme

Hastalardan RSI anketini doldurmalari istenmistir. VLS muayene kayitlar1 incelenerek

reflii bulgu skorlar1 belirlenmistir (37). Calisma ve kontrol grubunun skorlari
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degerlendirilerek karsilastirilmistir. Orneklem analizinin kiigiik olmas nedeniyle alt grup

analizi yapilmamisgtir.

3.3.Patolojik Inceleme

Mikrolaringoskopi sirasinda c¢alisma grubu hastalarindan eksize edilen Reinke Odemi
materyali ve kontrol grubu hastalarinin benign lezyonlardan alinan Orneklerde tanisal
patolojik inceleme yapilmasmin ardindan TSLP varligi ve kaynagi IHK teknigi ile

incelenmigtir.

3.3.1. Histopatolojik Degerlendirme

Spesimenler patoloji laboratuvarinda 24 saat %10’luk tamponlanmis formaldehit ile tespit
sonrasi siral1 etil alkol ve ksilen iceren doku takip islemlerini takiben uygun oryantasyon
saglanarak parafin bloklara gomiildii. Konvansiyonel bir mikrotomda parafin bloklardan 4-
6 pm kesitler alindiktan sonra rutin Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyanan 6rnekler
klinik tanmiya kor bir patolog tarafindan 151k mikroskobunda  (Olympus BXS3F,
Tokyo/Japan) degerlendirildi.

3.3.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Orneklerde TSLP varlig1 ve hiicresel kaynagmi immunhistokimyasal olarak incelemek
amaciyla her bir olgu icin parafin bloklardan adezivli lamlara (Dako) 3um kalinli§inda
kesitler alinmigtir. IHK boyama islemi ‘DAKO Omnis’ cihazinda EnVision Flex THK
boyama kitleri kullanilarak otomatik olarak yapilmustir. ilgili bloklardan hazirlanan kesitler
60°C’lik etiivde 60 dakika bekletilmistir. Deparafinizasyon islemi camlara makinenin i¢inde
25°C’de 1 dakika “Clearify (Dako)” sollisyonu uygulanarak yapilmistir. Ardindan
antijenlerin geri kazanilmasi icin dokulara ‘antigen retrieval’ iglemi uygulanmigtir. TSLP
antikoru i¢in dokular 97 °C’de 30 dakika EDTA tamponunda (EnVFlex HRS, High pH)
kaynatilmigtir. Yikama igleminin ardindan; TSLP antikoru (rabbit polyclonal, 1:200, cat
no:GTX129591, Genetex) ile 30 dakika inkiibasyon iglemi yapilmistir. Daha sonra primer
antikorla muamele edilmis dokulara zemin boyanmanin engellenmesi amaciyla kite ait

peroksidaz soliisyonu (EnV FLEX Peroxidase-Blocking Reagent,Dako) uygulanarak 3
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dakika inkiibe edilmistir. Yikama isleminin ardindan EnV Flex/HRP soliisyonu damlatilarak
20 dakika inkiibe edilmistir. Kesitlere kromojen ve enzim substrati iceren ¢calisma soliisyonu
(EnV Flex Substrate Working Solution,Dako) damlatilip oda 1s1sinda 5 dakika bekletildikten
sonra distile su ile yitkanmistir. En son basamakta hematoksilen ile 5 dakika zit boyama

islemi yapilip alkol, ksilen asamalarindan gecirilerek kapama islemi gergeklestirilmistir.

Stroma ve epitel icin ayr1 ayr1 boyanma paterni (fokal ya da yaygin), epitel icin boyanma
derinligi (ylizeyel ya da tam kat) ve stroma ve epitel icin boyanma siddeti (H skoru 0-3, O:
boyanma yok, 1: hafif siddette boyanma, 2: orta siddette boyanma, 3: gii¢lii boyanma)
semikuantitatif olarak, bagimsiz patolog tarafindan deney grubuna kor bir sekilde 1s1k

mikroskopunda (Olympus BX53F, Tokyo/Japan) belirlenmistir (Sekil 3.1).

Preparatlar ayrica 3DHistech Pannoramic 250 Flash III (3DHISTECH Ltd, Budapest,
Hungary) slayt tarama cihazinda TLSP boyali lamlar 20x ve 40x objektifi ile dijital olarak
taranmustir. Preperatlar, goriintii analiz programi olan Virapath-4.0.1 (Virasoft Yazilim A.S.,

Istanbul, Tiirkiye) programi ile gorsel materyal elde etmek amaciyla goriintiilenmistir.
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Sekil 3.1. TSLP immunhistokimya boyanmas1 151k mikroskobu 20x buyutme goriintiiler.

a.Epitelde orta giddette boyanma, b. Epitelde boyanma yok, c. Stromada boyanma yok, d. Stromada orta
siddette boyanma.
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| —
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Preparatlarin  dijital goriintiileri elde edildikten sonra ayrica boyanma siddetini
degerlendirmek icin optik dansitelerin dijital olarak Image J programinda (ImageJ, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, ABD) IHC profiler eklentisi kullanilarak
semikuantitatif analizi yapilmistir (38). IHC profiler eklentisinin DAB/ hemotoksilen i¢in
renk ters evrigsimi ile DAB spektrumunu ayristirmasi ve sonrasinda piksel analizi ile optik
dansite hesab1 yapilisina dair ekran goriintiisii Sekil 3.2 ve 3.3 de verilmistir. Taranan slayt
goriintiintiileri artefaktlarin ve bog alanlarin hesab1 bozmamasi amaciyla IHC profiler ile
analiz yapilmadan once Adobe Illustrator (Adobe Inc. CA, ABD) programinda epitel ve
stroma dokulari artefaktlar ile arka plan dislanacak, bagka goriintii dahil edilmeyecek sekilde
kirptlmistir (Sekil 3.4 ve 3.5).
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Sekil 3.4. Slayt goriintiisiiniin taranmis, 20x biiyiitme goriintiisii
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Sekil 3.5. Adobe Illustrator programinda epitel dl¢iimleri goriintiiniin yalnizca epitel dokusu

dahil edilecek sekilde kirpilist
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3.4.Molekiiler Inceleme

Biyopsi 6rneklerinden patolojik inceleme i¢in gerekli kisim ayrildiktan sonra arta kalan doku
tagima ortami icine alinip Tibbi Genetik Anabilim Dali’na ulagtirilmistir. Sitokin ifadelenme
diizeyleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile tespit
edilmigstir. Kontrol grubundan bir hastanin dokusunda calisilacak yeterli materyel olmadigi

icin molekiiler incelemeler toplam 25 hastada yapildi.

3.4.1. RNA (riboniikleik asit) izolasyonu

RNA izolasyonu guanidinium thiocyanate-fenol kloroform prensibi ile RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (39). Doku 6rnekleri Tibbi Genetik Anabilim Dal1 “na ulastirildiginda,
bekletilmeden 1mL BlueZol icerisinde homojenize edildi (Firma-katalog no) ve -20°C’de
saklandi. Bu asamdan sonra RNA izolasyonu iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda

gerceklestirildi. Bu islemin basamaklar1 asagida verilmistir.

Ornekler 20°C’den cikarildiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Orneklerin
iizerine 0,2mL koloroform eklendi. 15 saniye vorteks ile karistirildi. Ornekler 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 4°C’de 12000xg’de 15 dakika santrifiije edildi. Bu asamada ak6z
faz, interfaz ve organik fazlarin ayristig1 gézlendi. RNA’y1 iceren akoz faz bagka bir 1.5
mL’lik ependorf tiipe transfer edildi. Uzerine 0.5mL izopropil alkol eklendi ve karistirildi.
4°C’de 120 dk inkiibe edildi. 4°C’ de 12000xg’ de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant
atildi. Ornek %75’lik etanol ile yikandi. Elle karistirildiktan sonra 4°C’de 15000xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Tiipler oda sicaklifinda ters ¢evrildi ve etanol ugurularak kurutuldu.
RNA, DEPC ile muamele edilmis distile su eklenerek tekrar ¢oziiniir hale getirildi.Izole
edilen RNA’nin miktar1 ve kalitesi NanoDrop 2000 Spektrofotometre (ThermoScientific,
Wilmington, DE, USA) kullanilarak analiz edildi.

3.4.2. ¢DNA (komplemanter deoksiriboniikleik asit) Sentezi

Random hexomerler kullanilarak cDNA sentezi Thermo Scientific Revert Aid birinci sarmal

cDNA sentez kiti kullanilarak yapildi. Her bir 6rnekten 500ng RNA alinarak 1pL random
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hexomer primer ile karistirildi. Toplam hacim 12 pL’ye su ile tamamlanmistir. Ornekler 5
dakika buz iizerinde bekletildi. Bu sirada asagida verilen reaksiyon karigimi hazirlandi:

4 uL reaksiyon buffer,

1uL RNAz inhibitorti,

2 uL 10mM dNTP mix,

1uL RevertAid M-MuLV RT (200U/ pL)

Her 6rnegin iizerine yukarida icerigi verilen karisimdan 8y L eklendi ve karigtirildi. Ornekler
asagida verilen sicakliklarda verilen siirelerde inkiibe edildi:

25°C’de 5 dakika

45°C’de 60 dakika

70°C’de 5 dakika

RT-PCR ‘da kullanilana kadar sentez edilen cDNA lar -20°C’de saklanmuistir.

3.4.3. RT-PCR Analizi

Bu asamada TSLP, IL25, IL33, IL-4, IL-5, IL-6, IL13, TNF-alfa, CCL17, CCL22, IL-10,
interferon gama ve TGF-beta genlerinin ifadelenmelerindeki degisimler semikantitatif RT-
PCR yontemi ile ve EvaGreen ((Luna evrensel qPCR karisimi, New England Biolabs,
Ipswich, MA, ABD) boyas1 kullanilarak incelenmistir. Genlerin ifadelenmele diizeylerinin
hesaplanmasinda RPLPO geni, housekeeping gen olarak kullanilmistir. Primer dizileri Tablo

3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Ifadelenme analizi sirasinda kullanilan primer dizileri

Gen Amplikon boyu (b¢) Forward Primer (5’>3") Reverse Primer (5°>3%) Referans
TSLP 162 ATGTTCGCCATGAAAACTAAGG GCGACGCCACAATCCTTGTA 41-43
IL25 269 GAGCGACCCAGATTAGGTGAG TATCTCCAGGGGGAGATGGC 40
IL33 94 GTGACGGTGTTGATGGTAAGAT AGCTCCACAGAGTGTTCCTTG 41-43
IL4 150 CCAACTGCTTCCCCCTCTG TCTGTTACGGTCAACTCGGTG 40
ILS 132 TCTACTCATCGAACTCTGCTGA CCCTTGCACAGTTTGACTCTC 41-43
IL6 159 AACCTGAACCTTCCAAAGATGG TCTGGCTTGTTCCTCACTACT 40
IL13 134 CCTCATGGCGCTTTTGTTGAC TCTGGTTCTGGGTGATGTTGA 41-43
TNF-a | 91 GAGGCCAAGCCCTGGTATG CGGGCCGATTGATCTCAGC 41-43
CCL22 | 100 ATTACGTCCGTTACCGTCTGC TCCCTGAAGGTTAGCAACACC 41-43
CCL17 | 222 CACGCAGCTCGAGGGACCAATGTG TCAAGACCTCTCAAGGCTTTGCAGG | 44
IL10 176 TCAAGGCGCATGTGAACTCC GATGTCAAACTCACTCATGGCT 41-43
IFN-y 93 TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC 41-43
TGF-p | 77 TGGACATCAACGGGTTCACTA AAGCAGGAAAGGCCGGTT 46
RPLPO | 160 CTGGAAGTCCAACTACTTCCT CATCATGGTGTTCTTGCCCAT 45

RT-PCR reaksiyon igerigi:

EvaGreen

ileri primer

ters primer

cDNA

10 pL,
10 pL,
10 pL,

2 L

Nukleazdan arindirilmig saf su 20 pL.

Tiim reaksiyonlar icin gerekli miktarda Luna evrensel qPCR ana karisim ilgili primer ile

hazirlandiktan sonra her bir gen ifadelenmesi icin bu asamalar ayr1 ayri tekrarlandi.

Hazirlanan karisim qPCR plaklarina her bir hasta icin ikiser Ol¢iim yapilacak sekilde

dagitilmistir, kapagi saglam bir sekilde kapatilmistir. Hazirlanan cDNA 6rnekleri plaklara

hastalara ait haznelere dagitilmigtir. Plaklar 1 dakika 2500 rpm de ¢evrildikten sonra RT-
PCR cihazina (Bio-Rad CFX96 Real- Time System, C100 Thermal Cycler, Bio-Rad
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Hercules CA, ABD) yerlestirilmistir. Uygulanan dongiilerin detaylar1 Tablo 4.2° de

verilmistir.

Tablo 3.2. RT-PCR analizinde uygulanan sicaklik dongiisii

95°C’de 60 saniye 1 dongii
95°C’de 15 saniye 45 dongii
60°C’de 30 saniye (Olgiim)
Erime egrisi analizi 60-95°C 1 dongii

Ifadelenme diizeyine ait elde edilen ham veriler 2-4t yontemi ile analiz edilmistir (47).

3.5.1statistiksel Analiz

Verilerin analiziden Oncelikle siirekli verileri dagiliminin normal olup olmadigi
histogramlarin gorsel degerlerindirilmesi, Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Normal dagilan siirekli veriler ortalama ve standart sapma ile raporlanip iki
grup arasinda karsilagtirilmalar1 bagimsiz t-testi ile, normal dagilim géstermeyen veriler ise
Shapiro-Wilk testi ile yapildi. Kategorik verileri ise say1 ve yiizde ile raporlandi. Kategorik
verileri gruplar arasinda kargilastirmasinda ise Ki-kare testi veya Fisher ’in kesin testi
kullanildi. Istatistiksel analiz SPSS siiriim 13 (IBM, New York, ABD) programu ile yapildi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada Aralik 2020 — Haziran 2022 tarihleri arasinda Bagkent Universitesi Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dali’na bagvuran ve Reinke O6demi tanist alan 12 hasta ile kontrol
gurubunda yer alan 14 hasta olmak iizere toplam 26 hastanin verileri analiz edildi. 0.03 liik
hata pay1 olan toplam 30 hastaya 1,5 yilin sonunda ulagilamamigtir. Alinan 6rneklerdeki
genetik materyali daha fazla bekletmemek amaciyla calisma toplam 26 hasta ile

tamamlanmis ve 0.05° lik giice ulagilmistir.

Calismaya katilan 11 (%42,3) hasta erkek ve 15 (%57,7) hastanin kadin, yas ortalamasi ise
50,5 (SS= 14,3) idi. Hastalarin 24’{inde (%92,3) bagvuru sikayeti ses kisikligi, 2’sinde ise
(%7,7) bogazda batma sikayeti mevcuttu. Sikayet siiresinin ortalama 33,1 (SS 65,2) aydi.
RO grubu aktif sigara icicilerinden olusmaktaydi. Sigara kullanim siiresi paket-y1l olarak
incelendiginde ortalama deger 30,8 paket-yil (SS= 9.,4) olarak bulundu. Sigarayi birakmig
kisileri ise ortalama 6,3 yil (SS 12,3) Once sigarayr biraktiklarii beyan etmislerdir.
Hastalarin meslekleri incelendiginde 10’u (%38,5) profesyonel ses kullanicisi iken 3’iiniin
(%11,5) ses sanatcisi oldugu goriilmiistiir. Hastalarin reflii bulgu skoru ortalamasi 9,6 (SS

4.,0) ve reflii semptom indeksi ortalamasi 16,2 (SS 6,8) olarak bulundu.

Calisma ve kontrol gruplart arasindaki demografik veriler karsilagtirildiginda her iki grup
arasinda cinsiyetler, yas ve bagvuru sikayetleri, sikayet siireleri, profesyonel ses kullaniciligi
ve ses sanatcist olma oranlar1 arasinda bir fark bulunmamustir (Tablo 4.1). RO grubundaki
aktif sigara iciciler ile kontrol grubunda ge¢miste sigara icme Oykiisii olup sigaray1 birakmis
olanlar karsilastirildiginda RO grubundakilerin sigara kullanim siiresi anlamli yiiksek
saptanmustir (p<0,001). RO grubunda RFS ve RSI ortalamas1, kontrol grubuna gore anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,001 ve p=0,06) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Calisma ve kontrol grubundaki hastalarin demografik verilerinin

karsilagtirmasi.
Hasta Gruplari
Caligsma Kontrol Toplam Test P degeri
(ylizde) / istatistigi
Ortalama
(SS)
Cinsiyet Erkek 4 (%154) | 7(%25,9) | 11(%42,3)
Kadin 8 (%30,8) | 7(%26,9) | 15(%57,7) | 0,735 0,453*
Yas (yil) 51,8 (SS 49,4 (SS 50,5 (SS 0,432 0,670%*
11,3) 16,9) 14,3)
Bagvuru Ses 11 (%42,3) | 13 (%50,0) | 24 (9%92,3)
Sikayeti kisiklig
1 (%3,8) 1 (%3,8) 2 (%7,7) 0,013 0,999 *
Bogazda batma
Sikayet 46,7 (91,6) | 17,9 (SS 33,1 (SS 1,185 0,259%*
sliresi (ay) 16,7) 65,2)
Sigara Hay1r 0 (%0,0) 9 (%34,6) | 9 (%34,6)
kullanimi Evet 12 (%46,2) | 0(%0,0) 12 (%46,2)
Biraktim 0 (%0,0) 5(%19.2) | 5(%19,2) 28,242 <0,001 *
Sigara 30,8 (SS 4,3 (8,7) 17,0 (16,2) | 7,022 <0,001 **
kullanim 9.,4)
stiresi (paket-
yiD)
Meslek Profesyonel ses 5(%19,2) | 5(%19,2) 10 (%38,5)
kullanicilar
Diger 7 (%26,9) | 9(%34,6) | 16 (%62,5) | 0,097 0,999 *
Ses Evet 2 (%7,7) 1 (%3,8) 3 (%11,5)
sanat¢ilig1
Hayir 10 (%38,5) | 13 (%50,0) | 23 (%88,5) | 0,574 0,580*
Reflii bulgu 12,4(2,9) |7,23,2) 9,6 (4,0) 4,297 <0,001 **
skoru (RFS)
Refli 19,2 (6,5) 13,7 (6,2) 16,2 (6,8) 1,982 0,06%*
semptom
indeksi (RSI)

* Fisher’in Kesin testi
** Bagimsiz t testi

IHK analizleri alian 6rneklerin milimetrik boyutta olmasi, tanisal inceleme sonrasi parafin
blokta kalan rezidiiniin ¢cok ince olmasi ve IHK boyamalar1 yapilirken kontrol grubunda 2
hastada geriye doku kalmamasi nedeniyle IHK analizleri toplam 24 hastada
tamamlanabilmigtir. 12 ¢alisma ve 12 kontrol hastasinin 1sik mikroskobisi altinda THK
Semiquantifikasyon bulgular1 incelendiginde calisma ve kontrol gruplari arasinda epitel
boyama, epitel boyama tipi, epitel boyama derinligi, stroma boyama yogunlugu ve stroma

boyama tiplerinde istatistiksel bir fark saptanmamistir (Tablo 4.2)
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Tablo 4.2. Immiinhistokimya Manuel Semiquantifikasyon bulgularinin Caligma ve Kontrol

grubundaki hastalarda karsilastirilmasi.

Hasta Gruplar1
Reinke Kontrol Toplam (%) | Test P
Odemi istatistigi degeri
Epitel Boyama | O 1(%4,2) 1(%4,2) 2 (%8.,3)
1 6(%250) |10 16 (%66,7)
(%41.,7)
2 4(%16,7) | 1(%42) 5 (%20.,8) 33,787 0,291 *
3 1(%4,2) 0 (%0,0) 1(%4,2)
Epitel Boyama | Boyanma yok 1(%4,2) 1(%4,2) 2 (%8.,3)
Tipi 4(%16,7) | 3(%12,5) | 7(%29,2)
Fokal 0,512 0,999 *
7(%292) | 8(%33,3) | 15(%62.,5)
Yaygin
Epitel Boyama | Yok 1(%4,2) 1(%4,2) 2 (%8.,3)
Derinligi 8 (%33,3) |11 19 (%79,29
Tam Kat (%45 .,8)
1 (%4,2) 0 (%0,0) 1(%4,2)
Yiizeyel 3,502 0,590 *
1 (%4,2) 0 (%0,0) 1 (%4,2)
Ust 2/3
1(%4,2) 0 (%0,0) 1(%4,2)
Alt 2/3
Stroma 0 1(%4,2) 3(%12,5) | 4(%16,7)
Boyama 2 (%8.,3) 6 (%250) | 8(%33,3)
Yogunlugu 1
7(%292) | 3(%12,5) | 10 (%41,7) | 5970 0,095 *
2
2 (%8.,3) 0 (%0,0) 2 (%8.,3)
3
Stroma Boyanma yok 1(%4,2) 3(%12,5) | 4 (%16,7)
Boyama Tipi 4 (%16,7) | 6 (%25,0) | 10 (%41,7)
Fokal 2,862 0,350 *
7(%292) | 3(%12,5) | 10 (%41,7)
Yaygin

*Fisher’ 1n kesin testi

Calisma ve kontrol grubunun dijital epitel skor yiizdeleri karsilastirildiginda RO grubunda
toplam pozitif boyanma %83,38 bulunurken kontrol grubunda bu deger %75,64 olmustur
fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,493). Bunun yaninda her
iki grup arasindaki yiiksek pozitif, pozitif, diisiik pozitif, negatif ylizde degerlerinde de
istatistiksel anlamli fark saptanmamistir. Ayni1 zamanda skor degerleri de ¢alisma ve kontrol

gruplari arasinda fark bulunmamaistir (Tablo 4.3, Sekil 4.1).
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Tablo 4.3. Epitel i¢in dijital optik dansite 6l¢iimleri ve skorlariin ¢alisma ve kontrol

grubunda karsilastirilmasi.

Hasta Gruplari
Reinke Odemi | Kontrol Toplam (%) | Test P

/ Ortalama istatistigi
(SS)

Yiiksek Pozitif % 2,03 (1,91) 1,84 (2,68) 1,93 (2,28) 0,198 0,845 *

Pozitif % 29,25 (22,57) 21,22 (21,02) | 25,23 0,902 0,377 *
(21,71)

Diisiik Pozitif % 52,20 (21,13) 53,59 (20,57) | 52,90 -0,163 0,872 *
(20,40)

Negatif % 16,62 (27,00) 24,36 (27,39) | 20,49 -0,697 0,493 *
(26,89)

Toplam Pozitif % 83,38 (27,00) 75,64 (27,39) | 79,51 0,697 0,493 *
(26,89)

Skor 0 | 1(%4,2) 2 (%8.3) 3 (%12,5)

1 |5(%20,8) 5 (%20,8) 10 (%41,7)
2 | 6(%25,0) 5 (%20,8) 11 (%45,8) 0,569 0,999 *
* Bagimsiz t testi,
** Fisher’m Kesin testi
Hasta Grubu
100- BReinke Odemi
@ ontrol
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Calisma ve kontrol grubunun dijital stroma skor yiizdeleri karsilastirildiginda ytiksek pozitif
ve pozitif skorlar1 ¢alisma ve kontrol gruplarinda farkli bulunmamustir. Diisiik pozitif
oranlart (p=0,004) ve toplam pozitif oranlar1 ¢calisma grubunda (p=0,004), negatiflik ise
kontrol grubunda yiiksek bulunmustur (p=0,004). Skor degerleri de ¢alisma ve kontrol

gruplar1 arasinda fark bulunmamistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Dijital stroma optik dansite 6l¢limleri ve skorlarinin ¢caligma ve kontrol

grubunda karsilastirilmasi.

Hasta Gruplari
Reinke Odemi | Kontrol Toplam (%) | Test p
/ Ortalama istatistigi
(8S)
Yiiksek Pozitif % 1,14 (1,11) 1,60 (145 | 137(128) | 0,863 | 0,397 *
Pozitif % 445 (3,62) 246 (2,17) | 346(3,09) | 1,626 | 0,118 *
Diisiik Pozitif % 20,34 (9,21) 9,57 (721) | 14,95 (9,78) | 3,191 | 0,004 *
Negatif % 74,07 (12,12) | 88,04 (9.29) | 81,05 3,168 | 0,004 *
(12,74)
Toplam Pozitif % 25,93 (12,12) 11,96 (9,29) 18,95 3,168 0,004 *
(12,74)
Skor 0 | 10 (%41,7) 12 (%50,0) | 22 (%91,7)
1 | 2(%8,3) 0 (% 0,0) 2 (%8,3) 2,182 0,478 **
* Bagimsiz t testi, ** Fisher’in Kesin testi
Hasta Grubu
1001 WReinke Odemi
[ Kontrol
©
E oo
S
©
)=
o]
- Yuksek Pozitif % Dustuk Negatif % Toplam
Pozitif % Pozitif % Pozitif %

Sekil 4.2. Dijital stroma skor yiizdelerinin hasta gruplarina gore ortalama degerleri
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RO grubunda epitel ve stroma optik dansite degerleri karsilastirildiginda, yiiksek pozitif
degerleri her iki grupta ayni1 bulunmasina ragmen pozitif, diisiik pozitif ve toplam pozitif
oranlar1 epitel grubunda, negatif degerleri ise stroma grubunda daha yiiksek bulunmustur
(p<0,001). Skorlar karsilastirildiginda da benzer sekilde epitel grubunun skorlari, stroma
grubundan daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Tablo 4.5. Calisma grubunda epitel ve stroma optik dansite 6l¢iim degerlerinin

karsilastirilmasi.
Epitel Stroma Toplam (%) | Test p
/ Ortalama istatistigi
(8S)
Yiiksek Pozitif % 2,03 (1,91) 1,14 (1,11) 1,58 (2,59) 1,386 0,180 *
Pozitif % 29,25 (22,57) 4,45 (3,62) 26,85 3,759 <0,001 *
(20,26)
Diisiik Pozitif % 52,20 (21,13) 20,34 (9,21) | 36,27 4,790 <0,001 *
(22,78)
Negatif % 16,62 (27,00) 74,07 (12,12) | 45,35 -6,725 <0,001 *
(35,78)
Toplam Pozitif % 83,38 (27,00) 25,93 (12,12) | 54,65 6,725 <0,001 *
(35,78)
Skor 0 [1(%42) 10 (%41,7) 11 (%45,8)
1 | 5(%20,8) 2 (%8.3) 7 (%29,2)
2 ] 6(%25,0) 0 (%0,0) 6 (%25,0) 14,875 <0.001 **

*: Bagimsiz t testi
** Fisher’in Kesin testi
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[l Stroma
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Sekil 4.3. Calisma grubunda epitel ve stroma ylizdelerinin ortalama degerleri
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Kontrol grubunda epitel ve stromanin dijital optik dansite 6l¢iimleri karsilastirildiginda,
yliksek pozitif degerleri her iki grupta benzer bulunmasina ragmen pozitif, diislik pozitif ve
toplam pozitif degerleri epitel grubunda, negatif degerleri ise stroma grubunda daha yiiksek
bulunmustur (p=0,01, p<0,001, p<0,001, p<0,001).  Skorlar karsilastirildiginda da epitel

grubunun skorlari, stroma grubundan daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Tablo 4.6. Kontrol grubunda epitel ve stroma degerlerinin karsilastirilmasi.

Epitel Stroma Toplam (%) / | Test P degeri
Ortalama istatistigi
(SS)
Yiiksek Pozitif % 1,84 (2,68) 1,60 (1,45) 1,72 (2,11) 0,275 0,786 *
Pozitif % 21,22 (21,02) 2,46 (2,17) 11,84 3,074 0,01 *
(17,47)
Diistik Pozitif % 53,59 (20,57) 9,56 (7,21) 31,58 6,997 <0,001 *
(27,07)
Negatif % 24,36 (27,39) 88,04 (9,29) 56,20 -7,627 <0,001 *
(38,18)
Toplam Pozitif % 75,64 (27,39) 11,96 (9,29) 43,80 7,627 <0,001 *
(38,18)
Skor 0 |2(%8.,3) 12 (%50,0) 12(%58.3)
1 |5(%20,8) 0 (%0,0) 5 (%20,8)
2 | 5(%20.,8) 0 (%0,0) 5 (%20,8) 17,016 <0,001 **
*: Bagimsiz t testi
** Fisher’in Kesin testi
Epitel
Stroma
1 WEpitel
M stroma

801

60
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.
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Sekil 4.4. Kontrol grubunda epitel ve stroma ylizdelerinin ortalama degerleri
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Cok diistik hacimli ve az hiicre igeren 6rneklerde calisildigindan RT-PCR sirasinda dongii
say1s1 ¢ok artmasina ragmen housekeeping gende yeterli ifadelenmeye ulasilamadigindan
sonu¢ alinamadigr durumlarda 6rnek sayisinda diisme yasandi. Her sitokin i¢in kag hastada
sonu¢ alindig1 ve analizin kac hasta iizerinde yapildigi Tablo 4.7 de belirtilmistir. 7SLP
ifadelenme oranlar1 kontrol grubunda ortalama 10.1, (SS 15.4) ve Reinke grubunda ortalama
37.5, (SS 73.3) idi. Reinke grubunda 7SLP ifadelenme oranlar1 27,4 kat yiiksek saptandi
fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildii (p =0.300). IL25 ifadelenme oranlari
kontrol grubunda RO hastalarinin 2.08 katiyds, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,449). IL33 da benzer sekilde kontrol grubunda RO hastalarinin 7 katiyd, istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,179) (Tablo 4.7, Sekil 4.5).

Tablo 4.7. Sitokinlerin RT-PCR ile 0lgiilen ifadelenme oranlarinin ¢alisma ve kontrol

grubundaki hastalarda karsilagtirilmasi

Hasta gruplari

Reinke Hastalari Kontrol Grubu Tim Test P degeri

Ortalama + Standart Sapma | Ortalama * Standart Sapma | hastalar istatistigi
TSLP 37,5+73,3 (n=9) 10,1 £ 15,4 (n=13) | 21,3 (48,7) |-1,103 0,300
IL25 2,5+ 7,0 (n=9) 52%8,3 (n=11) 3,9(7,0) 0,773 0,449
IL33 1,7 £2,4 (n=12) 11,9 £25,7(n=13) | 7,0 (18,9) 1,424 0,179
CCL17 3,5 £7,0(n=12) 7,7+ 13,7 (n=13) | 5,7(11,0) 0,937 0,358
CCL22 10,8 £ 26,8 (n=12) 7.0£9,0 (n=13) 8,9 (19,3) -0,485 0,632
IFN-y 8,4 +17,8 (n=10) 3,9 £4,6 (n=12) 6,0 (12,3) -0,847 0,407
TGF-B 5,1+£9,3 (n=10) 3,7 £6,2 (n=12) 4,3 (7,6) -0,400 0,694
L4 1,4 £2,5(n=12) 9,7 £23,8(n=13) | 5,7(17,5) 1,205 0,240
ILS 24 +472 (n=12) 12,2 +£28,1 (n=13) | 7,5(20,7) 1.192 0,246
IL6 4,7 £7,9 (n=11) 34 49 (n=11) 4,0 (6,4) -0,460 0,650
IL10 5,8 £9,7 (n=12) 18,5+45,0(n=13) | 12,4 (33,1) | 0,995 0,338
IL13 8,4 +22,6(n=12) 13,5 £37,3(n=10) | 10,7 (29,5) | 0,398 0,695
TNF-a 18,4 +43,8 (n=11) 2,5 £3,3(n=13) 9,8 (30,0) -1,202 0,257

CCL17 ifadelenme miktarlar1 kontrol grubunda RO grubuna gére 2.2 kat daha fazla goriildii,
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmistir (p=0,358). CCL22
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ifadelenme oranlar1 her iki grupta benzer, RO grubunda kontrol grubuna gore 1.54 kat fazla
goriildii, istatistiksel anlamli bulunmadi (p=0.632). IFN-y ifadelenme oranlar1 RO grubunda
kontrol grubunun 2.15 kati idi, farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriildii
(p=0.407). TGF-p oranlarin1 benzer idi, RO grubundaki ifadelenme kontrol grubunun 1.37
katr idi. (p=0.694). IL4 ifadelenme oranlar1 kontrol grubunda RO hastalarinin 6.92 katiydh,
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.240). /L5 ifadelenme oranlarini kontrol
grubunda RO hastalarmin 5.08 katryds, istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.246). IL6
ifadelenme oranlar1 her iki grupta benzerdi, RO hastalarinda kontroliin 1.38 katiyd,
istatistiksel olarak anlaml1 degildi (p=0.650). IL10 ifadelenme oranlar1 kontrol grubunda RO
hastalarinin 3.19 katiydi1 fakat fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.338). IL13
ifadelenme oranlar1 kontrol grubunda RO hastalarinin 1.61 katiydi fakat fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0.695). TNF-a oranlarmi RO hastalarinda kontroliin 7.36 katiydh,
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.257) (Tablo 4.7, Sekil 4.6, 4.7).
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Sekil 4.5. TSLP, IL33 ve IL25 her iki gruptaki ifadelenmelerinin histogram grafigi olarak
gosterimi
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Sekil 4.6. CCL22, CCL17, IL6 ve IL4’ uin her iki gruptaki ifadelenmelerinin histogram
grafigi olarak gosterimi
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Sekil 4.7. IL5, IL13, IL10, TNF-a, TGF-p, IFN-y iin her iki gruptaki ifadelenmelerinin
histogram grafigi olarak gosterimi
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5. TARTISMA

Bu calismada amacimiz RO immunopatogenezinde sigaranin tetikleyici bir faktor oldugu
bilinen epitel kaynakli sitokinlerin (7SLP basta olmak iizere IL25 ve IL33) tip 2 inflamasyon
yoluyla yapisal degisiklikleri baglatic1 bir faktor olup olmadigini belirlemekti. Elde ettigimiz
sonuglar tip 2 inflamasyondan farkli bir siirece isaret etmekle birlikte TSLP iligkili fakl

immiinmodiilatorlerin devreye girebiliyor oldugunu diisiindiirmiistiir.

TSLP’ nin larinks dokusuna anatomik olarak yakin, histolojik olarak benzer 6zellikle olan
dokularda inflamatuar hastaliklardaki yeri c¢esitli calismalarla tanimlanmigtir. Bunun
yaninda tetikleyici faktorler varliginda TSLP etkisiyle epitel kaynakl tip 2 inflamasyon
yaniti olusumunda tanimlayici olabilecek basamaklar ve iliskili proteinlerin RO’ de roliiniin
gosterilmis olmasi da bu yolagin yapbozun kayip parcalarindan biri olabilecegini

diistindiirmektedir.

Solunum yolu epitelinin inflamatuar bazi hastaliklarinin ortaya ¢ikisindaki 7SLP etkili tip 2
inflamatuar yanit tizerine yapilmig calismalar1 inceledigimizde astim, alerjik rinit ve kronik
sinlizit patogenezindeki roliine dair Onemli bulgulara ulagildigini goriirliz.  Astim
patofizyolojisinde TSLP’ nin alerjen ile tetiklenmis inflamasyonun hem ortaya c¢ikisinda
hem de siirdiiriilmesindeki Onciil rolii, yapilmis ¢ok¢a calisma ile belgelenmistir. Hayvan
modellerinde astimli hastalarin 7SLP ifadelenmesi artmisken TSLPR eksik farelerde
hastaligin klinigi belirgin hafiflemistir (48). Astimda havayolunda artmig 7SLP ifadelenmesi
ve hastalik siddetiyle korelasyonu da rapor edilmistir (49,50). Polipli ve polipsiz kronik
rinosinuzit (KRS) hastalarinin ameliyatta alinan spesimenleri incelendiginde alt tipler
arasinda fark olmaksizin normal dokuya gosre TSLP ve TSLPR ifadelenmesinde anlamli
artig saptanmustir (51). Alerjik rinitte de benzer sekilde hasta grubunda kontrol grubuna gore
artmig TSLP oranlar1 saptanmistir, 7SLP miktari ile korrele sekilde /L4 miktarlarinda artis

da gozlenmistir (52).

Reinke Odemi materyalinde etkilenen dokuyu orten epitel ve patolojik alandaki ESM bilesen
hiicrelerinin proliferatif 6zellikleri incelendiginde her iki dokuyu olusturan hiicrelerde bir
proliferasyon artig gostergesi olan Ki67’ de artis izlenmistir. Epitel dokusunun da RO
patogenezinde aktif rol oynadigi, fazladan ESM iiretimini tetikliyor olabilecegi ortaya

atilmistir (53). Fonotravma, sigara dumani gibi iritan faktorlerin tiimiine ilk maruz kalan
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dokunun epitel dokusu oldugu diisiiniildiigiinde inflamasyonu ve travma yanitin1 baglatan
sinyalin epitel kaynakli olmasi ihtimali makul goziikmektedir. Molekiiler olarak olas1 boyle
bir yolag1 ortaya koyan bir veri heniiz yoktur. Calismamizda viicuttaki diger dokularda
benzer iritanlara yanit olarak inflamasyonun ortaya ¢ikmasinda anahtar rol oynadigi
gosterilen epitel kaynakli TSLP, IL25 ve IL33’ iin ve yolagin asagi akisindaki ilgili

sitokinlerin RO immunopatogenezinde de onciil tetikleyiciler olup olmadigini arastirdik.

TSLP’ nin insan larinks dokusunda ifadelendigi daha 6nce arkadaslar tarafindan aritenoid
fibroblast kiiltiiriinde (54), ve larinks kanserinde gosterilmistir (34); fakat bilgimiz dahilinde
vokal kord epitel ve lamina propriasinda benign lezyonlarda ifadelendigi calismamizdan
once gosterilmemistir. Calismamizda THK ile vokal kord epitel ve reinke boslugunda TSLP
boyanmasi izlenmistir. Her iki grubun boyanma kuvveti karsilastirildiginda ise RO ile
kontrol grubumuz arasinda epitelyal 7SLP IHK boyanmasinda h skoru (P=0,291) ile ya da
dijital optik dansite analizlerinde (p=0,493) istatistiksel anlamli fark tespit edilememistir.
Stroma boyanmasina bakildiginda ise dijital optik dansite Ol¢iimlerinde toplam pozitiflik
ylizdesi calisma grubunda anlaml sekilde yiiksek saptanmistir (p=0,004). Her iki grubun
kendi iginde epitel ve stroma boyanmalari karsilastirildiginda ise hem RO hem de kontrol
grubunda epitelyal boyanma anlamli sekilde daha yiiksek ¢cikmistir. Bu sonucun, reinke
boslugundaki hiicre yogunlugunun epitele goére oldukca az olmasindan etkilendigi
diisiiniilmiistir. RT-PCR &lciimlerinde de RO grubunda kontrole gére TSLP
ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamakla birlikte (p=0.300) 27 4
kata varan artis gozlenmistir. Sigaramin TSLP’ yi tetikleyici etkisi, RO patofizyolojisi
tizerine daha once yapilan ¢aligmalar ve TSLP’ nin iligki i¢cinde oldugu molekiiler yolaklar
ile ilgili ortaya konulan veriler birlikte degerlendirildiginde goriilen artis 6nceki verileri

tamamlayici niteliktedir. Bahsi gecen veriler asagida 6zetlenmistir.

TSLP gen ekspresyonunun 7NF-a yoluyla NFxB -bagimli sekilde regiile edildigi
bilinmektedir (55). TSLP’ nin STAT3 sinyal yolagini kullandig1 onceki c¢aligsmalarda
gosterilmis (56), fare asttm modelinde 7SLP asag: regiilasyonu ile STAT3 sinyal yolu
inhibisyonunun hava yolu inflamasyonunu azalttig1 da rapor edilmistir (57). Hipoksinin
TSLP ve IL33 lizerindeki etkileri arastirildiginda, nazal mukozada hipoksik sartlarda
ifadelenme miktarlarinin her iki sitokin i¢in de artti1 goriilmiistiir (58). Grill ve arkadaslar:
RO dokusundan alman vokal kord fibroblastlarindaki sitokin yanitlarinin incelemislerdir.

Caligmalarinda bahsi gecen TSLP’ nin aktif rolii gosterilmis olan molekiiler yolaklar1 da
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iceren, STAT3 sinyal yolagi; NF«B iligkili TNF-a yolagi; epitelyal mezankimal transizyon;
hipoksi ve TGF-f3 yolaklarinda kontrole gore artmis ifadelenme rapor etmiglerdir (21). TNF-
o miktarlart da ¢alismamizda 6nceki verilerin gosterdigine paralel olarak bekledigimiz gibi
RO’ de kontrol grubuna goére toplam 7.36 kat olmak iizere yiiksek ¢ikmus fakat fark
istatistiksel anlamli bulunmamustir (p=0.257). Bu veriler biitiinii RO de sigara etkisiyle

ortaya c¢ikan yanitta 7SLP’ nin rolii oldugu hipotezimizi desteklemektedir.

TSLP’ nin RO patogenezinde bugiine kadar elde edilmis verilerle bulusturan bir bagka faktor
ise oksidatif strestir. Branski ve arkadaslari RO’de sigara maruziyeti sonras1 doz bagimli
meydana gelen oksidatif stresi heme oksigenaz ifadelenmelerindeki artis ile net bir sekilde
ortaya koymusglardir. Oksidatif stres yanitinin larinks ve akciger dokularinda farklilik
gosterip gostermedigine dair yapilan analizde ise ifadelenmedeki artis trendi vokal kord
fibroblastlar1 ve akciger fibroblastlar: i¢in paralellik gostermistir (23). Akcigerde sigara
maruziyeti sonrasi goriilen oksidatif sress ve TSLP ifadelenmelerindeki artis arasindaki
sebep sonug iliskisinin belgelenmis olmas1 da (4), RO immunopatogenezinde TSLP’ nin

benzer sekilde aktif rol oynuyor oldugu yoniindeki hipotezimizi gii¢clendirmektedir.

IL25 ve IL33 ‘e bakildiginda ise RO grubunda kontrole gore azalma gozlenmistir,
istatistiksel anlamli fark gosterilememisgtir. Bu iki sitokinin ifadelenmesinde azalma olmasi
IL33’ iin TSLP iizerindeki pozitif geri bildirim etkisi ve TSLP gibi cevresel stimuluslara yanit
olarak epitelden salgilandiklar diisiiniildiigiinde (59) beklenenin aksinedir. /L33’ iin KRS
de ifadelenmesi ile ilgili celigkili sonu¢lar mevcuttur, nazal mukozada yiiksek miktarda
gosterilmis olmasina ragmen KRS’de artmis olduguna dair veri yoktur. /25 seviyeleri KRS
dokularinda artmistir, nazal polipli alt tip de dahil olmak iizere hastalik siddeti ve kan
eosinofilisi ile korelasyon gosterdigi saptanmistir (60). Olas1 bir tedavi hedefi olarak /125
blokajinin nazal polip fare modelinde polip yiikiinii azalttig1 gosterilmistir (61). IL25 ve
IL33’ iin akciger ve burun mukozasinda etkilerini ILC2 hiicreleri izerinden gosterdigi bircok
calismayla desteklenmistir, larinkste ise bu sitokinlerin roliine yonelik bir c¢alisma
yapilmamistir. Bu yolagin asagi akisinda ILC2 hiicreleri tarafindan IL5, IL9 ve ILI3
ifadenmesinde artig da gosterilmistir (62,63). TSLP’ nin olas1 IL25 ve IL33’ den bagimsiz
etkileri calismamizda RO grubunda TSLP miktarlarinda artis goriiliirken IL25 ve IL33’
miktarlarindaki tam tersi sonucu agiklayabilir. Calismamizda /125 ve IL33 e benzer olarak
IL5 ve IL13 ifadelenmesi de RO grubunda kontrole gore diisiik saptanmistir, bu bulgu da
olas1 TSLP iligkili fakat /125 ve IL33’ den bagimsiz bir molekiiler yolagin varlig1 hipotezini
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desteklemektedir. Benzer bir immunopatogenez Kim ve arkadaglarinin ¢alismasinda atopik
dermatit (AD) i¢in raporlanmigtir. ILC2 hiicrelerinin yoklugunda AD gozlenmezken, IL25
ve IL33 olmasa da hastalik olusumu izlenmistir. Bu verilere bakilacak IL25 ve IL33’ ten
bagimsiz da inflamasyonun meydana gelebilecegi gosterilmistir. 7SLP icin ise tersi
sonuclara ulagilmig, 7SLP’ nin hastaligin meydana gelmesinde olmazsa olmaz oldugu not

diistilmiistiir. (64).

Calisma hipotezimizde epitelyal sitokinler onciilliigiinde RO immunopatogenezinde Th2
yoniinde kutuplagsma izlenecegini 6ngormiistiik fakat boyle bir sonuca ulasamadik. TSLP’
nin myeloid dendritik hiicre yilizeyinde OX40L ifadelenmesini arttirdi§1 ve bu yolla Th2
hiicreleri kaynakli /14 iiretimini tetiklerken /L/0 iiretimini inhibe ettigi bilinmektedir (65).
OX40L bloklanmasiyla inflamasyonun geri dondiigii de bildirilmistir (66). CCLI7 ve
CCL22 dendirdik hiicre kaynakli kemoatraktan molekiillerdir ve Th2 hiicreleri inflamasyon
alanina cekerler (67). TSLP aktivasyonu ile dendritik hiicrelerden salinimlarinin arttigi
gosterilmigstir (1). Calismamizda CCLI7 ifadelenmeleri calisma grubunda daha diisiik,
CCL22’ ninki ise grup arasinda benzer saptanmustir, bu veriler RO’ de TSLP yollu dendritik
hiicre aktivasyonu ve Th2 tipi inflamasyonun goriildiigii hipotezimize ters diismektedir. RO’
de artmis bulmay1 bekledigimiz bir diger sitokin, /L4’ iin de TSLP etkisiyle ifadelenmesinde
artis goriildiigiine dair cokca veri mevcuttur. Larinks ©zelinde aritenoid fibroblastlari
tarafindan TLR ligandi (¢ift sarmalli DNA) ile indiiklenen 7SLP iiretiminin /L4 ve sentetik
cift sarmallt DNA analogu varligininda sinerjistik etki ile katlanarak arttig1 not diisiilmiistiir
(68). Sigara dumaninin larinks {izerindeki immiinolojik etkilerinin arastirildig1 bagka bir
hayvan calismasinda /L4 sigara dumani maruziyetinde kontrole gore anlamli yiiksek
bulunmus, TGF-f ve ILI0 ise istatistiksel anlamli fark saptanamasa da kontrole gore
sirastyla yiiksek ve diisiik saptanmigtir (69). Bu bilgiler 1s1¢inda calismamizda IL10
seviyeleri beklenene uygun sekilde RO grubunda kontrole gore azalmisken IL4 de
beklenenin tersi bir sonu¢ bulunmus, /L4 seviyeleri RO grubunda kontrolden diisiik
kalmigtir. Farkin istatistiksel anlamlilig1 iki sitokin i¢in de gosterilememistir. Thl tipi
inflamasyonun bir belirteci olan IFN-y’ nin da RO grubunda kontrole gore diisiik olmast
beklenirken 2 kata yakin yiiksek ¢ikmisg, bu farkin istatistiksel anlamlilig1 gosterilememistir.
CCLI7, CCL22 ve IL4 yaninda Th2 yoniinde kutuplagsmig inflamasyonun diger belirleyici
sitokinlerine bakildiginda IL5 ve IL13’ te de IL4’ te oldugu gibi, ifadelenme seviyeleri
istatistiksel anlamli fark gosterilemese de kontrol grubunda daha yiiksek saptanmig, RO ile

iligkisi kurulamamuigtir. Th2 tipi inflamasyonun bir bagka belirleyici sitokini /L6’ nin olasi
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rolii lehine bulgulara 6nceki caligsmalarda rastlanmistir. 7SLP sinyal yolaklar1 haritasinda
STAT3 iizerinden IL6, ILS, MYC ve CCLII yoluyla hiicre proliferasyonu, anti apoptizis,
dendridik hiicre gocii ve havayolu inflamatuar yanitinda gorev aldig1 6zetlenmistir (70). RO
dokusunda da IL-6/JAK/STAT3 yolaginda aktivasyon goriilmesinin yaninda yaninda iligkili
sitokin reseptorleri olan /L6 ve ILI reseptorlerinde artmis ifadelenme goriilmiistiir (21).
Calismamizda da buna paralel bir sekilde /L6 ifadelenmelerinde RO grubunda kontrole gore

hafif artis saptanmigsa da istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulagilamamustir.

TGF-B miktarlarinda ise her iki grup arasinda belirgin fark izlenmemistir, Grill ve
arkadaglarinin  calismasinda RO’ de aktive oldugu gosterilen epitel-mezenkimal
transformasyon ile gerceklesen remodeling sirasinda TSLP {iiretimini indiikledigine dair
veriler mevcuttur (71) fakat calismanzda RO ile kontrol grubu arasinda ¢ok hafif bir fark

izlenmis ve istatistiksel anlam1 gosterilememistir.

Elde ettigimiz veriler biitiiniiyle degerlendirildiginde iritanlara yanit olarak epitelden salinan
sitokinler araciligiyla Th2 tip inflamasyona gidisattan farki bir immunopatogeneze isaret
etmektedir. Bu anlamda calismalarin alerjik rinit, astim ve nazal polipoziste ortaya koydugu
ile tam oOrtiismemektedir. Alerjik yanit olarak kabul gormeyen ve Th2 tipi inflamasyon ile
karakterize olmayan fakat patogenezinde 7SLP’ nin aktif rol aldigi gosterilen, major
etiyolojik faktorii sigara igiciligi olan bir bagka hastalik KOAH tir. KOAH hastalar ile
yapilan bir baska calisma da /L5 seviyelerinin kontrol grubuna gore farkli olmadigi
bildirilmistir. Hastalik alevlenmelerinde de hafif ve orta siddetli KOAH’ 1 olan hastalarda
IL4 ve IL5 seviyeleri kontrole gore farkli bulunmamistir (72). KOAH ve astimdaki sirasiyla
Thl ve Th2 yoniinde kutuplasmis inflamasyonun TSLP’ nin farkli yonde kemoatraktan
aktivitesi sonucu olup olmadig1 arastirildiginda ise her iki hastaliktaki sitokinlerin oldukca
paralellik gosterdigi sonucuna ulagilmistir, 7SLP ile Thl tip inflamasyon arasinda bir bag

kurulamamasgtir (73).

TSLP ilk olarak tip 2 immunitenin 6nciil molekiillerinden olarak diisiiniilse de yapilan
caligmalarin sayis1 arttikca otoimmiin hastaliklar, kronik inflamatuar hastaliklar gibi farkl
patolojik siireclerde de yer aldig1 goriilmiistiir. insanda TSLP’ nin iki izoformu (kisa ve uzun)
oldugu tanimlanmis fakat izoformlar1 ayr1 ayr1 inceyen ¢alisma sayist heniiz yeterli sayiya

ulagsmamustir. 7SLP ’nin kisa ve uzun izoformlarmin farkli immunmodiilator gorevler
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iistleniyor olabilecegi one siiriilmiistir (31). RO’de de TSLP’ nin rol aldig1 tip 2

inflamasyondan farkl bir siireci farkli izoformlarin varlig1 acikliyor olabilir.

Calismamizin sinirlayici faktorleri ise hasta sayisinin azligi, vokal kord dokusunun ¢ok 6zel
bir anatomik yap1 olmasindan kaynakli 6rnek hacimlerinin ¢ok kii¢iik olmas1 ve analiz
kalitesini etkilemesi, kontrol grubu olarak benzer inflamatuar yolaklarin rol oynuyor olmasi
muhtemel olabilecek larinksin diger benign lezyonlarmin alinmig olmasi seklinde
siralanabilir. Prospektif calismamiz sirasinda 2 yilli asan siire sonunda 26 hastaya
ulagilabildi. Gii¢ analizine gore 0,05 hata payi icin yeterli say1 asildigindan ve alinan
orneklerin daha fazla bekleterek genetik materyal kalitesinde bozulma goze alinamadigindan
analiz asamasina gecildi. Fakat bu say1 da sonuclarimizda farklar goriilse de istatistiksel
olarak anlamlilik seviyesine ulasmamiz icin yetmedi. Calistigimiz alanin yarattigi teknik
zorluklara deginmek gerekirse, cerrahi sirasinda hastanin ses kalitesini bozmamak ve
hastaya ek morbidite eklememek amaciyla minimal invaziv bir cerrahi gerceklestirilerek
yalnmizca patolojik doku eksize edildi, reinke materyali ve epitel miimkiin oldugunda
korunmaya caligildi, alinan biyopsiler milimetrik oldugundan hem genetik hem patolojik
calisma icin az miktarda spesimen elde edilebildi. Bu da kaginilmaz olarak analiz sirasinda
cok kiiciik olan materyalin yetmemesine, az hiicre icermesine yol acgti, patolojide 6rnek
yetersizligi, RT-PCR sirasinda da hiicre sayisinin azlig1 nedeniyle genetik materyalin
azligina ve dongii sayilarinin smir1 agmasina neden oldugu icin bazi 6rnekler analizden
diglanmak zorunda kalindi. Reinke boglugunun yapisi kaynakli az hiicre icermesi de genetik
materyal miktarinin az olmasina sebep olan bir diger faktordii. Kontrol grubumuz ise
hastalardan saglikli doku biyopsisi almanin net bir morbidite sebebi oldugu vokal kord
dokusunda calisildigindan diger benign lezyonlar olarak secildi. Hipotezimiz sigaranin RO
ile net kurulmus etiyolojik iligskisi yaninda TSLP igin tetikleyici bir faktér oldugunun
bilinmesi iizerine kurulmustu. Bununla birlikte 7SLP i¢in tek tetikleyici faktor sigara
olmadigindan ve benign larinks lezyonlarindaki diger iritan faktorlerin varligi ekarte
edilmediginden TSLP ve iliskili yolaklarm RO digindaki diger benign vokal kord
lezyonlarindaki rolii de bize aradaki bir farkin goriilmesini engellemis olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC

Reinke 6demi’ nde epitel kaynaki sitokinlerin immunopatogenezdeki roliinii arastirdigimiz

prospektif, kontrollii klinik caligmamizda asagidaki sonuglara ulagilmistir.

1.

TSLP’ nin immiinhisyokimyasal olarak vokal kord epitelinde ve lamina proprida
gosterilmesi anlaminda bir ilktir.

RO dokusunda immiinopatogenezi aciklayabilecek sitokinler iizerine yapilmig
molekiiler analiz iceren ¢alisma sayisi ¢ok sinirlidir, bu alanda literatiire 6nemli bir
katki sunmaktadir.

TSLP, Reinke ddeminde inflamasyonu baglatan anahtar molekiillerden biri olabilir,
bu anlamda daha genis 6rneklemler ile caligilmasinin anlamli olacaktir.

Epitel kaynakli sitokinler olan /125 ve IL33’ {in Reinke ddeminde inflamatuar yaniti
baglatici rolii belirgin gdziikmemektedir.

Istatistiksel anlamli fark bulunamamakla birlikte /L6 ifadelenmeleri Reinke
hastalarinda yiiksek goziikse de IL4, ILS5, IL13 seviyeleri kontrole gore diisiik
kalmistir. Bu bulgular RO’nin Th2 ile karakterize inflamasyon gostermedigini

desteklemektedir.

TSLP ile iligki igerisinde olabilecek diger sitokinlerin ve molekiiler yolaklarin
aragtirilmas1 ile Reinke 6demi immunopatogenezinin aydinlatilmast miimkiin
olabilir. Daha biiyiik 6rneklemlerle yapilacak caligsmalar elde edilecek bulgularin
kanit diizeyini arttiracaktir. Anahtar molekiiller tedavi hedefi olusturacagindan
Reinke 6deminin medikal olarak tedavi edilmesi de bu siirece odaklanan calismalar

yoluyla gelecekte miimkiin olabilir.
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