GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

DMITRY TRETIAKOW

Ocena ekspresji TNF-alfa, IL-1 alfa, IL-6 i IL-10,
RANKL, MMP-9 oraz stan organizacji wldkien kolagenu
w kieszonce retrakcyjnej blony bebenkowej u chorych
z przewleklym zapaleniem ucha Srodkowego

Gdansk 2016



Wydano za zgoda
Dziekana Wydziatu Lekarskiego

Praca na stopien doktora nauk medycznych finansowana z
pracy statutowej ST 02-011/07, grantu NN403211839 oraz
MN nr 01-0237/08/254

Promotor: prof. dr hab. med. Jerzy Kuczkowski

Praca wykonana w Katedrze i Klinice Otolaryngologii GUMed
kierownik: prof. dr hab. med. Czestaw Stankiewicz
w Zaktadzie Medycyny Molekularnej GUMed
kierownik: prof. dr hab. Tadeusz Pawetczyk
oraz Zaktadzie Mikroskopii Elektronowej GUMed
kierownik: dr hab. Cecylia Tukaj

Medical University of Gdansk 2016
ISBN 978-83-65098-36-8



Promotorowi

Panu Profesorowi dr hab. med. Jerzemu Kuczkowskiemu

za okreslenie tematyki pracy,

opieke merytoryczng i nieoceniong pomoc w realizacji pracy,

Panu Profesorowi dr hab. med. Czestawowi Stankiewiczowi

za nieoceniong pomoc w realizacji pracy,

okazang wyrozumiatosé i zyczliwosé,

Panu Profesorowi dr hab. Tadeuszowi Pawelczykowi

za udostepnienie zaplecza do przeprowadzenia badan i cenne uwagi,
Pani dr hab. Cecylii Tukaj

za udostepnienie zaplecza do przeprowadzenia badan i cenne uwagi,
za nieoceniong pomoc w realizacji pracy

Pani dr hab. med. Monice Sakowicz-Burkiewicz

za zyczliwosé i ogromng pomoc w realizacji pracy,

oraz mojej Zonie Oldze

za cierpliwosé

SERDECZNIE DZIEKUJE



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AT

BB
p-aktyna
CD4 (8)
cDNA
COM
CRP
CSIF

CT
CT HR

DNA
dB
EGF
EP
ETAF

FAF
FGF
GELB
GM-CSF

GVHD

H-1
HSP

HL
IL-1 (3,6,10)
INF-y

KR

LAF

LEM

LPS
MAPK

MMP
mRNA

audiometria tonalna

btona bebenkowa (ang. tympanic membrane)

beta-aktyna

klaster zroznicowania 4 (8) (ang. cluster of differentation 4 (8)
komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

przewlekte zapalenie ucha srodkowego (ang. chronic otitis media)
biato C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

czynnik hamujacy synteze cytokine ( ang. cytokine synthesis
inhibitory factor)

tomografia komputerowa (ang. computed tomography)

tomografia komputerowa wysokiej rozdzielczosci (ang. high resolu
tion computed tomography)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

decybel

czynnik wzrostu nabtonka (ang. epidermal growth factor).
endogenny czynnik goraczkowy (ang. endogenous pyrogen),
tymocytowy czynnik aktywujacy komorki pochodzace z naskdrka
(ang. epidermal cell-derived thymocyte-activating factor)

czynnik aktywujacy fibroblasty (ang. fibroblast-activating factor).
czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor).
zelatynaza B (ang. gelatinase B)

czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw

(ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor).

choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus-host
disease).

hemopoetina-1.

hepatocytowy czynnik stymulujgcy lub induktor surowiczy amy loi
du A(ang. serum amyloid A inducer or hepatocyte-stimulating fac-
tor)

ubytek stuchu (ang. hearing loss)

interleukina-1 (3,6,10)

interferon gamma

kieszonka retrakcyjna (ang. retraction pocket)

czynnik aktywujacy limfocyty(ang. lymphocyte-activating factor)
endogenny mediator limfocytow (ang. leukocyte endogenous
mediator)

lipopolisacharydy

kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein
kinases)

metaloproteaza macierzy pozakomoérkowej

RNA matrycowy, informacyjny(ang. messenger RNA)



NF-kB

OAF
OB
ODF

OME

OPGL
PCR
PGE2
PIF
PI3K
PSZ
PZUS
RANKL

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (ang.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) thi-
maczenie polskie: czynnik jadrowy aktywujacy komorki B

czynnik aktywujacy osteoklasty (ang. osteoclast-activating factor)
odczyn Biernackiego

czynnik roznicowania osteoklastow (ang. osteoclast differentiation
factor)

wysickowe zapalenie ucha s$rodkowego (ang. ofitis media with
effussion)

ligand osteoprotegeryny (ang. osteoprotegerin ligand)

fancuchowa reakcja polimerazowa (ang. polymerase chain reaction)
prostaglandyna E2

czynnik wywolujacy proteolizg(ang. proteolysis-inducing factor)
kinazafosfatydyloinozytolu,(ang.phosphatidylinositide3-kinases)
przewodd stuchowy zewnetrzny

przewlekte zapalenie ucha srodkowego

ligand receptora aktywatora czynnika jadrowego NF-kappa B (ang.
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand)

Real-Time PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reacion)

RP
RT-PCR

RNA
TBP
TEM

TK
TK HR

™
TNF-a
TNFSF11
TRAFs

TRANCE

kieszonka retrakcyjna (ang. retraction pocket)

reakcja tancuchowa polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcja
(ang. reverse transcription polymerase chain reaction)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

biatko referencyjne TBP (ang. TATA-binding protein)

transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron
microscopy)

tomografia komputerowa (ang. computed tomography)

tomografia komputerowa wysokiej rozdzielczosci (ang. high resolu-
tion computed tomography)

btona begbenkowa (ang. tympanic membrane)

czynnik martwicy guza alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)
ligand czynnika martwicy nowotworu nadrodziny receptora 11 (ang.
tumor necrosis factor ligand superfamily member 11)

czynnik (biatko adaptorowe) zwiazany z receptorem TNF (ang. TNF
receptor associated factors)

TNF-podobna cytokina indukujaco-aktywujaca (ang. TNF-related



SPIS TRESCI

1.1. Wprowadzenie

1.2. Anatomia i fizjologia btony bebenkowej

1.3. Przewlekte zapalenie ucha srodkowego. Definicja atelektazji i kieszonki
retrakcyjnej

1.4. Epidemiologia przewlektego zapalenia ucha srodkowego z kieszonka
retrakcyjng

1.5. Etiologia i patogeneza powstania kieszonki retrakcyjnej

1.6. Klasyfikacja kieszonek retrakcyjnych

1.7. Objawy, diagnostyka i metody leczenia przewlektego zapalenia ucha
srodkowego z kieszonka retrakcyjna

1.8. Omoéwienie badanych cytokin

3.1. Kryteria wyltaczenia z badania

3.2. Material badan

3.3. Metody badan

3.3.1. Badanie otolaryngologiczne

3.3.2. Metody badan radiologicznych

3.3.3. Metody badan audiologicznych

3.3.4. Materiat i metody badan molekularnych
3.3.4.1. Odczynniki zastosowane w badaniach molekularnych
3.3.4.2. Metody badan molekularnych

3.3.5. Transmisyjna mikroskopia elektronowa
3.3.6. Metody analizy statystycznej

4.1. Analiza cech epidemiologiczno-klinicznych chorych

z przewlektym zapalenie ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng

4.2. Analiza danych otologicznych

4.3. Stopien zaawansowania kieszonki retrakcyjnej

4.4. Analiza wynikoéw badan audiologicznych

4.5. Analiza wynikow badan molekularnych

4.5.1. Ocena poziomu ekspresji genu dla [L1a u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng

4.5.2. Ocena poziomu ekspresji genu dla IL-6 u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng

14

16
17
21



4.5.3. Ocena poziomu ekspresji genu dla I[L-10 u chorych z przewlektym

zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 59
4.5.4. Ocena poziomu ekspresji genu dla TNF-a u chorych z przewleklym

zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonkg retrakcyjna 61
4.5.5. Ocena poziomu ekspresji genu dla MMP-9 u chorych z przewlektym

zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 63
4.5.6. Ocena poziomu ekspresji genu dla RANKL u chorych z przewlektym

zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonkga retrakcyjna 65
4.5.7. Korelacja migdzy oznaczonym poziomem mRNA a poziomem

biatka w analizie ekspresji badanych genow 67

4.5.8. Zalezno$¢ miedzy poziomem ekspresji badanych genéw a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 70

4.5.8.1. Korelacja migdzy poziomem ekspresji genu IL-1a a danymi

demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 70
4.5.8.2. Korelacja migdzy poziomem ekspresji genu IL-6 a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 73
4.5.8.3. Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu IL-10 a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 76
4.5.8.4. Korelacja migdzy poziomem ekspresji genu TNF-a a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha §rodkowego z kieszonka retrakcyjna 79
4.5.8.5. Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu MMP-9 a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha §rodkowego z kieszonka retrakcyjna 82
4.5.8.6. Zalezno$¢ migdzy poziomem ekspresji genu TNFSF11 a danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewlektym

zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna 84
4.6. Wyniki badan w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) 87
S:...0mowienie WYIKOW. e 100
0 WIHOSKL et 113
To RISIICNICEWO | e 114
8. .. Streszczenie 125






1. WSTEP
1.1. Wprowadzenie

Jak przedstawia biuletyn WHO z 2010 roku okoto 360 min ludzi na catej Ziemi
majg problemy ze stuchem. Potowie wszystkich przypadkéw ghuchoty i niedostuchu
mozna zapobiec poprzez profilaktyke, wczesne wykrycie i leczenie [arkusz nr 300
WHO, luty 2014]. Podstawowym zadaniem lekarzy jest wczesna diagnostyka niedo-
shuchu, identyfikacja i wyeliminowanie przyczyny utraty sluchu oraz podjecie czyn-
nosci ukierunkowanych na rehabilitacje stuchu. Jedng z gléwnych przyczyn niedo-
stuchu jest przewlekle zapalenie ucha srodkowego. Jednakze wiele problemow do-
tyczacych diagnostyki i leczenia przewleklego zapalenia ucha §rodkowego pozostaje
nierozwigzanych. Do tej pory nie wypracowano wszystkich kryteriow diagnostycz-
nych obiektywnej oceny stanu ucha $rodkowego. Przyczyny powstania kieszonki
retrakcyjnej (KR) oraz mechanizm niszczenia kosci w tej chorobie sg niejasne.
Wiele hipotez na ten temat nie przyczynity sie¢ do wyboru najlepszej metody lecze-
nia przewleklego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng. Powstanie
i rozwoj KR stanowi zatem wazny problem dla otolaryngologdéw, gdyz uposledza
shuch oraz moze stanowi¢ pole dla rozwoju perlaka. Zdaniem niektorych bada-
czy, ocena KR, jako jednej grupy z podobnym pochodzeniem chorobotworczym jest
niewlasciwe.

Wykazano, ze kieszonka retrakcyjna (atelektazja) stanowi wazny etap w rozwoju
cigzkiej patologii ucha srodkowego jakim jest perlak. Pojecie stanu przed perlako-
wego na okreslenie stanu zagrazajacego rozwojem perlaka wprowadzit Bremond G.
w 1976 roku [23]. Jest to sytuacja, gdy czgs¢ warstwy naskorka btony bebenkowej
przestaje by¢ prawidlowo wentylowana od strony przewodu stuchowego zewnetrz-
nego (PSZ). Klinicznie jest to przewlekte zapalenie ucha $rodkowego z kieszonka
retrakcyjng z wyciekiem, gromadzacym si¢ naskorkiem, czasami z rozrostem ziarni-
ny lub polipem.

1.2. Anatomia i fizjologia blony bebenkowej

Btona bgbenkowa (BB) jest przegroda tkankowa, barwy szaro-perlistej, ktora
jest granica miedzy przewodem stuchowym zewnetrznym a uchem $rodkowym.
Umocowana jest do pierscienia chrzgstno-wtoknistego, w rowku przewodu stucho-
wego zewngtrznego (PSZ) kosci bgbenkowej (ryc. 1, 2). Blona bgbenkowa ma
ksztatt elipsy z niewielkim stozkiem zwroconym w kierunku wzgorka, pochylona do
przodu i ku tylowi. Wymiary jej wynoszg 8,5-10 mm x 8-9 mm, powierzchnia -
okoto 85-100 mm’. U noworodka, ktéry nie ma uksztattowanej czesci kostnej PSZ,
jest potozona prawie poziomo w stosunku do PSZ [10, 18].
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U dorostych kat jej nachylenia do ptaszczyzny poziomej wynosi 40-60° i jest
otwarty ku przodowi (kat inklinacji), z ptaszczyzng pionowa tworzy kat 50° otwarty
do tytu (kat deklinacji) [24].

Rycina 1. Niezmieniona btona bgbenkowa ucha prawego: A. Zdjecie wykonane w
endoskopie B. Schemat obrazu endoskopowego

Figure 1. Normal eardrum of the right ear: A. Endoscopy image. B. Scheme of the
endoscopic image
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Rycina 2. Schemat btony bebenkowej. Widok od strony przewodu stuchowego ze-
wnetrznego [58]

Figure 2. Scheme of the tympanic membrane. View from the external auditory mea-
tus [58]
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Nieprawidtowe nachylenie btony bebenkowej spotykane jest czgsto u 0sob
z zaburzeniami rozwoju ucha §rodkowego a takze osob gluchych od urodzenia.
W przypadkach wrodzonej atrezji PSZ stwierdza si¢ brak btony bebenkowej
z towarzyszacym temu zupelnym lub czesciowym brakiem kosteczek stuchowych
[17, 114].

Btona begbenkowa sktada si¢ z dwoch czesci:

- cze$ci napietej (wieksza cze$¢ blony bebenkowej) - umocowana w kosci be-
benkowej pierscieniem wioknisto-chrzestnym. Grubos¢ czesci napigtej waha si¢ od
0,03 do 0,12 mm (ryc. 3) [86, 144].
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mucous layer
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Rycina 3. Schemat budowy czgsci napigtej blony begbenkowej [84]
Figure 3. Scheme of parts tense of the tympanic membrane [84]

- cze$¢ wiotka, blona Schrapnella - mniejsza, gorna cze$¢ btony bgbenkowej,
pozbawiona warstwy wildknistej. Przyczepia si¢ ona bezposrednio do okostnej tuski
kosci skroniowej w jej wcigciu bebenkowym (wcigciu Riviniego). Grubos¢ czgsci
wiotkiej wynosi 0,03-0,23 mm (ryc. 4) [86].

Blona bebenkowa zbudowana jest z trzech warstw:
- warstwa zewngtrzna — naskorkowa.

- warstwa srodkowa — blaszka wtasciwa.

- warstwa wewnetrzna — sluzowa.
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Warstwe zewnetrzng stanowi nabtonek ptaski rogowaciejacy skory przewodu
stuchowego zewngtrznego. Najgrubsza jest w czesci wiotkiej 1 na prazku mioteczka
(50-60 um). Proces migracji jest jednym z bardziej interesujacych zjawisk wystepu-
jacych na btonie bebenkowej. Pierwsze obserwacje tego procesu pochodza z konca
XIX wieku (cyt. wg [88]). W uszach zdrowych dominuje migracja naskorka w kie-
runku tylno-géornym. Predko$¢ migracji wynosi okoto 131 pum na dobe, ktéry naj-
szybciej przebiega w okolicy pepka BB oraz rekojesci mloteczka. Z wiekiem ten
proces ulega spowolnieniu [3, 88].
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Rycina 4. Schemat budowy czgéci wiotkiej blony begbenkowej [85]
Figure 4. Scheme of parts flaccid of the tympanic membrane [85]

Czes¢ srodkowa (wtoknista) btony bebenkowej, czyli blaszka whasciwa, wyste-
puje tylko w czgsci napigtej. Sktada si¢ ona z dwoch warstw wiokien biegnacych
promieniscie — od zewnatrz, i biegnacych okrgznie — od wewnatrz. Warstwa wiokien
promienistych taczy si¢ luzno z warstwa naskorkows, przy czym jej widkna prze-
chodzg w delikatne wiazki wiokienek skory wiasciwej. Widkna warstwy promieni-
stej najgesciej skupiaja si¢ w okolicy pepka oraz w dolnej polowie prazka rekojesci
mioteczka. W odréznieniu od warstwy promienistej, wtdkna warstwy okreznej naj-
gesciej skupiajag sie na obwodzie BB, ku $rodkowi - staja si¢ coraz rzadsze, az zu-
pemie zanikajg. Blaszka wlasciwa tworzy na obwodzie pierScien widknisto-
chrzestny, ktory sklada sie ze zbitej tkanki tacznej z widknami sprezystymi oraz
pojedynczo rozrzuconymi komorkami chrzgstnymi. Maty trojkatny fragment BB,
potozony pod btong Schrapnella, trojkat miedzypromienisty, nie posiada warstwy
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wldknistej [17]. Warstwe wewnetrzng blony bebenkowej stanowi blona $luzowa
jamy bebenkowej (grubo$¢ 20-40 um). Tworza ja pojedyncze komorki nabtonka
szesciennego, lezacego na wioknistej blaszce wlasciwej, zawierajacej naczynia.

W czesci wiotkiej BB warstwa §luzowa jest grubsza niz w cze$ci napietej 1 za-
wiera okoto 10 warstw komorek ptaskich. Pomigdzy komorkami nabtonka ptaskiego
wystepuja pojedyncze komorki, ktoére zawieraja charakterystyczne ziarnistosci (Bir-
becka) - komorki Langerhansa. Rola tych komorek polega na rozpoznaniu antygenu
i jego prezentacji limfocytom. Dystrybucja komoérek immunologicznie kompetent-
nych w czesci wiotkiej BB jest podobna jak w regionie piersciennym czesci napie-
tej. Czgs¢ napieta blony begbenkowej, za wyjatkiem okolicy piersciennej i rekojesci
miloteczka, posiada niedobor komoérek immunologicznie kompetentnych. W war-
stwie wlasciwej BB w okolicy piersciennej i rekojesci mtoteczka wystepuja limfocy-
ty, makrofagi, mastocyty oraz pojedyncze komoérki Langerhansa [64].

Btona podstawna czgsci wiotkiej blony bebenkowej sktada si¢ z komoérek pod-
stawnych z hemidesmosomami, blaszki przezroczystej z mikrofilamentami, blaszki
ciemnej oraz obszaru fibrylarnego, zbudowanego z kolagenu typu IV. Jej grubos¢
wynosi od 0,5 do2 um [87]. Pomigdzy nabtonkiem a btong $luzowa cz¢séci wiotkiej
BB znajduje si¢ gruba warstwa luznej tkanki tacznej, zawierajaca fibroblasty, limfo-
cyty, mastocyty, fagocyty, nerwy, ciatka Pacciniego, naczynia oraz luzno lezace
elastyczne widkna kolagenowe (ryc. 4) [29, 87].

Nabtonek czeéci napietej blony bebenkowej sktada si¢ z:

a) jednej warstwy komorek podstawnych,

b) warstwy kolczystej, sktadajacej si¢ z 4-5 warstw komorek plaskich,

¢) warstwy ziarnistej, zbudowanej z plaskich komoérek zawierajacych ziarna

keratyny, mikrofilamenty i liczne desmosomy oraz

d) warstwy rogowej. W czgsci napigtej BB, pomigdzy warstwami luznej tkanki

tacznej, znajduje si¢ blaszka wtasciwa [17, 86].

Bezposrednio za czgécia napietg potozona jest rekojes¢ mioteczka i wyrostek
boczny mloteczka. Zrastaja sie one z blong bgbenkowa, wytwarzajac na niej wynio-
stos¢ mloteczka i biegnacy ku dotowi i tytowi prazek mtoteczka. Zakonczony jest on
centralnie potozonym zaglebieniem w blonie bebenkowej zwanym pepkiem. Na
wysokosci wyniostosci mioteczkowej, poziomo ku przodowi i tylowi przebiegaja
dwa faldy btony bebenkowej, ktdre ograniczaja od dotu btong Schrapnella:

- fald mtoteczkowy przedni ,zawierajacy wiezadto przednie mloteczka (fatd von

Troeltsch’a),

- fatd mtoteczkowy tylny, zawierajacy tylny odcinek struny bebenkowe;.

Dla celow dydaktycznych i klinicznych btone bebenkowa podzielono na cztery
kwadranty (ryc. 2, 5). Tworza je dwie linie przechodzace przez pgpek blony i prze-
cinajace si¢ pod katem 90° (pierwsza z nich poprowadzona jest prostopadle do reko-
jesci, druga - w osi rekojesci) (ryc. 5):

1. kwadrant tylno-gorny (27 mm?).

2. kwadrant przednio-gorny (22 mm?).

3. kwadrant tylno-dolny (14,5 mm®).

4. kwadrant przednio-dolny (6 mm?).
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Rycina 5. Podzial blony bgbenkowej na kwadranty. Ucho prawe
Figure 5. Scheme of the eardrum: anatomical division the eardrum to the quad
rants. Right ear

Wytrzymato$¢ blony bebenkowej jest duza (nie ulega uszkodzeniu pod ci$nie-
niem do 13,33 kPa), natomiast jej sprezysto$¢ jest mata [17, 87]. Fale dzwigkowe,
dochodzace do btony bgbenkowej, czgsciowo si¢ odbijaja od niej. Pozostala czgsé
tych fal wprowadza btong begbenkowa w drgania, ktore sg nastgpnie przenoszone na
tancuszek kosteczek stuchowych (mtoteczek, kowadetko i strzemigczko). Ostatecz-
nie fale dzwickowe trafiajg do przychtonki przez okienko owalne (okienko przed-
sionka), w ktorym usytuowana jest plytka strzemigczka. Oprocz przewodnictwa
drogg kosteczek stuchowych, fale dzwigkowe docieraja do ucha wewnetrznego za
posrednictwem przewodnictwa powietrznego - przez jame bebenkowa bezposrednio
na okienko owalne.

Oproécz funkcji transmisyjnej, BB petni funkcje ochronng oraz oczyszczajaca ze
zhuszczonego naskorka [4].

1.3. Definicja przewleklego zapalenia ucha Srodkowego z atelektazjg (kie-
szonka retrakcyjna). Rys historyczny badan nad kieszonka retrakcyjng i ate-
lektazja

Uszkodzenie btony bebenkowej odgrywa istotng rolg w przewlektego zapalenia
ucha $rodkowego. Okreslenie "przewlekle zapalenie ucha $rodkowego" (PZUS)
obejmuje: przewlekle proste, ropne, perlakowe lub ziarninowe, zapalenie ziarnino-
we, zapalenie zarostowe ucha srodkowego, zapalenie z atelektazja/ kieszonka re-
trakcyjna blony bebenkowej i z tympanosklerozg.

Uwaza sie, ze atelektazja jest nieaktywna postacig przez PZUS. Polega na cze-
Sciowej lub catkowitej deformacji oraz niszczeniu btony bgbenkowej, w ktorej war-
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stwa naskorkowa jest workiem przepukliny do jamy bebenkowej, a jej wrotami jest
otwor w warstwie wioknistej [22]. Proces chorobowy kieszonki retrakcyjnej polega
na wciagnieciu Scienczalej (niepelnowartosciowej) btony bebenkowej do jamy be-
benkowej z ,,oklejeniem” kosteczek stuchowych, miesni, zatok i wzgdrka (ryc. 6).
Jezeli atelektazja dotyczy tylko czesci btony bgbenkowej, méwimy wowczas o kie-
szonce retrakcyjnej.

Mowiac o KR otolodzy postuguja si¢ nastepng terminologia:

Atelektazja btony bebenkowej — wpuklenie w strong jamy bebenkowej catej BB.

- Kieszonka retrakcyjna czgséci napigtej BB — wglobienie/retrakcja do jamy
bebenkowej tylko w jej czesci napiete;.

- Kieszonka retrakcyjna czesci wiotkiej BB — retrakcja do jamy bebenkowej tylko
jej czesci wiotkie;j.

- Kieszonka retrakcyjna z perlakiem — duza kieszonka z cechami stanu zapalnego,
nieodprowadzalna (zro$nigta ze wzgorkiem lub kosteczkami stuchowymi),
wypelnione jej wnetrze masami naskoérka lub perlaka, ktorych nie mozna
usung¢ w catosci.

Pierwszy o kieszonce retrakcyjnej pisat w 1890 roku niemiecki otolog Friedrich
Bezold, przedstawiajac teori¢ retrakcyjng powstania perlaka [139].

Pozniej nazwa kieszonki retrakcyjnej zwigzana byta z zagadnieniem nastgpstw
tympanoplastyki typu zamknietego, doprowadzajacej do powstania perlaka w uchu
srodkowym [51]. Tworzyly si¢ one przez wpuklenie BB w jej tylnej czesci blisko
pierscienia wtoknistego 1 wypeltniaty mezotympanum i nadbgbenek (epitympanum)
[8]. Rozwoj perlaka z wtornych kieszonek retrakcyjnych byt podobny jak w prze-
wlektym zapaleniu ucha srodkowego [45].

Dalsze obserwacje kliniczne wykazaty obecnos¢ kieszonek w btonie bebenko-
wej nieoperowanych uszu; moze ona doprowadzi¢ do powstania perlaka, co zostato
potwierdzone w badaniach eksperymentalnych [154]. Deguine udokumentowat two-
rzenie si¢ perlaka w KR, wykonujac zdjecia bton bgbenkowych w ciggu kilkunastu
lat podczas badan okresowych pacjentéw z PZUS, czym potwierdzit ewolucje kie-
szonek retrakcyjnych [46].
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Rycina 6. Widok btony bgbenkowej z atelektazja w badaniu endoskopowym.
Ucho lewe
Figure 6. The endoscopic view of the atelectasis tympanic membrane. Left ear

1.4. Epidemiologia przewleklego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka re-
trakeyjng

Tos 1 wsp. zauwazyli podczas badania dzieci z wysickowym zapaleniem uszu, ze
w 34% wystepuja roznego stopnia ogniskowe atelektazje (kieszonki retrakcyjne)
[140].

Chen 1 wsp. w badaniach epidemiologicznych stwierdzili KR u 5,24% dzieci
przedszkolnych z wysickowym zapaleniem ucha [34].

Wedlug danych wielu autorow KR najcze$ciej lokalizujg si¢ w czesci wiotkiej
[152, 155]. Maw i wsp. w wyniku obserwacji dzieci z nawracajacym wysickowym
zapaleniem ucha $rodkowego (przez okres 12 lat), ustalili wystepowanie KR w czg-
$ci wiotkiej btony bebenkowej w 40% przypadkach, w czeg$ci napigtej — w 17%
przypadkow [96].

Wedhug Arsa, w 40% przypadkow KR wystepuja w czesci wiotkiej BB, w 36%
w jej kwadrancie tylno-gérnym i w 26% w innych miejscach blony bebenkowe;j [8].

Ciekawe dane opublikowali Stangerup i1 wsp., ktorzy stwierdzili obecno$¢ KR w
uszach zdrowych dzieci, w 14-26% przypadkow w czesci wiotkiej i w 0,3-3,7% - w
czesci napietej btony bebenkowej [133].

Nierzadko w KR rozwija si¢ perlak. Sade obserwujac w ciggu 3 lat pacjentow z
przewlektym zapaleniem ucha $rodkowego z KR, ktorych nie leczono wcze$niej
chirurgicznie, zaobserwowal w 2% przypadkow rozwdj perlaka [121]. Wedhug in-
nych badaczy, perlak rozwija si¢ w 4% przypadkow [74, 140].

Wykazano zalezno$¢ nawrotow KR po leczeniu operacyjnym u natogowych pa-
laczy. U pacjentow stosujacych dopalacze przez nos nawrdt KR nastgpowat u 34%
badanych w poréwnaniu z grupa kontrolng (7%) [136].
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1.5. Etiologia powstania kieszonek retrakcyjnych

Patogeneza powstania KR jest nadal niejasna. Jest jednak faktem, ze ostre
i przewlekte zapalne ucha srodkowego oraz wysieckowe zapalenie ucha §rodkowego
predysponuja do powstania i rozwoju kieszonek retrakcyjnych [69, 123, 155].

Powstanie KR wigze si¢ z zaburzeniem wentylacji ucha srodkowego [8, 22]. Za-
lezy to od rownowagi dostarczanego i oddawanego powietrza przez trabke stuchowa
i1 naczynia blony §luzowej jamy bebenkowej [22], jakkolwiek testy czynnos$ciowe
(czynne i bierne) trabki stuchowej nie koreluja z obrazem klinicznym PZUS z kie-
szonka retrakcyjng [53].

Opierajac si¢ na badaniach pofaczen neuronalnych ucha srodkowego i mig$ni
trabki stuchowych u makakow, Eden i wsp. przedstawili hipoteze o neuronalnej
regulacji wentylacji jamy bebenkowej podobnej do regulacji pecherzykowej w dol-
nych drogach oddechowych [47].

Paparella byt tworca teorii ,,ciagltosci” w patogenezie przewleklych zapalen
uszu. Wysigkowe zapalenie ucha srodkowego moze ulec wyleczeniu albo prze-
ksztalci¢ si¢ w zapalenie przewlekle badZ utajone oraz doprowadza¢ do powstania
KR lub perlaka [108].

Niezaleznie od etiologii, KR zachowuje si¢ bardzo dynamicznie. W niektérych
przypadkach moze przez dtuzszy czas pozostawaé stabilng, bez powstania widocz-
nych zmian. W innych moze prowadzi¢ do powstania perforacji btony bebenkowej
w kieszonce retrakcyjnej, co obserwuje si¢ w 40% KR cze$ci napigtej. W innych
przypadkach nastepuje proces rozwoju KR (w 15-20% przypadkdéw) z poglebieniem
KR 1 penetracjg do nadbebenka, destrukcja czesci $ciany bocznej nadbebenka i ko-
steczek stuchowych [120, 123].

Ars uwaza, ze jest to choroba, ktorej przebieg zalezy od umiejscowienia oraz
dynamiki rozwoju [8]. Bremond i wsp. traktujg kieszonke¢ jako uniwersalng zmiang
morfologiczng btony bebenkowej, spotykana w roznych chorobach uszu [22].
Akyildiz i wsp. badajac KR, uwzgledniaja jej etiologi¢ i obraz kliniczny, definiujac
ja jako lokalne wpuklenie blony bebenkowej, rozwijajace si¢ w wyniku zaburzenia
czynnosci trabki stuchowe;j [1].

Scienczenie wiokien kolagenowych w blaszce whasciwej blony bebenkowej jest
zwiastunem powstania kieszonki retrakcyjnej. Przyczyna osteolizy kosteczek stu-
chowych, obramowania kostnego btony bgbenkowej w KR nadal nie jest wyjasniona
mimo wielu hipotez na ten temat [5, 8, 127].

Badania anatomiczne czgsci wiotkiej BB wykazaly, ze posiada ona najstabsze
wlasciwosci mechaniczne [8]. W kwadrancie tylno-gornym BB wiokna okrezne sg
ciensze i rzadsze, co powoduje, iz blona bebenkowa w tych miejscach jest mniej
odporna na zmiang ci$nienia. Obserwacje kliniczne potwierdzaja, ze wtasnie w tych
kwadrantach KR powstajg najczesciej. Czynnikiem warunkujacym takie umiejsco-
wienie KR mogg by¢ rowniez stany zapalne ucha srodkowego, wywotujace najbar-
dziej nasilong reakcje¢ zapalng w obrebie czesci wiotkiej oraz w kwadrancie tylno-
gornym BB. Usytuowane tam granulocyty wydzielaja ponad 20 enzymow, z ktorych
elastazy i kolagenazy niszcza widkna elastyczne i kolagenowe BB [118]. Badania
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histologiczne KR wykazaty, ze blaszka wtasciwa ulega zanikowi, jest ciensza i za-
wiera mniej wiokien elastycznych [8, 22].

Mechanizmy powodujace powstanie KR i jej rozw6j mozna podzieli¢ na ze-
wnatrzbgbenkowe i wewnatrzbebenkowe [22]. Enzymy proteolityczne, odpowie-
dzialne za mechanizmy wewnatrzbgbenkowe, znajduja si¢ w wysieku zapalnym i w
obrzeknietej blonie $luzowej ucha srodkowego. Nie wszystkie jednak stany zapalne
w uchu $rodkowym doprowadzaja do powstania KR, poniewaz jednocze$nie istnieja
enzymy o dzialaniu przeciwnym, co zapewnia stan rownowagi. Destrukcja przebie-
gajaca w obrebie blaszki wlasciwej i warstwy naskorkowej moze doprowadzi¢ do
powstania perforacji blony bgbenkowej. Mechanizm zewnatrzbebenkowy uwarun-
kowany jest proteolitycznym dziataniem naskodrka, ktory ulegt stanowi zapalnemu.
Kolagenazy naskorka (lisozymy i hydrolazy) moga by¢ przyczyna zniszczenia nie
tylko wtokien kolagenowych BB, ale rowniez powodowaé destrukcje sasiadujacej
tkanki kostnej i kosteczek stuchowych. Szczegolnie dotyczy to zaawansowanego
stadium KR, w ktorym dochodzi do gromadzenia si¢ naskorka w kieszonce i1 po-
wstania lokalnego stanu zapalnego [69]. Tworzaca si¢ przepuklina z warstwy na-
skorkowej doprowadza do zwickszenia obszaru, objetego stanem zapalnym. Badanie
Sade wykazaly, ze w 80% przypadkéw KR z infekcjg obserwuje si¢ cechy destrukeji
kosci $cian przewodu stuchowego zewnetrznego lub kosteczek stuchowych [121].
Badania histologiczne wykazuja, iz naskorek KR zawiera duza ilos¢ komorek Lan-
gerhansa, ktorych rola w patogenezie KR nie jest w pelni wyjasniona. Innego zdania
jest Gantz, ktory uwaza, ze to makrofagi skory aktywowane przez proces zapalny
powoduja destrukcje kosci [55].

Gromadzenie naskorka w KR $wiadczy o zaawansowaniu procesu patologiczne-
g0 z mozliwos$cia powstania perlaka. Obserwacje kliniczne potwierdzaja ewolucyjny
charakter kieszonek retrakcyjnych [46]. Wspotistniejace z KR wysickowe zapalenie
ucha $rodkowego jest czynnikiem predysponujacym do powstania kieszonki retrak-
cyjne;j.

Przemiana KR w perlaka moze odbywac si¢ w jednym z trzech mechanizméw:
1) przez migracj¢ naskorka poprzez perforacje BB, przez wywotanie stanu zapalne-
g0 2) przez metaplazj¢ nabtonka lub 3) poprzez migracje komodrek naskorka przez
nablonek [31, 40, 155].

Zdaniem niektorych badaczy, ocena cato$ciowa kieszonek retrakcyjnych, jako
jednej grupy z podobnym pochodzeniem chorobotwodrczym jest niewtasciwe. Otolo-
dzy wciaz patrza na przewlekte zapalenie ucha srodkowego z KR jako chorobe o
nieznanej etiologii, a przyczyna osteolizy w kieszonkach retrakcyjnych nadal kon-
trowersyjnag jest niejasna, pomimo duzej ilosci hipotez na ten temat [32, 73, 123].
Istnieje wiele czynnikow i mechanizméw powodujacych powstanie kieszonki re-
trakcyjnej. Zmiany patologiczne w blonie bgbenkowej w procesie powstania KR
mozna okresli¢ jako:

- stany zapalne w obrgbie jamy bebenkowej 1 wyrostka sutkowatego,
- obstrukcje przejsciowa trabki stuchowej spowodowang stanem zapalnym,
- powstanie cis$nienia ujemnego w uchu $rodkowym przez wymiang gazoéw

w procesie dyfuzji tkankowej,

- ostabienie/ $cienczenie warstwy wtoknistej KR
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pod wptywem dziatania endotoksyn drobnoustrojowych,
weciagnigcie/ retrakcja blony bgbenkowej przysrodkowe,
proliferacja i migracja komorek blaszki wtasciwej 1 hiperkeratoza,
powstanie perlaka.

Przyczyna powstania osteolizy w kieszonkach retrakcyjnych jest nadal niejasna.
Kaskada procesu niszczenia kosci sktada sie z wielu etapdw, skierowanych na nisz-
czenie komponenty mineralnej i organicznej tkanki kostnej przez osteoklasty.
Osteoklasty w tym procesie sg rodzajem makrofagow, ktore wywodzg si¢ ze szpiku
kostnego. Gtéwng ich funkcja jest niszczenie kosci [35, 99]. Sa to duze (Srednica do
100 pm), owalne komorki ,majace wiele jader (polikariocyty). Powstaja z jednoja-
drowych prekursorow, osteoblastow. Te ostatnie, podobnie jak osteoklasty, maja na
swojej powierzchni glikoproteing RANK, ktéra moze si¢ wigza¢ z glikoproteing
RANKL powierzchni osteoblastow. Takie wigzanie pobudza synteze czynnika tran-
skrypcji c-Fos, ktory wzbudza transkrypcje kilku genéw niezbednych do réznicowa-
nia i aktywacji osteoklastow [93, 103]. Prekursory osteoklastow moga rowniez same
regulowac swoje roznicowanie. Niekiedy c-Fos moze aktywowac gen dla interfero-
nu B, ktory hamuje proces réznicowania prekursorow osteoklastow i proces niszcze-
nia kosci.

Pierwszy etap osteolizy polega na wytworzeniu prekursorow osteoklastow w
tkance kostnej. Osteoklasty powstaja przez fuzje 5-10 komoérek prekursorowych.
Witamina D; pobudza ten proces. Osteoklast jest komorka wielojadrowa (polikario-
cyt). Ma zazwyczaj 5—10 jader i kwasochtonng cytoplazme. Osteoklasty znajdujg si¢
najczesciej na powierzchni kosci, lezac w charakterystycznych zatokach (lacunae
Howshipi), chociaz niekiedy lezg nad osteoblastami lub osteoklastami [90, 99].

Nastepnym etapem osteolizy jest destrukcja i niszczenie niezmineralizowanej
warstwy osteoidu na powierzchni kosci przez enzymy proteolityczne (MMP, kola-
genazy, gelatinazy), wytwarzane przez osteoklasty [79, 98]. W miejscu resorpcji
kostnej osteoklasty wigzg si¢ z macierzg kostnag za pomocg integryn avp3. Po zwig-
zaniu si¢ komorek z macierzg kosci, dochodzi do ich polaryzacji, w wyniku ktorej
tworza si¢ trzy specyficzne struktury: btona bazolateralna, rabek szczoteczkowy i
zatoka resorpcyjna. Zatoka resorpcyjna bedaca docelowym miejscem przebiegu
procesu resorpcji kosci, znajduje si¢ miedzy koscig a rabkiem brzeznym, a jej pH
utrzymuje si¢ na poziomie 3-4. Zachowanie tak niskiego pH mozliwe jest dzigki
dzialaniu jednego z enzymow syntetyzowanych przez osteoklasty - anhydrazy we-
glanowej II. Cato$¢ reakcji zachodzacych w zatoce prowadzi do jej zakwaszenia i
rozpuszczenia sktadnikow mineralnych macierzy. Sktadniki organiczne sg niszczone
przy pomocy MMP-9 i proteaz serynowych (katepsyna K, B i L), wydzielanych
przez osteoklasty. W wyniku procesu resorpcji na powierzchni beleczek kostnych
tworzg si¢ zatoki resorpcyjne Howshipa [62, 99]. Osteoklasty wydzielajg enzymy —
hydrolazy, ktore rozktadajg organiczne sktadniki kosci i fagocytuja je. Wsrod hydro-
laz osteoklastow nie ma jednak kolagenazy, ktora jest wydzielana przez osteoblasty.

Pompuja do swojego otoczenia H' i Cl, zakwaszajac je i w ten sposob przyczy-
niaja si¢ do usuwania elementdw mineralnych kosci. Poniewaz osteoklasty nie maja
takze receptorow dla parathormonu i witaminy D (majg je osteoblasty), niszczenie
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kos$ci przez osteoklasty odbywa si¢ we wspotdziataniu z osteoblastami po potacze-
niu tych komorek za posrednictwem receptorow RANK z RANKL.

Czynno$¢ osteoklastow nasila si¢ rowniez pod wptywem cytokin wydzielanych
przez limfocyty T [6, 103, 129].

Faza resorpcji konczy si¢ usunigciem produktow katabolizmu. Osteoklasty za-
angazowane w proces resorpcji, po jego zakonczeniu ulegaja apoptozie lub przecho-
dza w stan uspienia (ryc. 7).
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Rycina 7. Proces aktywacji, réznicowania osteoblastow w procesie resorpcji tkanki

kostnej [141]

Figure 7. The process of activation, differentiation of osteoblasts in the bone resorp-

tion process [141]
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1.6. Klasyfikacja kieszonek retrakcyjnych

Sade i wsp. wprowadzili w 1976 roku pierwsza klasyfikacje KR [124], natomiast
ostatnia zostata zaproponowana w 2007 roku przez Borgsteina i wsp. [20]. Od 1976
roku przedstawiono 12 roznych klasyfikacji kieszonek retrakcyjnych. Wyroznia si¢
trzy gtowne rodzaje tej choroby: atelektazja, retrakcja czgsci napigtej i retrakcja
czesci wiotkiej btony bebenkowej. Niektore z tych klasyfikacji sg uzywane w celu
monitorowania zmian zachodzacych w btonie bebenkowej [105].

W klasyfikacji Arsa elementem roznicujacym jest ruchomos¢ kieszonki: rucho-
me lub nieruchome kieszonki retrakcyjne.

W przypadku kieszonek powstajacych w czgsci wiotkiej blony bgbenkowej sto-
suje si¢ 4-stopniowa klasyfikacje Tosa:

Stopien I. Lagodna retrakcja - obecne powietrze pomigdzy szyjka mtoteczka a
btong Schrapnella (ryc. 8).

Stopien II. Zrosty czesci wiotkiej z szyjka mtoteczka (ryc. 9).

Stopien III. Nasilona retrakcja z niewielka resorpcjg kosci bocznej Sciany nad-
bebenka (ryc. 10).

Stopien IV. Retrakcja ze znaczng resorpcja kosci bocznej $ciany nadbebenka

(ryc. 11).

Rycina 8. Widok blony bgbenkowej z retrakcjg I stopnia wg Tosa: A. Obraz endo-
skopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 8. The view of eardrum RP I-st degree acc. Tos: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction
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Rycina 9. Widok btony bgbenkowej z retrakcja II stopnia wg Tosa: A. Obraz endo-
skopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 9. The view of eardrum RP Il degree acc. Tos: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction

Rycina 10. Widok btony bgbenkowej z retrakcja III stopnia wg Tosa: A. Obraz en-
doskopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 10. The view of eardrum RP Il degree acc. Tos: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction
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Rycina 11. Widok blony bebenkowej z retrakcja IV stopnia wg Tosa: A. Obraz en-
doskopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 11. The view of eardrum RP IV degree acc. Tos: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction

W kieszonkach retrakcyjnych czgsci napigtej blony bebenkowej stosowana jest
4-stopniowa klasyfikacja Sade (1976):
Stopien 1. Btona bgbenkowa dyskretnie uwypuklona przysrodkowo w kierunku jamy
begbenkowej (ryc. 12).
Stopien II. Wpuklenie btony bebenkowej, ktora obejmuje kowadetko i strzemigczko,
erozja wyrostka soczewkowatego kowadetka (ryc. 13).
Stopien III. Znaczne wpuklenie btony bebenkowej. Kieszonka przylega, ale nie zra-
sta si¢ ze wzgorkiem (ryc. 14).
Stopien IV. Kieszonka retrakcyjna zrasta si¢ ze wzgorkiem (ryc. 15).

Rycina 12. Retrakcja czesci napigtej btony bebenkowej I stopnia wg Sade: A. Obraz
endoskopowy. B. Schemat retrakcji btony bebenkowej

Figure 12. The view of eardrum RP I-st degree acc. Sade: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction
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Rycina 13. Retrakcja czesci napietej blony bebenkowej II stopnia wg Sade: A. Ob-
raz endoskopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 13. The view of eardrum RP Il degree acc. Sade: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction

Rycina 14. Retrakcja czeSci napigtej btony bebenkowej III stopnia wg Sade: A.
Obraz endoskopowy. B. Schemat retrakcji blony bgbenkowe;j

Figure 14. The view of eardrum RP Ill degree acc. Sade: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction
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Rycina 15. Retrakcja cze$ci napietej btony bebenkowej IV stopnia wg Sade: A.
Obraz endoskopowy. B. Schemat retrakcji blony bebenkowe;j

Figure 15. The view of eardrum RP 1V degree acc. Sade: A. Endoscopic image. B.
Scheme of the tympanic membrane retraction

Inne klasyfikacje kieszonek retrakcyjnych to:
- Klasyfikacja KR wg Charachon (1992) [33, 105]:
1 stadium: kieszonka retrakcyjna ruchoma (ryc. 16).
2 stadium: kieszonka zros$nigta, kontrolowana KR (ryc. 17A).
3 stadium: kieszonka zros$nieta, niekontrolowana KR (ryc. 17B).

Rycina 16. Kieszonka retrakcyjna I stadium wg Charachon: A. Kieszonka retrak-
cyjna podczas otoskopii .B. Kieszonka retrakcyjna podczas wykonania proby Val-
salvy

Figure 16. The view of eardrum RP (*) I degree acc. Charachon A. Retraction
pocket in otoscopy. B. Reposition of the retraction pocket during Valsalva maneuver
execution
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Rycina 17. A. Kieszonka retrakcyjna Il stadium B. III stadium (wg Charachon)
Figure 17. The view of eardrum RP: A. Il degree acc. Charachon. B. Il degree acc.
Charachon

- Klasyfikacja kieszonek retrakcyjnych u dzieci wg Borgsteina (2007) (ryc. 18) [20]:
Stopien 1. zanik blony bebenkowej bez retrakcji (wciagniecia)
Stopien II. kieszonka zro$nigta ze wzgorkiem (promontorium)
Stopien III. kieszonka zro$nigta z kowadetkiem i/ lub strzemigczkiem
Stopien IV. kieszonka zro$nieta ze wszystkimi kosteczkami stuchowymi, ale
brak cech perlaka
Stopien V. kieszonka z perlakiem i/ lub destrukcja kosci PSZ.

Rycina 18. Kieszonki retrakcyjne u dzieci wg Borgsteina oznakowane odpowiednim
stopniem zaawansowania. I, III, V —ucho prawe. II, IV —ucho lewe

Figure 18. The view eardrum RP acc. Borgstein (2007) marked appropriately de-
gree: I, III, V —right ear II, IV — the left ear
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1.7. Objawy, diagnostyka i leczenie przewleklego zapalenia ucha Srodkowego z
kieszonka retrakcyjna

Najczestszym objawem przewlektego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka
retrakcyjng jest niedostuch typu przewodzeniowego o réznym stopniu nasilenia.
W czgécei przypadkow wystepuje niedostuch mieszany réznego stopnia. W zaawan-
sowanych stadiach rozwoju KR oraz w przypadku rozwoju perlaka pojawiajg si¢
objawy takie jak cuchnacy, ropny wyciek z ucha, zatkanie ucha, poglebiajacy sie
niedostuch, bdle ucha, przemijajace zawroty gtowy [9, 26, 37, 149]. Wyciek z ucha
moze by¢ niezauwazony w ciagu dnia i pacjent stwierdza tylko jego slady na po-
duszce po nocy. Zawroty gtowy czy bol ucha wystepuja rzadko w tej chorobie i sa
sygnalem $wiadczacym o rozwoju powiktania, chociaz schorzenie to nie jest obar-
czone wysokim ryzykiem powiktan wewnatrz skroniowych czy wewnatrzczaszko-
wych. Zawroty gtowy po dostaniu si¢ wody do ucha najczesciej sa zwigzane z perfo-
racja btony bebenkowe;.

Nalezy podkresli¢, ze kieszonka retrakcyjna nie jest odrgbng jednostka choro-
bowa, lecz elementem przewlektego zapalenia ucha srodkowego, u podstawy ktore-
go lezy zaburzenie wentylacji ucha srodkowego. Cecha istotng jest ewolucyjny cha-
rakter kieszonki retrakcyjnej w kierunku samowyleczenia, stabilizacji ,jak i prze-
ksztatcenia w perlakowe zapalenie ucha srodkowego.

Diagnostyka kieszonki retrakcyjnej:

e Otoskopia z uzyciem mikroskopu operacyjnego (mikrootoskopia) jest pod-
stawowym badaniem otolaryngologicznym w procesie diagnostyki KR. Pozwala
zroéznicowac atelektazje, kieszonke retrakcyjng i perforacj¢ btony bebenkowej 1 wha-
sciwie zakwalifikowaé stwierdzone zmiany [14, 56].

e Proby Toynbee’ego i Valsalvy sa pomocne w ocenie ruchomosci BB i okre-
$lenia stopnia zaawansowania KR (réznicowanie Il i IV stopnia wg Sade, 11 II sta-
dium wg Charachon) [26, 59, 159].

e Otoskopia pneumatyczna jest przydatna w przypadku niemozliwo$ci wyko-
nania mikrootoskopii. Pozwala ona na oceng stopnia ruchomosci btony bgbenkowej,
szczegolne w zaawansowanych stadiach KR badz atelektazji. Wykonuje si¢ z zasto-
sowaniem lupy usznej Siegla [5, 21, 26, 159].

e Badanie audiologiczne jest rutynowo wykonywane w trakcie diagnostyki
przewlektego zapalenia ucha $rodkowego. Audiometria tonalna pozwala okresli¢
stronnos$¢, typ i stopien niedostluchu. Audiometria impedancyjna (tympanometria)
pozwala uzyska¢ dodatkowa informacje o stanie jamy bebenkowej (poziomu ci$nie-
nia w jamie bebenkowej), blony bgbenkowej oraz okresli¢ odruchy strzemigczkowe
[106, 159].
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Rycina 19. Badanie obrazowe kosci skroniowej: A. TK HR. Ucho lewe. B. Zdjecie
wg Schullera. Ucho lewe

Figure 19. Imaging of the temporal bone: A CT HR. Left ear. B. X-ray by Schuller.
Left ear

Badania obrazowe (zdjecie wg Schullera, tomografia komputerowa (TK HR)
kosci skroniowych) odgrywaja mniejsza role w postgpowaniu diagnostycznym
przewleklego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonkg retrakcyjng (ryc. 19).
Przydatne sg one w ocenie stanu $cian kostnych nadbebenka i §ciany bocznej nadbe-
benka oraz okreslenia stopnia destrukcji kosci [2, 97].

Postgpowanie kliniczne:

1. Obserwacja (bezobjawowy przebieg choroby) [31, 59, 107, 159].

2. Leczenie zachowawcze:

- leczenie farmakologiczne (steroidy donosowo, doustnie; antybiotyki; pseu-

doefedryna, leki przeciwhistaminowe, mukolityki, krople obkurczajace btone
sluzowa nosa) [33, 120, 126, 149].
Steroidy stosuje si¢ celem zmniejszenia obrzgku blony $luzowej w okolicy ujscia
trabki stuchowej 1 nosogardta, zmniejszenia ilosci pltynu wysiekowego w jamie be-
benkowej, w przypadkach alergicznego niezytu nosa. Antybiotyki stosuje si¢ celem
eradykacji infekcji bakteryjnej w obrgbie gornych drog oddechowych, szczegdlnie
jamy nosa i czeSci nosowej gardta, w przebiegu ostrych i przewlektych standéw za-
palnych [19, 26].

- zabiegi nieinwazyjne (proba Valsalvy, Politzera, zestaw Otovent).

3. Leczenie chirurgiczne chordb nosa i zatok przynosowych (adenotomia

usuniecie polipéw nosa i zatok przynosowych).

4. Leczenie chorob trabki stuchowej (zachowawcze, chirurgiczne) [31, 59,

100].
5. Leczenie chirurgiczne przewleklego zapalenia ucha srodkowego
z kieszonka retrakcyjna.

Powstanie kieszonki retrakcyjnej moze spowodowac¢ cze$ciowg lub catkowitg
destrukcje kosteczek stuchowych i powstanie perlaka, co z kolei powoduje niedo-
stuch.
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Wsrdd metod leczenia chirurgicznego stosuje sie:

- Myringoplastyka: metoda polega na wycieciu zmienionej czgsci btony beben-
kowej i odtworzeniu jej przy pomocy przeszczepu powigziowego lub ochrzgstnowe-
go. Celem tego leczenia jest usunigcie kieszonki retrakcyjnej, naskorka i ptynu z
jamy bebenkowej oraz polepszenie wentylacji ucha $rodkowego. Stosuje si¢ w
przypadku matych KR (I i II stopnia wg Charachon). Zabieg moze by¢ wykonany w
znieczuleniu miejscowym.

- Paracenteza z zatozeniem drendéw wentylacyjnych: najczes$ciej wykonywana
metoda w leczeniu KR oraz wysigkowego zapalenia uszu (ryc. 20). U oséb doro-
stych zabieg wykonuje si¢ w znieczuleniu miejscowym, u dzieci — w znieczuleniu
og6lnym. Celem operacji jest zatozenie drenu wentylacyjnego w przednim lub tyl-
no-dolnym kwadrancie btony bebenkowej. Metoda ma zastosowanie w leczeniu KR
we wczesnym stopniu zaawansowania.

- Tympanektomia (myringektomia) — metoda polegajaca na catkowitym usunig-
ciu zmienionej btony bebenkowej, pozostawiajac powstaty w ten sposob ubytek do
samoistnego wygojenia. Stosuje si¢ w leczeniu KR od II stopnia. Metoda zostata
zaproponowana przez chilijska szkote otolaryngologiczng [55]. Uwaza sig, ze uby-
tek btony bebenkowej ma wysokie zdolnosci do regeneracji (podobno jak perforacja
pourazowa) i nie wymaga plastyki btony bebenkowe;.

Rycina 20. Obraz otoskopowy btony bgbenkowej z retrakcja po zalozeniu drenika
wentylacyjnego. Ucho prawe

Figure 20. Otoscopy. The view of eardrum after the implantation of ventilation tube.
Right ear
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- Tympanoplastyka — polega na usunig¢ciu zmienionej btony begbenkowej z za-
mkni¢ciem jej ubytku za pomoca platow chrzestnych (ze skrawka matzowiny
usznej) lub powieziowych (powigz migsnia skroniowego).

- Tympanomastoidektomia. Technika jest stosowana w przypadku duzej KR w
tylno-gornym kwadrancie btony bebenkowej, z gieboko zlokalizowanym, niewi-
docznym dnem kieszonki (tzw. kieszonka niekontrolowana) i/lub z destrukcja bocz-
nej $ciany nadbebenka oraz podejrzeniu perlaka [12, 26, 38].

Nalezy tez leczy¢ choroby predysponujace do powstania kieszonki retrakcyjnej
— przede wszystkim choroby prowadzace do niedroznos$ci trabki stuchowej, ktéra
przez swoja komunikacje z nosogardlem umozliwia wyréwnywanie ci$nienia w
uchu $rodkowym i zapobiega wcigganiu btony bgbenkowej. Chodzi gléwnie o
skrzywienie przegrody nosa, przewlekle zapalenie zatok przynosowych z polipami,
przerost migdatka gardtowego. Trzeba podja¢ najlepsze, rekomendowane metody
leczenia chirurgicznego.

1.8. Oméwienie badanych cytokin

TNF-a (kachektyna, kacheksyna). Czynnik martwicy nowotworu. Cytokina
ta pochodzi z nadrodziny TNFSFL wptywa na proces zapalny. Produkowana jest
glownie przez aktywne monocyty i makrofagi oraz w znacznie mniejszych ilosciach
przez inne komorki (adipocyty, keratynocyty, fibroblasty, neutrofile, mastocyty oraz
niektore limfocyty). Jest jedna z gtownych cytokin, bioraca udziat w odpowiedzi
zapalnej i immunologicznej. Cytokina ta jest kodowana przez geny TNFA, nalezace
do grupy gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC 111, ktory zlokalizowany jest
w pozycji 6p21.3. Z biochemicznego punktu widzenia, cytokina ta jest to glikoprote-
ing, zbudowang z 212 aminokwasow (wolna forma rozpuszczalna sktada si¢ z 182
aminokwasow). Istniejg dwie formy TNF-a, obie wykazujg aktywno$¢ biologicznag.
Istniejg tez inne jej izoformy wytwarzane w innych tkankach [78, 101, 146].

TNF-a wykazuje swoje dziatanie na komorki poprzez potaczenie si¢ z odpo-
wiednim receptorem (TNF-R1 (biatko p55) lub TNF-R2 (biatko p75), umiejscowio-
ne na powierzchni blony komoérkowej. Receptory te znaleziono migdzy innymi na
powierzchni komoérek immunokompetentnych. Pobudzenie tych receptoréw (TNF-
R1 i TNF-R2) pobudza komoérki immunokompetentne do produkcji i uwalniania
cytokin (ryc. 21) [146, 153].
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Makrofag

Osteoklast

Rycina 21. Schemat osteoklastogenezy, indukowany przez TNF- o [138]
Figure 21. Scheme of mechanism of osteoclastogenesis induced by TNF-a. [138]

Lipopolisacharydy (LPS), interleukina 1 (IL-1) i interferon gamma (INF-y) sty-
muluja produkcje TNF-a. Wytwarzanie tej cytokiny moze by¢ pobudzane autokryn-
nie (tj. przez sam TNF-a). TNF-a wspotdziata przy stymulacji roznicowania limfo-
cytow B, limfocytow T, komorek NK, a takze stymuluje cytotoksycznos¢é monocy-
tow, makrofagow, eozynofili i neutrofili. TNF-o wykazuje wtasciwosci przeciwno-
wotworowe, moze indukowac apoptoze¢ komorek raka lub hamowac ich proliferacje,
hamuje angiogenez¢ nowo powstajacych naczyn guza. Poprzez powyzsze receptory
komoérkowe uruchomiona zostaje kaskada kwasu arachidonowego, na skutek czego
wzrasta wewnatrzkomorkowe stezenie wolnych rodnikéw, co prowadzi do $mierci
komorki nowotworowej [104, 111].

Kolejnym efektem dziatania TNF-a jest pobudzenie watroby do produkcji biatek
ostrej fazy, a dziatajac na podwzgorze - przyczynia si¢ do wzrostu temperatury ciata.
Bierze ona udzial w stymulacji wytwarzania fibroblastow i osteoblastow, przyczynia
si¢ do wzrostu opornosci na insuling. Nagle podwyzszenie stgzenia tej cytokiny
moze by¢ przyczyng wstrzasu septycznego, a przewlekle utrzymujacy si¢ wysoki
poziom moze doprowadzi¢ do wyniszczenia [67, 80].

Wysokie stezenie TNF-a odgrywa bardzo wazng rolg w patogenezie chorob au-
toimmunologicznych. Inhibitory TNF-a stosuje si¢ w leczeniu niektorych przypad-
kow reumatoidalnego zapalenia stawow, zesztywniajacego zapalenia stawow, tusz-
czycy oraz astmy oskrzelowej. W tym celu wykorzystuje si¢ przeciwciata monoklo-
nalne, takie jak Infliximab (Remicade), Adalimumab (Humira) lub Certolizumab
(Cimzia), lub biatka zwigzane z krazacym receptorem (Etanercept, Enbrel) [6, 78,
94, 101].
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IL-1a (alfa)

Interleukina 1 (IL-1) — jest to zbiorcza nazwa, ktora okresla sie¢ cytokiny o klu-
czowym znaczeniu dla procesu zapalnego i szerokim spektrum dziatania. Znana jest
takze jako czynnik aktywujacy fibroblasty (FAF), czynnik aktywujacy limfocyty
(LAF), endogenny mediator limfocytow (LEM), tymocytowy czynnik aktywujacy
komorek pochodzacych z (ETAF), hepatocytowy czynnik stymulujacy lub induktor
surowiczy amyloidu A (HSP), catabolin, hemopoetina-1 (H-1), endogenny czynnik
gorgczkowy (EP), czynnik aktywujacy osteoklasty (OAF) i czynnik wywotujacy
proteolize (PIF) [41, 94].

IL-1 produkowana jest gtéwnie przez aktywowane makrofagi, neutrofile oraz
komorki nablonkowe. Swoje dziatanie wykazuje poprzez stymulacje IL-1 zaleznych
receptorow. Wydzielana cytokina jest w odpowiedzi na r6zne antygeny pochodzenia
wirusowego, bakteryjnego i grzybiczego. Oprocz komodrek uktadu odpornosciowego
wydziela¢ ja moga takze komorki "nieimmunologiczne", takie jak keratynocyty, co
podkresla jej role uniwersalnego czynnika, pobudzajacego proces zapalny. IL-1
bierze takze udzial w indukowaniu wydzielania innych cytokin prozapalnych, takich
jak: interferon gamma (IFN-y), interleukina 6 (IL-6) czy TNF-a. IL-1 wptywa row-
niez na procesy odpowiedzi swoistej, indukujac wydzielanie IL-6 przez limfocyty T
oraz wptywajac na rozwoj limfocytow B. Ogodlnie mowige, IL-1 ma wplyw aktywu-
jacy na leukocyty oraz wiele innych komorek, nie zwiazanych bezposrednio z ukta-
dem odpornosciowym. Bierze takze udzial w przebudowie tkanek, syntezie biatek
ostrej fazy oraz wywotuje senno$¢ i jest pirogenem [109, 116].

Wsréd znanych 10 roznych wariantow IL-1 najbardziej istotne sg trzy:

e IL-la, wystepujaca gldwnie jako czasteczka blonowa oddziatujaca jedy-
nie na komorki sasiadujace z komorka, ktora te cytoking wytwarza,

e IL-1PB, odpowiedzialna za efekty wywotywane przez IL-1,

e [L-1y, opisywana obecnie jako Interleukina 18.

Ze wzgledu na jej wlasnos$ci przeciwnowotworowe, IL-1 jest obecnie intensyw-
nie badana jako potencjalny lek. Jednak jej silne wtasnosci prozapalne i pirogenne
powoduja, ze jej bezposrednie zastosowanie jest dosy¢ trudne. Probuje si¢ stosowac
zwiazki pochodne, nie wykazujace efektow ubocznych [95].

Istotng rolg IL-1a odgrywa w utrzymaniu funkcji bariery ochronnej skory [116,
119].

Z wyjatkiem keratynocytow skory, niektorych komoérek nabtonka i osrodkowego
uktadu nerwowego, mRNA kodujacego IL-1a nie obserwuje si¢ w wigkszosci typow
zdrowych komorek ciata, tkankach i krwi. Jednak liczne komoérki po stymulacji mo-
ga by¢ indukowane do transkrypcji genow IL-1a i tworzy¢ posta¢ prekursora IL-1a.
Wsrod nich sg fibroblasty, granulocyty, makrofagi, eozynofile, komorki tuczne
i granulocyty zasadochtonne, komoérki $rodbtonka, monocyty, ptytki krwi, szpiku
i linie komorkowe limfocytow T i limfocytow B, astrocyty, komodrki mezangialne
nerki, komorki Langerhansa, komoérki dendrytyczne, komorki-NK, ziarniste limfo-
cyty, neutrofile 1 wiele innych typow komorek [6, 41, 52, 78, 94].

IL-10 wykazuje nastepujace dziatania biologiczne w komorkach:

e stymuluje keratynocyty i makrofagi do wydzielania IL-1a,
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indukuje synteze prokolagenu typu 11 III,

powoduje proliferacje fibroblastéw, pobudza wydzielanie kolagenazy,

indukuje sekrecje 1L-6,

e indukuje synteze cyklooksygenzy oraz uwalnianie prostaglandyny E2
(PGE2),

e powoduje fosforylacj¢ biatka szoku cieplnego,

e powoduje proliferacje komorek migsni gltadkich, keratynocytow i stymu-
luje uwalnianie innych cytokin przez keratynocyty,

e indukuje uwalnianie TNF-a przez komorki $rodbtonka i jondéw wapnia
z osteoklastow,
stymuluje wydzielanie bialek ostrej fazy przez hepatocyty,

e indukuje proliferacje komoérek CD4+, IL-2, ko-stymuluje komorki
CD8+/ IL-1R+,

e indukuje proliferacje dojrzatych komorek B i wydzielanie immunoglo-

bulin.

Wkroétce po wystapieniu zakazenia w organizmie, IL-1a aktywuje szereg proce
sow odpowiedzi immunologicznej, w szczegolnosci:
stymuluje proliferacj¢ fibroblastow,
indukuje syntezg proteaz, uwolnienie wszystkich rodzajéw aminokwa-
sow we krwi i stymuluje synteze biatek ostrej fazy,
e powoduje zmiang zawarto$ci jondOw w osoczu, zwigkszajac stezenie
miedzi i cynku oraz zmniejszajac zawarto$¢ zelaza w krwi,
zwigkszenie liczby granulocytow obojetnochlonnych we krwi,
aktywuje proliferacj¢ limfocytow, wywotuje goraczke.

Dziatajac miejscowo IL-10a. pobudza ekspresje FGF, EGF oraz proliferacje fi-
broblastow i keratynocytow. Obecnos¢ zwigkszonego stezenia prekursora IL-1a w
keratynocytach sugeruje, ze miejscowo uwalniana IL-1a moze odgrywaé wazng role
w regeneracji tkanek i przyspiesza¢ gojenie si¢ ran. Badania kliniczne w dermatolo-
gii dotyczace zastosowania miejscowego IL-la wykazaly zwiekszenie produkcji
kolagenu i innych sktadnikoéw matrycy skory [95, 116].

Interleukina 6 (IL-6)

To jedna z najwazniejszych i najbardziej wielokierunkowo dziatajacych cytokin.
Moze petni¢ rolg prozapalnej cytokiny, jak i przeciwzapalnej miokiny. Wywiera
swoje dziatanie poprzez interakcje z receptorem interleukiny 6 i glikoproteing 130.
Wezeséniej byta znana jako interferon B2 (beta2), czynnikiem 2 stymulujgcym limfo-
cyty B lub czynnikiem wzrostu hybrydoma. U ludzi kodowana jest przez gen IL6.
Produkowana jest przez makrofagi i monocyty. W nieznacznej ilo$ci wydzielana jest
rowniez przez fibroblasty, keratynocyty, osteoblasty, komorki migs$ni gtadkich na-
czyn, chondrocyty oraz limfocyty T i B. Produkcja interleikiny-6 stymulowana jest
przez interferon (IF), czynnik martwicy nowotworu (TNF), interleuking 1 (IL-1),
lipopolisacharydy oraz wirusy.
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IL-6 wspoluczestniczy w odpowiedzi zapalnej organizmu. Wptywa na ostatecz-
ne przeksztatcenie limfocytdéw B do komodrek plazmatycznych przyczyniajac si¢ do
produkcji odpowiedniej klasy przeciwcial. IL-6 wraz z IL-1 stymuluja aktywacje
limfocytow T, co sprzyja rozpoznawaniu antygenow atakujacych organizm. W do-
swiadczeniu na myszach wykazano, ze defekt genu kodujacego skutkowat obnize-
niem odpornosci przeciw Streptoccocus pneumoniae [145]. Ponadto, osteoblasty
wydzielaja IL-6, czym stymuluja tworzenie osteoklastow. Obserwacja ta przyczynita
si¢ do zainicjowania leczenia tym sposobem osteoporozy. Estrogeny, jako inhibitory
IL-6, podawane sa pacjentkom w okresie pomenopauzalnym miedzy innymi celem
spowolnienia procesu destrukcji kosci. Komorki mig$ni gladkich btony srodkowej w
wielu naczyniach krwiono$nych réwniez wytwarzaja IL-6. Rola IL-6 jako cytokiny
przeciwzapalnej jest zwigzana z jego hamujacego dzialania na TNF-alfa i IL-1 i
aktywacji IL-1a i IL-10.

Wykazano, ze IL-6 jest jednym z mediatoréw pobudzajacych produkcje biatek
ostrej fazy. Biatko C-reaktywne (CRP), haptoglobina, alfa-1-antytrypsyna, cerulo-
plazmina, sktadowe dopetniacza C3 i alfa-2-antytrypsyny, po stymulacji przez inter-
leukine-6, wytwarzane sg w wiekszosci w watrobie, cho¢ rowniez przez komorki
srodblonka, adipocyty oraz fibroblasty. Produkcja przez adipocyty moze wyjasniac
podwyzszony poziom biatka CRP obserwowany u 0séb otytych [13].

IL-6 jest jednym z najwazniejszych czynnikoéw pirogennych. Przenika przez
bariere krew-moézg i stymuluje wytwarzanie PGE2 w podwzgdrzu, wykazujac
wplyw na termoregulacj¢ organizmu. W migsniach i w tkance thuszczowej ta inter-
leukina stymuluje wytwarzanie energii, co skutkuje zwickszeniem temperatury ciata.

IL-6 uznaje si¢ tez za miokine, cytokine produkowang przez mies$nie, zwlaszcza
podczas ich skurczu. Podczas wysitku interleukina-6 dziata podobnie do hormonow
poprzez mobilizacje substancji zewnatrzkomorkowych i zwigkszenie doptywu sub-
stancji odzywczych do migséni. IL-6 wykazuje synergizm w stosunku do interleukiny
3(IL-3),co powoduje pobudzenie procesow hematopoezy i réznicowanie komorek
macierzystych [110].

Wykazano zwiazek IL-6 z takimi chorobami, jak: cukrzyca [76], miazdzyca
[151], reumatoidalne zapalenie stawow [135], czerniak ztosliwy [117], rak gruczotu
krokowego [157]. Trwajg badania nad zastosowaniem terapii przeciw IL-6 w tych
chorobach [65]. Dotychczas jedynie Tocilizumab zostal dopuszczony do uzytku w
leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawdw, natomiast lek oznaczany jako ALD518
jest w trakcie badan klinicznych [70, 135].

IL-10

Interleukina 10 (IL-10), inaczej czynnik hamujacy synteze cytokin to cytokina
przeciwzapalna, ktora hamuje wytwarzanie cytokin prozapalnych takich, jak interfe-
ron-gamma, 1L-2, IL-3, TNF-a czy GM-CSF. U ludzi kodowana jest przez gen /L-
10 znajdujacy si¢ na chromosomie 1. Nalezy do grupy cytokin przeciwzapalnych
razem z interleuking 19 (IL-19), interleuking 20 (IL-20), interleuking 22 (IL-22),
interleuking 24 (IL-24), interleuking 26 (IL-26), interferonami (IF-alpha, -beta, -
epsilon, -kappa, -omega, -delta, -tau i -gamma) oraz czasteczkami podobnymi do
interferonu (limitin, 1L-28A, 1L-28B i IL-29). IL-10 pod wzgledem budowy jest
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homodimerem, a kazda z jednostek sktada si¢ ze 178 aminokwasow. W wigkszos$ci
wytwarzana jest przez monocyty, czesciowo przez Th2 limfocyty, mastocyty i po-
budzone komoérki B i T. Samoistna ekspresja IL-10jestminimalna i wymaga pobu-
dzenia przez florg patologiczng [52, 75, 89]. Receptory dla interleukiny-10 znajduja
si¢ na powierzchni komorek NK, limfocytach, monocytach, komodrkach tucznych
oraz komorkach endotelialnych.

Podczas infekcji wirusowej cytokina ta uczestniczy w odpowiedzi immunolo-
gicznej, dziatajac hamujaco na komorki NK, obniza ekspresje cytokin Thl, antyge-
now MHC klasy II i czasteczek wspotstymulujacych makrofagi. Dodatkowo zwigk-
sza przezywalno$¢ komorek B, stymuluje ich proliferacje i produkcje antygendéw
[78, 89, 94].

Poprzez hamowanie odbywajacej si¢ w makrofagach i komoérkach T syntezy cy-
tokin prozapalnych, zwlaszcza interferonu gamma, 1L-3, IL-4 i TNF-a i czynnika
stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow (GM-CSF), ujawnia si¢ przeciwza-
palna funkcja IL-10. Takze pod wptywem IL-10 ulega supresji mozliwos¢ prezenta-
cji antygenow przez komorki uktadu immunologicznego [25, 41, 49].

IL-10 bierze udzial w ostrej chorobie ,,przeszczep przeciwko gospodarzowi”
(GVHD). Obecno$¢ odmiany genu IL10 u biorcy znaczaco obniza ryzyko wystapie-
nia GVHD, a znajomo$¢ tego genomu pozwala przewidzie¢ ryzyko wystapienia tego
powiktania [48, 70].

Uwaza sig, ze cytokina ta pelni funkcje immunoregulatora w procesach ukladu
pokarmowego. Wykazano, ze podawanie rekombinowanych bakterii, produkujacych
IL-10, pacjentom z choroba Crohna tagodzi objawy choroby [63].

U pacjentow ze stwardnieniem rozsianym, ktorzy otrzymywali IF-f (beta) zau-
wazono podwyzszony poziom interleukiny-10 w surowicy krwi i w plynie mézgo-
wo-rdzeniowym. Nie wykluczone, ze IL-10 moze by¢ glownym czynnikiem, odpo-
wiedzialnym za fazg remisji tej choroby [28].

Istotnie obnizony poziom IL-10 w surowicy krwi wykazano u pacjentéw z reu-
matoidalnym zapaleniem stawow. Dobre wyniki leczenia tej choroby uzyskano sto-
sujac IL-10 z Metotrexatem [36].

RANKL

RANKL jest to ligand aktywatora receptora jadrowego czynnika kappa B — biat-
ko uczestniczace w metabolizmie kosci (aktywacja osteoklastow), nalezace do ro-
dziny czynnikow martwicy nowotworow. U ludzi jest kodowane przez gen
TNFSF11. Znany jest takze jako ligand czynnika martwicy nowotworu nadrodziny
receptorow 11 (TNFSF11), TNF-podobna cytokina indukujgco-aktywacja (TRAN-
CE), ligand osteoprotegeryny (OPGL) oraz czynnik réznicowania osteoklastow
(ODF) [16, 42, 43, 77, 81]. RANKL jest wytwarzany przez osteoblastyczng lini¢
komorek (dojrzate osteoblasty i ich prekursory), chondrocyty, fibroblasty, srodbto-
nek, komorki zrebu szpiku kostnego, komorki nowotworowe oraz aktywne limfocy-
ty T. Stezenie biatka RANKL w szpiku kostnym odgrywa kluczowa rolg w prawi-
dlowym metabolizmie kosci. Jest czynnikiem aktywujgcym proces tworzenia doj-
rzatych osteoklastow: rdznicowanie, fuzje, funkcjonowanie oraz ich przezywanie.
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Dziata poprzez receptor RANK, znajdujacy si¢ na powierzchni osteoblastow
(ryc. 22) [6, 7, 16, 57, 66, 81, 103, 134, 147]. Jak zwigzana ze $Sciana osteoblastow
tak 1 rozpuszczalna posta¢ RANKL (sRANKL) powoduja aktywacje receptorow
RANK. Aktywowane receptory RANK z kolei powoduja aktywacje szeregu szla-
kow sygnalizacyjnych, dzialajacych przez MAPK (kinazy aktywowane mitogena-
mi), PI3K lub NF-kB, ukierunkowanych na kontrole osteoklastogenezy. Kinazy
MAP uczestnicza w regulacji funkcjonowania czynnikow transkrypcyjnych z rodzi-
ny AP-1 (c-Jun, JunB, c-Fos i Fra), sterujacych ekspresja gendw niezbednych do
prawidlowego dojrzewania osteoklastow.

TRAFs i inne biatka adaptorowe, takie jak Gab2, zwigzane z koncami cytopla-
zmatycznymi RANK sa gldownymi mediatorami sygnalizacji RANKL-RANK.
RANKL moze by¢ stosowany jako regulator genow apoptozy, partner wigzacy
OPQG, ligandem dla receptora RANK. Bierze on udzial w sterowaniu procesu proli-
feracji przez zmiang poziomdw biatkalD4,ID2 i cykliny D1 [57, 81].

RANKL ulega ekspresji w wielu tkankach i narzadach, w tym: w mig$niach
szkieletowych, grasicy, watrobie, okreznicy, jelicie cienkim, nadnerczu, osteoklasta-
ch, komorkach nablonka gruczotu sutkowego, gruczotu krokowego i trzustki. Szero-
ka zmienno$¢ poziomu ekspresji gendw RANKL w narzadach potwierdza duze zna-
czenie tej cytokiny w procesie wzrostu tkanek (w szczeg6lnosci tkanki kostnej) i
funkcji uktadu odpornosciowego organizmu [147, 156, 158].

Poziom ekspresji RANKL nie ma liniowej korelacji z efektem tego ligandu.
Wysokie stezenie biatka RANKL jest zwykle wykrywane w ptucach, grasicy i we-
ztach chlonnych, a niskie stezenie w szpiku kostnym, zotadku, krwi obwodowej,
grasicy, lozysku, leukocytach, sercu, tarczycy i mies$niach szkieletowych [16, 49,
67].

RANKL bierze udziat w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, gdzie dziata
przez komorki pomocnicze T i jest zaangazowany w procesie dojrzewania komorek
dendrytycznych. Biatko to moze by¢ uzyte jako wspolczynnik przezycia komorek
dendrytycznych i uczestniczy w regulacji zaleznej od komorek T odpowiedzi immu-
nologicznej. Aktywacja komorek T jest indukowana wzrostem ekspresji genu
RANKL i prowadzi do proliferacji osteoklastow i utraty masy kostnej [16, 41, 43,
103].

Biatko RANKL uczestniczy w procesie aktywacji kinazy antyapoptycznej AKT/
PKB za posrednictwem sygnalizacji kompleksu SRC oraz czynnika martwicy nowo-
tworu 6 (TRAFO), co sugeruje, ze biatko RANKL moze odgrywac rolg w regulacji
apoptozy [67, 129, 156].

Nadprodukcja RANKL odgrywa role w chorobach zwyrodnieniowych kosci,
takich jak reumatoidalne zapalenie stawow 1 artropatia tuszczycowa. Oprocz zwy-
rodnieniowych chordb kosci, biatko RANKL stwierdzono w ogniskach przerzutow
nowotworowych do kosci (szczegdlnie raka gruczotu krokowego), co pozwala wy-
tlhumaczy¢ niektore konsekwencje tych przerzutow: hiperkalcemia oraz zlamania
patologiczne [25, 94, 131, 134, 147, 158].
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Rycina 22. Schematyczny rysunek szlakow sygnatowych RANKL-RANK, ktore
kontroluja osteoklasty oraz ich aktywacje [83]

Figure 22. Scheme of the signaling pathways of RANKL-RANK, which control line-
age commitment of osteoclasts, and their activation [83]

MMP-9 (metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 9)

Znana takze jako kolagenaza kDa typu IV, 92 kDa zelatynaza lub zelatynaza B
(GELB), jest grupa zaleznych od cynku enzyméw proteolitycznych, nalezacych do
endopeptydaz, ktorych podstawowa funkcja jest uczestniczenie w fizjologicznych
i patologicznych procesach przebudowy sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowe;j
i degradowanie ich (remodeling) [6, 50, 57, 82, 98]. W swoim sktadzie zawieraja
atom cynku (Zn”"), ktory pehni role strukturalng i katalityczng w czasteczce enzymu.
Syntetyzowana jest w komorkach w formie preproenzymu i uwalniana do przestrze-
ni zewnatrzkomorkowej jako proenzym. Enzymy te syntetyzowane sg w komorkach
1 uwalniane do przestrzeni zewnatrzkomorkowej w formie nieaktywnej (proMMP).
Aktywacja enzymu nastgpuje przez proteolityczne cigcie w rejonie propeptydu.
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Aktywnos$¢ metaloproteaz jest precyzyjnie regulowana na poziomie transkrypcji,
translacji oraz poprzez endogenne inhibitory, takie jak o2-makroglobulina i tkanko-
we inhibitory metaloproteinaz [109, 112, 134].

W warunkach fizjologicznych uczestniczg one w procesach takich jak embrioge-
neza, angiogeneza, gojenie ran, bierze takze udzial w agregacji ptytek, reguluja me-
tabolizm jondéw. Zmiany aktywno$ci metaloproteaz zaobserwowano w wielu stanach
patologicznych takich jak procesy zapalne, choroby degeneracyjne oraz w nowotwo-
rach.

Metaloproteinazy odgrywaja istotng rolg w progresji nowotworu poprzez pobu-
dzanie wzrostu komorek raka, migracje, inwazje, tworzenie przerzutdw i angiogene-
z¢. Wydzielanie i aktywno$¢ MMP jest zwigkszona prawie we wszystkich typach
nowotworow u ludzi i koreluje ze stopniem zaawansowania, wicksza inwazyjnoscia,
zdolnoscig do dawania przerzutéw, a takze z krotszym okresem przezycia [109, 111,
112]. W badaniach, w ktorych oznaczano aktywno$¢ MMP w surowicy, w ptynie
moézgowo-rdzeniowym oraz tkance nerwowej chorych na stwardnienie rozsiane,
stwierdzono wzrost aktywnosci MMP-1, -2, -3, -7, -9 oraz MMP-12. Uwaza si¢, ze
MMP uszkadzaja bariere krew-mozg, zwickszajac naptyw limfocytow do osrodko-
wego uktadu nerwowego oraz biorg udzial w degradacji ostonek mielinowych. Po-
wodujg rowniez powstawanie aktywnej formy czynnika martwicy nowotworow
(TNF-a) [6, 60, 80, 113]. MMP-9 powoduje degradacje kolagenu typu IV i V oraz
innych biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej, odgrywa role w procesie migracji
granulocytow przez blong podstawng. MMP-9 uczestniczy w procesie gojenia na-
btonka drog oddechowych. W potaczeniu z TGF-f1 pobudza skurcz wtokien kola-
genu, wspomagajac zamkniecie rany [50, 112, 113, 115, 153].

Wazrost stezenia MMP-9 wykazano w wielu procesach patologicznych, w tym nowo-
tworach, chorobach sercowo-naczyniowych i immunologicznych [79, 91, 92].

Jak wynika z powyzszego przegladu omoéwione cytokiny biorg aktywny udziat w
procesach zapalnych i dlatego zostaty wybrane do zaplanowanych przez nas badan.
Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej sa podejrzewane o odgrywanie
istotnej roli w degradacji kosci przez degradacje kolagenu typu IV btony podstaw-
nej. Ligand receptora aktywatora czynnika jadrowego NF-kappa B (RANKL), czyn-
nik martwicy nowotworow obecne sg na powierzchni osteoblastow i sg niezbedne w
procesie zrdznicowania osteoklastow. Zwiazany z receptorem RANK czynnik
RANKL, obecny w osteoklastach, aktywuje kaskade czynnikow transkrypcyjnych,
promujacych osteoklastogeneze i resorpcje tkanki kostne;j.

Aktywowane osteoklasty odgrywaja wazng rolg w procesie osteolizy. Aktywato-
rami osteoklastow sg cytokiny prozapalne TNF-a i interleukina-1 (IL-1a)) produko-
wane przez komorki procesu zapalnego (makrofagi, monocyty, limfocyty T i B).
Identyfikacja transkryptu genu TNF-o dowodzi obecnosci aktywnych osteoklastow
i procesu zapalnego w ognisku sklerotycznym. Wzrost ekspresji mRNA TNF-o po-
woduje wzrost aktywacji osteoklastow, co prowadzi do resorpcji kosci, a tym sa-
mym do rozwoju choroby kos$ci, na przyktad przewodu stuchowego zewnetrznego
ucha. W licznych badaniach wykazano wptyw cytokin immunoregulujacych (IL-2,
IL-6, IL-10) na osteolizg [6, 7, 25, 41, 49, 61, 78].
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IL-1, -6 1 TNF-alfa sa cytokinami, ktére mogg stymulowac osteoklastogeneze w
sposob niezalezny od RANKL, podczas gdy M-CSF wzmaga wytwarzania RANKL
przez komorki podscieliska i przedtuza funkcjonowanie osteoklastow, blokujac ich
apoptoze.

Takie czynniki, jak OPG, TGF-f, bifosfoniany, kalcytonina, estrogeny, 1L-4, IL-
18, IFN-y, FGF-2 (bFGF) hamuja powstawanie i aktywnos$¢ osteoklastow.

Przecigtny czas zycia osteoklastow u cztowieka wynosi okoto 2 tygodni, za$
osteoblastow — okolo 3 miesiecy. Degradacja kosci prowadzi do uwalniania z jej
macierzy lokalnych czynnikow wzrostu (BMP, TGF-B, FGF), stymulujacych doj-
rzewanie prekursoréw osteoblastow, ktore wydzielaja gtdéwny inhibitor osteoklasto-
genezy - osteoprotegeryne (OPG).
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2. CELE PRACY

1. Ocena poziomu ekspresji genoéw IL-la, IL-6, IL-10 oraz mediatorow
RANKL,TNF-0 i MMP-9 na poziomie mRNA w materiale tkankowym (ko$¢ 1 kie-
szonka retrakcyjna) uzyskanym od chorych z przewlektym zapaleniem ucha $rod-
kowe go z KR.

2. Ocena poziomu ekspresji genow IL-la, IL-6, IL-10 oraz mediatoréw
RANKL, TNF-0 i MMP-9 na poziomie biatka, kodowanego przez badane geny w
materiale tkankowym (ko$¢ i1 kieszonka retrakcyjna) uzyskanym od chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego z KR.

3. Sprawdzenie korelacji pomigdzy poziomem mRNA a poziomem biatka bada-
nych czynnikow.

4. Okreslenie zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji badanych czynnikow a
stopniem zaawansowania KR, cechami demograficznymi oraz klinicznymi.

5. Ocena zwigzku pomiedzy gtebokoscig niedostuchu u chorych z przewlektym
zapaleniem ucha srodkowego z KR a stopniem zaawansowania kieszonki.

6. Okreslenie rozleglosci i struktury zmian we fragmencie btony bebenkowej,
pobranej z kieszonki retrakcyjne;j.

7. Okreslenie charakteru zmian, ktére zaszly w strukturze komoérek oraz wyka-
zanie elementow wioknistych blony bebenkowej u chorych z kieszonka retrakcyjna.

Obecnie nie ma badan naukowych, ktore analizowatyby korelacje migdzy poziomem
ekspresji genéw badanych przez nas cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych,
okreslonych metodami immunologicznymi (PCR-RT, ELISA) a stadium zaawanso-
wania kieszonki retrakcyjnej i obrazem w mikroskopie elektronowym (TEM). Ory-
ginalny pozostaje rowniez dobor cytokin, z ktérych wiekszo$¢ nie byta analizowana
ilosciowo w badaniach nad patogeneza kieszonek retrakcyjnych.
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3. MATERIAL I METODY

Badania zostaty wykonane u 35 chorych operowanych w okresie od 1.01.2013
do 31.12.2015 r. w Klinice Otolaryngologii GUMed (kierownik prof. dr hab. med.
Czestaw Stankiewicz) z powodu niedostuchu, w przebiegu przewlektego zapalenia
ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng. Grupe kontrolng stanowil material tkan-
kowy (kos$¢ i kieszonka retrakcyjna) pobierany ze zwtok (n=25) ludzi w wieku od 18
do 45 roku zycia, zmartych $miercia nagla, bez choréb uszu, podczas rutynowej
sekcji w Zaktadzie Medycyny Sadowej GUMed (kierownik dr hab. med. Zbigniew
Jankowski) bez dodatkowego oszpecenia zwtok.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej
Do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr
NKBBN/87-310/2015).

3.1. Kryteria wylgczenia z badania

- dzieci do 18 r.z. i osoby w wieku powyzej 45 lat,

- osoby od 18 do 45 r.z. z kieszonka retrakcyjna blony bebenkowej bez wskazan
do leczenia operacyjnego,

- pacjenci ze wspottowarzyszacym aktywnym procesem zapalnym w innych na-
rzadach,

- pacjenci z uposledzeniem odpornosci (wrodzone lub nabyte choroby immuno-
logiczne, przyjmujacy leki immunosupresyjne, po przebytej chemioterapii),

- pacjenci leczeni w ciagu ostatnich 2 tygodni antybiotykami lub §rodkami im-
munomodulujgcymi z r6znych powodow.

Zgoda na uczestnictwo w badaniu: od kazdego pacjenta wlaczonego do badania
zostata pobrana pisemna zgoda na uczestniczenie w omawianym projekcie po przed-
stawieniu tematu, celu, sposobu przeprowadzenia badania oraz o mozliwych skut-
kach ubocznych.

Przed zabiegiem operacyjnym zostat zebrany wywiad dotyczacy poczatku cho-
roby, jej przebiegu, dolegliwosci, objawow towarzyszacych, narazenia na czynniki
ryzyka zapalenia ucha oraz historii rodzinnej. Chorzy zostali poddani badaniu oto-
rynolaryngologicznemu z okresleniem stopnia zaawansowania kieszonki retrakcyj-
nej, badaniu audiologicznemu (badanie stroikami, audiometria tonalna, stowna,
tympanometria) oraz badaniu obrazowemu — tomografia komputerowa wysokiej
rozdzielczosci kosci skroniowej (TK HR).
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3.2. Material badan

Material badawczy pobrano podczas operacji ucha od 35 chorych z przewlektym
zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna. Pobrana probka tkankowa
sktadata si¢ ze zmienionej przez proces chorobowy czesci kosci bgbenkowej (okoli-
ca bocznej $ciany nadbgbenka) i fragmentu wciagnigtej w tej czegsci blony bgbenko-
wej, wytwarzajacej kieszonke retrakcyjng. Pobierany materiat stanowi czg$¢ zmie-
nionych chorobowo tkanek, usuniecie ktorych przewidywane jest technika operacji
tympanoplastycznych. Wszystkie zabiegi przeprowadzat ten sam operator (prof. dr
hab. Jerzy Kuczkowski). Bezposrednio po usunigciu z ucha zmian patologicznych,
materiat biologiczny do badan molekularnych zostat umieszczony w ptynie stabili-
zujagcym RNA z inhibitorami RNAz (RNAlater Tissue Storage Reagent, Sigma-
Aldrich),a nastgpnie przechowywany w temp. -20°C do czasu nastgpnych analiz.

Grupe kontrolng stanowil materiat tkankowy uzyskany ze zwtok (25 oséb od 18
do 45 roku zycia, zmartych $miercig nagla, bez chorob uszu), od ktérych zostaty
pobrane fragmenty kosci skroniowej i fragment btony bgbenkowe;.

Material biologiczny pobierano podczas rutynowej sekcji, zgodnie z wymogami,
bez dodatkowego oszpecenia zwtok. Material pobrano w przeciagu 24 godzin od
zgonu, a cialo bylo przechowywane w temperaturze 4 C°. Uzyskany materiat
umieszczono w buforze stabilizujacym RNA i przetransportowano do Zaktadu Me-
dycyny Molekularnej GUMed gdzie przechowywano go w temperaturze -20°C do
czasu dalszych analiz.

3.3. Metody badan
3.3.1. Badanie otorynolaryngologiczne

Dane epidemiologiczne

Dane zostaty uzyskane od chorych podczas badania podmiotowego oraz z do-
kumentacji medycznej. Analizie poddano nastgpujace czynniki: wiek, pte¢ oraz sta-
tus spoteczny (pracownik fizyczny, umystowy, bezrobotny).

Objawy otologiczne

Zebrano szczegotowy wywiad od pacjentéw dotyczacy niedostuchu, szumow
usznych, zawrotow lub bolow glowy. Wykonano analize czasu wystapienia dolegli-
wosci, ich dynamike, czas trwania, a takze stronno$¢ dolegliwosci.

Oznaczono inne objawy otologiczne, nie wigzace si¢ bezposrednio z kieszonka
retrakcyjng: wyciek z ucha, niedowtad nerwu twarzowego, cechy przetoki na kanale
potkolistym, niedostuch o typie odbiorczym, epizody naglej gluchoty w przesztosci,
obecno$¢ ziarniny i /lub polipdw w przewodzie stuchowym zewngtrznym oraz jamie
begbenkowej.
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Czynniki ryzyka powstania kieszonki retrakcyjnej

Od pacjentéw uzyskano dane na temat przebytego wysickowego zapalenia ucha
srodkowego, poddania si¢ zabiegowi paracentezy btony bebenkowej oraz wszcze-
pienia drenu wentylacyjnego (pistonu) do jamy bebenkowej w przesztosci, zaburzen
czynnosci trabki stuchowej, leczenia w przesztosci rozszczepu podniebienia, prze-
wleklego zapalenia zatok przynosowych, polipéw nosa.

3.3.2. Metody badan radiologicznych

U pacjentow z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonkg retrak-
cyjna zakwalifikowanych do leczenia operacyjnego wykonano przed zabiegiem
tomografie komputerowa kosci skroniowych wysokiej rozdzielczosci (TK HR) w 11
Zaktadzie Radiologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik dr hab.
med. Edyta Szurowska).

3.3.3. Metody badan audiologicznych

Proby stroikowe

U wszystkich pacjentoéw grupy badawczej wykonano proby stroikowe Webera,
Rinnego oraz Gellego.

Badania audiometryczne (audiometria tonalna i tympanometria) wykonano w
Poradni Audiologicznej Kliniki Otolaryngologii GUMed. W trakcie badania pacjent
pozostawal w pozycji siedzace;j.

Audiometria tonalna

Badanie zostato przeprowadzone przy uzyciu audiometru Midimate 622 firmy
Madsen Electronics Ltd (ryc. 23A) w ekranowanym akustycznie pomieszczeniu
(ryc. 23B). Na podstawie rejestracji progu stuchu dla przewodnictwa powietrznego
zostata wyznaczona krzywa audiometryczna dla czestotliwosci od 125 do 8000 Hz
(125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 Hz). Prég stuchu dla przewodnictwa kost-
nego zostal oznaczony dla czgstotliwosci od 500 do 6000 Hz (500, 1000, 2000,
4000, 6000 Hz). Na podstawie uzyskanego audiogramu wyliczono $rednig arytme-
tyczng wartosci progéw styszenia, uzyskanych z krzywej przewodnictwa powietrz-
nego oraz kostnego dla czgstotliwosci 500, 1000, 2000 i 4000 Hz. Na podstawie
uzyskanych wartosci zakwalifikowano chorych do odpowiedniej grupy zgodnie ze
skala ubytkow stuchu wg Kochanka (tab. 1).

Na podstawie audiogramu obliczano rezerwe §limakowg i okreslano rodzaj nie-
dostuchu. Jezeli rozpoznawano niedostuch z rezerwa §limakowa nie przekraczajaca
15dB, kwalifikowano to jak o niedostuch odbiorczy. U chorych z niedostuchem i
rezerwg $limakowsg powyzej 15-20 dB na 3 czestotliwosciach rozpoznawano uszko-
dzenie stuchu o typie przewodzeniowym. Przy wystepowaniu w audiogramie kom-
ponentu odbiorczego jak i przewodzeniowego, niedostuch taki zaliczano jako mie-
szany.
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Rycina 23. A. Audiometr tonalny Midimate 622 firmy Madsen Electronics Ltd.

B. Kabina audiometryczna

Figure 23. A. The tonal audiometer Midimate 622 produced by Madsen Electronics
Ltd company. B. Audiometric cabin

Tabela 1. Podziat ubytku stuchu w zaleznosci od wielkosci niedostuchu [54]
Table 1. Distribution of hearing loss, depending on their deepness [54]

Przedzial ubytku stuchu Skala ubytku stuchu
Ponizej 20 dB Norma
21-40 dB HL Niewielki
41-55dB HL Umiarkowany
56-70 dB HL Sredni
71-90 dB HL Gleboki

Powyzej 90 dB HL Bardzo gleboki
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Audiometria impedancyjna (tympanometria)

U wszystkich pacjentow badanie wykonywano przy pomocy zestawu Zodiak
901 firmy Madsen Electronics Ltd (ryc. 24A). Wynik badania tympanometrycznego
oceniano zgodnie z klasyfikacja Jergera. Badanie odruchu mig$nia strzemigczkowe-
go wykonano dla czestotliwosci 0,5 - 1 - 2 - 4 kHz bodzcem o wartosci 70-90 dB
powyzej progu stuchu. Uzyskanie odpowiedzi przynajmniej w dwoch czestotliwo-
$ciach uznawano za wynik prawidtowy.
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Rycina 24. A. Audiometr impedancyjny (tympanometr) Zodiak 901 firmy Madsen
Electronics Ltd. B. Wynik tympanometrii w przewlektym zapaleniu ucha srodkowe-
go zKR

Figure 24. A. The impedance audiometer (tympanometer) Zodiac 901 produced by
Madsen Electronics Ltd company. B. The tympanometry results in chronic otitis
media with RP

3.3.4. Material i metody badan molekularnych

3.3.4.1.0dczynniki uzyte do badan molekularnych

Materiat i odczynniki wykorzystane celem przeprowadzenia do§wiadczen cha-
rakteryzowaly si¢ czystoscig analityczna.

W tabeli 2 przedstawiono uzyte odczynniki i ich producentéw (PCR-RT).
W tabeli 3 przedstawiono uzyte odczynniki i ich producentéw (ELISA).
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Tabela 2. Informacja dotyczaca odczynnikdéw, wykorzystanych w badaniu PCR-RT
Table 2. Information about the reagents used in the RT-PCR study

Producent Odczynnik

Applied Biosystems = Path- ID™ Multiplex One- step RT-PCR KIT

Primery uzyte w reakcjach PCR specyficzne dla tran-
Oligo.pl skryptow genow: IL-6, IL-10, TNF-a, IL-1 o, MMP-
9, RANKL

Izopronanol, Metanol

POCH Etanol

Sondy typu Taq Man Uniwersal Probe Library Probe
(#6,7,17, 29, 45)

Universal ProbeLibrary Reference Gene Assays:
Human ACTB Gene Assay,

Human TBP Gene Assay

LightCycler ptytki 96 dotkowe

Roche

Chloroform
SIGMA- ALDRICH @ TRI Reagent
RNAlater Tissue Storage Reagent

Tabela 3. Informacja dotyczaca odczynnikow, wykorzystanych w badaniu ELISA
Table 3. Information about the reagents used in the ELISA study

Producent Odczynnik
Human TNF alpha ELISA kit
Invitrogen Human IL-6 ELISA kit
Human IL-10 ELISA kit
ABnova MMP-9 (human) ELISA kit
MyBioSource Human IL-1 alfa ELISA kit

MyBioSource Human RANKL ELISA kit
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3.3.4.2. Metody badan molekularnych

Izolacja calkowitego RNA z tkanek
(Zaklad Medycyny Molekularnej GUMed)

Catkowity RNA izolowano z badanych tkanek wedlug metody Chomezynskiego
i Sachcciz zastosowaniem wtasnych modyfikacji. Fragmenty kosci i tkanki kieszon-
ki retrakcyjnej umieszczono w 1ml TRI- Reagentu (Sigma) i homogenizowano przy
uzyciu homogenizatora nozykowego. Nastepnie probowki inkubowano przez 15
minut. Kolejno dodawano 250 pl chloroformu i po intensywnym wstrzasaniu probki
inkubowano przez 15 min w lodzie. Uzyskang mieszaning wirowano przez 15 minut
w temperaturze 4°C przy 10000 x g. Po odwirowaniu do supernatantu dodawano
rownowazng objetos$¢ i zopropanolu i probke inkubowano co najmniej 18 godzin w
temperaturze -20°C. Uzyskany osad, po odwirowaniu przez 15 minut w 4°C przy
10000 x g, przemywano schlodzonym 96%, a nastgpnie 70% etanolem. Po osusze-
niu osad rozpuszczono w 30 ul jatowej wody destylowanej, wolnej od RNAz.
Stezenie wyizolowanego catkowitego RNA oznaczono fluorymetrycznie, a czystos¢
— za pomoca elektroforezy agarozowe;.

Wyizolowang catkowita RNA byly przechowywano w temp. — 20 °C do czasu
przeprowadzenia dalszych analiz.

Pomiar stezenia wyizolowanego calkowitego RNA

Stezenie uzyskanego RNA oznaczono fluorymetrycznie przy uzyciu zestawu
Quant-iT™ zgodnie z protokotem producenta w fluorymetrze Qubit firmy Invitro-
gen.

Reakcja RT - PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR)

W celu oceny poziomu ekspresji wybranych cytokin i mediatoréw na poziomie
mRNA dla badanych genéw oznaczono w odniesieniu do poziomu transkryptu genu
referencyjnego (beta-aktyny, TBP (ang. TATA - box binding protein) podczas reakcji
RT-PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond typu TagMan. Reakcje
RT-PCR prowadzono z wykorzystaniem zestawu Path-IDTM Multiplex One-Step
RT-PCR kit i sond Universal ProbeLibraryProbe for Human (Roche) w aparacie
LightCycler 480 II firmy Roche. Wzgledny poziom ekspresji genu badanego przed-
stawiono jako znormalizowany stosunek poziomu ekspresji genu analizowanego do
genu referencyjnego.

W tabeli 4 przedstawiono sekwencje¢ starterow i numery sond wykorzystanych
celem przeprowadzenia reakcji PCR. W tabeli 5 przedstawiono warunki przeprowa-
dzenia poszczegdlnych etapoéw reakcji PCR-RT.
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Tabela 4. Startery i sondy wykorzystane w reakcjach PCR
Table 4. The primers and probes used in the PCR reactions

Transkrypt
badanego
genu

IL-1a

IL-6

IL-10

TNF-a

MMP-9

RANKL

Nazwa

Sonda

5’starter

3’starter

Sonda

5’starter

3’starter

Sonda

5’starter

3’starter

Sonda

5’starter

3’starter

Sonda

5’starter

3’starter

Sonda

5’starter

3’starter

Sekwencja

Uniwersal Probe Library Probe #6
5’ —ggttgagtttaagccaatcca-3’
3’-tgctgacctaggettgatga-5’
Uniwersal Probe Library Probe # 7
5’-caggagcccagctatgaact-3°
3’-agcaggcaacaccaggag-5’
Uniwersal Probe Library Probe # 45
5’-cataaattagaggtctccaaaatcg-3’
3’-aaggggctgggtcagctat-5’
Uniwersal ProbeLibrary Probe # 29
5’-cagcctcttctecttectgat-3°
3’-gccagagggctgattagaga-5’
Uniwersal ProbeLibrary Probe # 6
5’-gaaccaatctcaccgacagg-3’
3’-gccacccgagtgtaaccata-5’
Uniwersal ProbeLibrary Probe # 17
5’-tgattcatgtaggagaataaacagg-3’

3’-gatgtgctgtgatcaacga-5’

Gen
referencyjny

TBP

ACTB

TBP

ACTB

TBP

TBP
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Tabela 5. Warunki przeprowadzenia reakcji PCR-RT
Table 5. Conditions for conducting the PCR-RT

Ilos¢é Temperatu-
Etap cykli ra Czas

Odwrotna tran- 1 1 48°C 10 min
skrypcja
Denaturacja 2 1 95°C 10 min

. . 95°C 15 sek
Amplifikacja 3 45 60°C 45 sek
Test ELISA

Stezenie biatka dla cytokin (IL-1a, IL-6, IL-10), MMP-9, RANKL oraz TNF-a
w homogenacie tkankowym oznaczono metodg ELISA za pomoca komercyjnych
zestawow. Fragmenty tkanki o wadze 10 mg (mokra tkanka) homogenizowano
w 0,5 ml roztworu PBS 0,5% z niejonowym detergentem Igepol CA-630 i zamrozo-
no na noc w temperaturze -20°C. Nastepnie po dwukrotnym cyklu rozmrozenia
i zamrozenia homogenat wirowano przez 5 min przy 5000x g w temp. 4°C. Superna-
tant zbierano natychmiast i przechowywano do oznaczenia w -20°C. Stezenia bada-
nych biatek oznaczono na podstawie krzywych wzorcowych. Stezenie biatka wyra-
zano w pg/ml lub pg/ml (dla MMP-9), zaktadajac, ze na 1 ml supernatantu przypada
20 mg mokrej tkanki.

3.3.5. Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Materiat biologiczny (fragmenty blony bebenkowej z kieszonki retrakcyjnej)
pobrane od pacjenta w Klinice Otolaryngologii GUMed podczas planowej operacji
ucha z powodu przewlektego zapalenia ucha srodkowego z KR po przeptukaniu w
PBS i pocigciu na elementy wielkosci okoto 1 mm® byt umieszczany w roztworze
utrwalajacym o sktadzie: 2,5% aldehyd glutarowy w 0,1% buforze kakodylanowym,
pH 7,4 z dodatkiem sacharozy. Proces utrwalania przebiegat cata noc w temp. 4°C.
Fragmenty tkanek nastepnie dobarwiano przez 2 godziny w 2% roztworze cztero-
tlenku osmu (OsO4 tym samym buforze) a nastepnie 3x ptukano w buforze kakody-
lanowym. Odwadnianie tak utrwalonego materiatlu odbywato si¢ w serii roztworéw
etanolu o wzrastajacym stezeniu (30%, 50%, 75%, 90% 2x oraz ETOH absolutne-
g0). Material byt dodatkowo ,,przeswietlany” w tlenku propylenu.

Fragmenty tkanki poddawane byly kilkustopniowej procedurze przepajania zy-
wicg epoksydowa (Epon 812, Merck) i poddawane polimeryzacji w temp. 37°C.

Skrawki polcienkie (1,5 um) byly wykonane przy uzyciu ultramikrotomu (Om
U2, Reichert), nastepnie barwione bigkitem toluidyny i oceniane w mikroskopie
$wietlnym.
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Skrawki ultracienkie o grubosci 60 — 80 nm wykonano przy uzyciu noza diamen-
towego, zbierane na siatki miedziane pokryte Formvarem, nastepnie kontrastowane
octanem uranylu i cytrynianem olowiu.

Ocena materialu i dokumentacja fotograficzna byta dokonywana w transmisyj-
nym mikroskopie elektronowym (JEM 1200EX II, Jeol, Japonia) (ryc. 25), a stoso-
wane napigcie wynosito 80 kV.

Rycina 25.Transmisyjny mikroskop elektronowy (JEM1200EXII,Jeol,Japonia)
Figure 25. Transmission electron microscope (JEM 1200 EX 11, Jeol, Japan)

3.3.6. Metody analizy statystycznej

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw badan byta przeprowadzona za po-
mocg programu Statistica v.12,0 (StatSoft Polska). Zastosowano statystyki opisowe
takie jak $rednig arytmetyczng i mediang (M) jako miar¢ wartos$ci najlepiej reprezen-
tujacg wszystkie warto$ci zmiennej oraz odchylenie standardowe i kwantyle jako
miar¢ zrdznicowania wynikow. Dane prezentowano takze w postaci zestawien pro-
centowych oraz tabel informujacych o rozktadzie liczebnosci obiektow w grupach.
Normalno$¢ rozktadow badano testem W Shapiro-Wilka.

W procesie analizy statystycznej przyjeto, ze o wyniku znamiennym statystycz-
nie mozna mowi¢, gdy uzyskany poziom istotnosci (p) byl mniejszy od granicznego
poziomu istotno$ci o = 0,05.

Poziom ekspresji badanych genéw w dwodch grupach: kontrolnej i badanej, zostat
poddany analizie nieparametrycznej testem U Manna-Whitneya. Natomiast korela-
cje miedzy poziomem ekspresji badanych genow a cechami kliniczno-
patologicznymi badanych tkanek i objawami klinicznymi u pacjentow (co najmniej
jedna ze zmiennych wyrazona bylta na poziomie porzadkowym) byly analizowane za
pomocg wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana. Zalozono, ze wartos¢ R
wynoszaca okoto 0,20 (i -0,20) oznacza niskg korelacje, 0,60 (-0,60) srednig korela-
cj¢ okoto 0,80 (-0,80)wysoka korelacje badanych cech i zmiennych. Poziom ekspre-
sji badanych genéw w trzech grupach o réznych stopniach zaawansowania kieszonki
retrakcyjnej zostal poddany analizie nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa.
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4. WYNIKI
4.1 Analiza cech epidemiologiczno-klinicznych

Badanie wykonano w grupie 35 pacjentoéw z przewleklym zapaleniem ucha
srodkowego z kieszonkg retrakcyjng, operowanych w Klinice Otolaryngologii GU-
Med w okresie od 1.01.2013 do 31.12.2015 r. z powodu niedostuchu. Pobrana prob-
ka sktadala si¢ ze zmienionej przez proces chorobowy czesci kosci PSZ (okolica
scutum) i fragmentu wciaggnietej btony bebenkowej i tkanki kostnej bocznej Sciany
nadbebenka, wytwarzajacej kieszonke retrakcyjna. Wszystkie zabiegi przeprowadzit
ten sam operator (prof. dr hab. med. Jerzy Kuczkowski). Grupe kontrolng stanowity
fragmenty btony bgbenkowe;j i tkanki kostnej ze scutum, pobierane ze zwtok (n=25)
ludzi w wieku 18-45 lat, zmartych $miercig nagta, bez chorob uszu, w czasie ruty-
nowej sekcji w Zaktadzie Medycyny Sadowej GUMed.

Grupa badana sktadata sie z 7 (20%) mezczyzn oraz 28 (80%) kobiet. Stosunek
pacjentow wg ptci (M:K) wynidst 1:4.

Wiek pacjentow, zgodnie z kryteriami wykluczajacymi z badania wahat si¢ od
18 do 45 lat. Mediana wieku w grupie badanej wyniosta 36,67 lat (m¢zczyzni —
39,71 lat; kobiety — 35,88 lat). W obu w/wym. grupach minimalny i maksymalny
wiek odpowiadat przyjetym granicom wiekowym, czyli 18 i 45 lat. Podzial wieko-
wy w grupie kobiet r6znit si¢ nieznacznie od wieku w grupie me¢zczyzn. W badanej
grupie zaobserwowano przewage pacjentow w III dekadzie zycia. Wykazano dodat-
nig, znamienna statystycznie korelacje miedzy wiekiem pacjentéw a typem i pozio-
mem niedostuchu (tab. 6). U pacjentéw w IIl i IV dekadzie zycia najczegsciej rozpo-
znawano niedostuch przewodzeniowy z umiarkowanym lub $rednim stopniem nie-
dostuchu. Nie wykazano natomiast statystycznie istotnego zwigzku miedzy wiekiem
pacjentow a plcig, typem kieszonki retrakcyjnej oraz stopniem jej zaawansowania
(tab. 6).

Zmiany chorobowe dotyczyly tylko jednego ucha pacjenta w 35 przypadkach
(100%), wsrod ktorych zmiany patologiczne stwierdzono w uchu prawym u 22 pa-
cjentow (62,86%), w uchu lewym u 13 (37,14%).

Wsrod objawow otologicznych u chorych odnotowano: szumy uszne u 6
(17,14%); wyciek z ucha u 11 (31,43%); okresowe zawroty glowy u 6 (17,14%)
pacjentow. Wykazano dodatni, istotny statystycznie zwigzek migdzy obecno$cia
szumow usznych a typem niedostuchu oraz stopniem niedostuchu (tab. 7). Najcze-
$ciej szumy uszne wystepowaly u pacjentéw z niedosluchem mieszanym umiarko-
wanego 1 $redniego stopnia. Nie wykazano natomiast statystycznie istotnego zwigz-
ku miedzy szumem usznym a wiekiem pacjentdéw, plcia, typem KR oraz stopniem
jej zaawansowania. Wyciek z ucha najczesciej obserwowano u chorych z KR w
p6znym stadium zaawansowania (III i IV stadium), co potwierdza dodatnia, zna-
mienna statystycznie korelacja miedzy obecnoscig wyciekow z ucha a stadium zaa-
wansowania (tab. 7).

Wykazano dodatnig, znamienna statystycznie korelacj¢ migdzy obecnoscig incy-
dentow zawrotow glowy oraz wiekiem, typem i poziomem niedostuchu (tab. 7).
Napady zawrotow glowy stwierdzono u pacjentow w III i IV dekadzie zycia,
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u ktorych rozpoznano niedostuch mieszany z umiarkowanym i $rednim stopniem
niedostuchu. W badaniach laboratoryjnych podwyzszong leukocytoze stwierdzono u
1 (2,86%) pacjenta, a podwyzszenia wskaznikow OB, CRP nie stwierdzono w bada-
nej populacji. Czas od stwierdzenia pierwszych objawdw choroby (najczesciej nie-
dostuchu) do leczenia operacyjnego wynosit M=5,4 lat. Okres trwania choroby nie
r6znil si¢ w istotny sposob pomigdzy grupg badanych kobiet a mg¢zezyzn (kobiety -
4,9 lat; mezczyzni - 5,6 lat).

Tabela 6. Korelacja zmiennych danych demograficznych oraz cech klinicznych
pacjentow z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonkg retrakcyjna
(n=35), p<0,05

Table 6. The variables correlation of demographic and clinical features of patients
with chronic otitis media with retraction pocket (n = 35), p <0.05

Pleé Typ niedostu-  Poziom niedo- Typ KR Stadium zaawan-
chu shuchu sowania
Wiek -0,1785 0,3898 0,4156 -0,0594  -0,1226
Ple¢ - 0,2509 0,2242 0,0094 -0,0321
Typ niedo- - 0,7992 0,0234 -0,0401
stuchu
Poziom - 0,1658 0,0109
niedostluchu
Typ KR - -0,1565

W tabeli przedstawiono warto$¢ wspolczynnika korelacji rangowej R Spearmana.
Kolorem zéttym oznaczono wyniki z wysokim wspoétczynnikiem R Spearmana.

Tabela 7. Korelacja migdzy cechami klinicznymi pacjentéw z przewlektym zapale-
niem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna (n=35), p<0,05

Table 7. The correlation between the clinical features of patients with chronic otitis
media with retraction pocket (n = 35), p <0.05

Wiek Pleé Typ Poziom Typ KR Stadium
niedo- niedo- Zaawanso-
stuchu stuchu wania

Perforacja BB 0,0189  -0,0805 0,1787  0,0885  -0,2066 0,4341
Szum uszny 0,3629  0,0449  0,5883  0,5867 -0,1294 0,034

Wyciek z ucha -0,0032 0,0411  0,2321 0,0678 -0,1704 0,3741
Ziarnina -0,1613 0,006 -0,1558  -0,2646 -0,268 0,4546

Zawroty glowy 0,3396 0,0061  0,5277 0,4608  0,0965  0,0732
W tabeli przedstawiono warto§¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.
Kolorem z6ttym oznaczono wyniki z wysokim wspolczynnikiem R Spearmana.
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4.2 Analiza danych otologicznych

W badaniu mikrootoskopowym wykazano KR w czgsci wiotkiej btony beben-
kowej u 10 (28,57%) chorych, w czesci napietej u 25 (71,43%).

Perforacj¢ btony bebenkowej w jej czesci wiotkiej stwierdzono u 1 (2,86%) pa-
cjenta, w czesci napigtej KR u 5 (14,28%). Wykazano dodatnig, znamienna staty-
stycznie korelacje migdzy obecnoscig perforacji btony bgbenkowej a stadium zaa-
wansowania kieszonki retrakcyjnej (tab. 7). Zaobserwowano, ze perforacja btony
begbenkowej wystepuje w zaawansowanym stadium rozwoju KR (IIT i IV stadium).

Obecno$¢ tkanki ziarninowej w PSZ stwierdzono u 5 (14,28%) chorych. Wyka-
zano dodatnig zalezno$¢ miedzy obecno$cig ziarniny w przewodzie stuchowym ze-
wnetrznym i/lub jamy bebenkowej od stadium zaawansowania kieszonki retrakcyj-
nej (tab. 7). Jak i w przypadku perforacji btony bebenkowej, obecnos¢ ziarniny za-
obserwowano w zaawansowanym stadium rozwoju kieszonki retrakcyjnej.

4.3. Stopien zaawansowania kieszonki retrakcyjnej

Kieszonke retrakcyjna w czgsci wiotkiej (wg klasyfikacji Tosa): II stopnia
stwierdzono u 1 (2,86%) pacjenta, I1I stopnia u 7 (20%), IV stopnia u 2 (5,71%).

Kieszonke retrakcyjng w cze$ci napietej blony bebenkowej (wg klasyfikacji
Sade): 1I stopnia stwierdzono u 5 (14,28%) pacjentdéw, III stopnia —u 7 (20%), IV
stopnia — u 13 (37,14%). Nie obserwowano pacjentow z kieszonka retrakcyjna w 1
stadium rozwoju, co moze wynika¢ z braku dolegliwosci ze strony ucha.

Wykazano dodatnig, znamienng statystycznie korelacj¢ miedzy stadium zaawan-
sowania kieszonki retrakcyjnej w czesci napigtej i czesci wiotkiej blony bebenkowe;j
a obecnoscig takich objawow klinicznych jak: perforacja blony bgbenkowej, wyciek
z ucha, obecnos¢ tkanki ziarninowej. Nie wykazano natomiast statystycznie istotne-
go zwiazku migdzy stadium zaawansowania KR a wystepowaniem u pacjentow
szumow usznych czy zawrotow gtowy. Nie stwierdzono rowniez zwigzku z wiekiem
pacjentow, picia, typem niedostuchu, poziomem niedostuchu oraz typem kieszonki
retrakcyjnej (tab. 6, 7).

4.4 Analiza danych audiologicznych

Analizujac wyniki badan audiometrycznych okazalo si¢, ze niedostuch przewo-
dzeniowy miato 22 pacjentow (62,8%), niedostuch mieszany — 13 (37,2%). Sredni
poziom niedostuchu w grupie pacjentéw z niedostuchem przewodzeniowym wynosit
40 dB, w grupie pacjentow z niedostuchem mieszanym — 59 dB; $redni poziom nie-
dostuchu w catej grupie badanej wynosit — 47 dB. Wigkszo$¢ mezczyzn w grupie
badanej miato niedostuch niewielkiego (42,8% me¢zczyzn) i umiarkowanego stopnia
(42,8% mezczyzn) (ryc. 26). Istotnie statystycznie wigcej kobiet niz me¢zczyzn miato
niedostuch umiarkowany (64,2% kobiet) (ryc. 26).
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Srednia rezerwy §limakowej dla ucha z kieszonka retrakcyjna miescila sie
w przedziale od 20 dB do 45 dB, a $rednia rezerwa slimakowa dla catej grupy - 21,3
dB przed operacja.

Wykonano analiz¢ danych audiologicznych: glebokos¢ niedostuchu, typ niedo-
stuchu a zmiennymi demograficznymi i cechami klinicznymi przewlektego zapale-
nia ucha $rodkowego (wiek, ple¢, typ kieszonki retrakcyjnej oraz stopien jej zaa-
wansowania, wystepowanie wyciekow z ucha, szumow usznych, zawrotéw gltowy,
obecno$¢ perforacji btony begbenkowej i tkanki ziarninowej w obrebie ucha ze-
wnetrznego 1 $rodkowego. Wykazano pozytywny, statystycznie istotny zwiazek
miedzy typem niedostuchu a wiekiem pacjenta, poziomem niedostuchu, obecnoscia
szuméw usznych oraz wystepowaniem zawrotow glowy (tab. 6, 7). Wykazano do-
datnia, statystycznie istotna korelacje miedzy poziomem niedostuchu a wiekiem
pacjentow, typem niedostuchu, wystepowaniem szumow usznych oraz zawrotow
glowy. Okazato si¢, ze im starszy pacjent tym glebszy byt poziom niedostuch oraz
glebsza warto$¢ komponentu odbiorczego niedostuchu w przypadku niedostuchu
mieszanego. Wigkszy poziom niedostuchu obserwowano u pacjentdéw z cechami
czynnego stanu zapalnego w wywiadzie: ziarnina w obrgbie ucha, wyciek z ucha

i zawroty gtowy. Rozpatrujac pozostale cechy nie wykazano zaleznos$ci statystycz-
nych.

Czestosc wystepowania (%)

0 0 0 0

NIEWIELKI UMIARKOWANY  SREDNI GLEBOKI BARDZO GLEBOKI
Stopien niedostuchu (wg. Kochanka)

® Mezczyzni ™ Kobiety

Rycina 26. Czgsto$¢ wystegpowania (%) w zaleznosci od plci réoznych stopni niedo-
stuchu u chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrak-
cyjng

Figure 26. The incidence of (%) depending on the sex of different degrees of hear-
ing loss in patients with chronic otitis media with retraction pocket
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4.5 Analiza wynikow badan molekularnych

W grupie badanej (n=35) i grupie kontrolnej (n=25) okreslono poziom ekspresji
genu [L-1a, IL-6, IL-10, TNF-0, MMP-9 oraz TNFSFI1 na poziomie mRNA za po-
moca metody RT-PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki przedstawiono jako wzgled-
ny poziom ekspresji badanego genu w stosunku do poziomu ekspresji genu referen-
cyjnego (tab. 8).

Za pomocg testow ELISA okreslono st¢zenie IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-
9 oraz RANKL w materiale biologicznym pobranym od chorych z przewlektym
zapaleniem ucha $srodkowego z KR oraz w grupie kontrolnej (tab. 9).

Uzyskane wyniki pokazuja istotny wzrost poziomu ekspresji badanych genow
zardwno na poziomie mRNA jak i na poziomie biatka w grupie badanej w poréwna-
niu z grupg kontrolna.

Tabela 8. Poziom ekspresji genow IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-o, MMP-9 i TNFSF11 u
chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego i kieszonkg retrakcyjng

Table 8. The genes expression level of IL-1o, IL-6, IL-10, TNF-0, MMP-9 and
TNFSF11 in patients with chronic otitis media and retraction pocket

IL-1a 1L-6 IL-10 TNF-o0 MMP-9 TNFSFI11
Grupa
badana 0,00993  0,00272 0,0206* 0,022*  5,105%* 0,665%*
*

M) *

Grupa 0,0001
kontrol-  0,00048 0,00025 0,00008 2,115 0,000245
na (M)

M = mediana; * - p<0,05

Tabela 9. Stezenie IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-9 i RANKL u chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego i kieszonka retrakcyjng

Table 9. Concentration of IL-lo, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-9 and RANKL
in patients with chronic otitis media and retraction pocket

IL-1a IL-6 IL-10 TNF-a MMP-9 RANKL

(pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa
badana
M)
Grupa
kon-
trolna 2 0,66 1,75 0,95 0,13 4

M)

M = mediana; * - p<0,05

15% 13,215*  29,3* 16,75* 5,23*% 40*
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4.5.1 Ocena poziomu ekspresji genu dla IL-1a u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

U chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna
dochodzi do znacznego wzrostu poziomu mRNA dla genu /L-1a (x20,69). Wartos¢
srodkowa (M) w grupie badanej wynosi 0,00993 a w grupie kontrolnej /=0,00048;
p=0,00000000006 (ryc. 27 A).

W wykonanym tescie ELISA okres$lono stezenie IL-1a (ryc. 27 B). W grupie
badanej (n=35) stezenie IL-1a wynosito M= 15pg/ml i bylo znacznie wyzsze (x7,5)
niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok, w ktorym wynosito M= 2pg/ml,
p=0,0000000000337.

1,0 ——

p=0,00000000006

0,9
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[
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Rycina 27 A. Ekspresja genu /L-/0o w materiale biologicznym u chorych z przewle-
ktym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng na poziomie mRNA
Figure 27 A. Expression of IL-1o. gene in biological material in patients with chron-
ic otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 27 B. Ekspresja genu /L-/o w materiale biologicznym u chorych z przewle-
ktym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng na poziomie biatka
Figure 27 B. Expression of IL-1a gene in biological material in patients with chron-
ic otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.2 Ocena poziomu ekspresji genu dla IL-6 u chorych z przewleklym za-
paleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjng

W grupie badanej (n=35) poziom ekspresji genu /L-6 w stosunku do genu refe-
rencyjnego fB-aktyny (ACTB), okreslony za pomocg metody RT-PCR w czasie rze-
czywistym (tab. 4), warto$¢ srodkowa wynosita 0,00272 i byta znacznie wyzsza
(x10,88) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok (n=25), gdzie
M=0,00025, p=0,007 (ryc. 28 A).
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Za pomoca testu ELISA okre$lono stezenie IL-6 (ryc. 28 B). W grupie badane;j
(n=35) stezenie IL-6 wynositlo M=13,215 pg/ml i byto znacznie wyzsze (x20,02) niz
w materiale biologicznym pobranym ze zwtok (n=25), w ktoérym stezenie biatka
wynosito M=0,66 pg/ml, p=0,0000000000451.
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p=0,007
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Rycina 28 A. Ekspresja genu /L-6 w materiale biologicznym u chorych z przewle-
ktym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng na poziomie mRNA
Figure 28 A. Expression of IL-6 gene in biological material in patients with chronic
otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 28 B. Ekspresja genu /L-6 w materiale biologicznym u chorych z przewle-
ktym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna na poziomie biatka
Figure 28 B. Expression of IL-6 gene in biological material in patients with chronic
otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.3 Ocena poziomu ekspresji genu dla IL-10 u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

U chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng
dochodzi do znacznego wzrostu poziomu mRNA dla genu /L-10 (x2575). Wartos¢
srodkowa (M) w grupie badanej wynosi 0,0206 a w grupie kontrolnej A=0,00008;
p=0,00000000051 (ryc. 29 A).

Wykonano test ELISA, w ktorym okreslono stezenie IL-10 (ryc. 29 B). W gru-
pie badanej (n=35) stgzenie IL-10 wynosito M= 29,3pg/ml i bylo znacznie wyzsze
(x16,74) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwtok, w ktorym wynosito M=
1,75pg/ml, p=0,0000000000337.
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Rycina 29 A. Ekspresja genu /L-10 w materiale biologicznym u chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng na poziomie mRNA
Figure 29 A. Expression of IL-10 gene in biological material in patients with chron-
ic otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 29 B. Ekspresja genu /L-10 w materiale biologicznym u chorych z przewle-
ktym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna na poziomie biatka
Figure 29 B. Expression of IL-10 gene in biological material in patients with chron-
ic otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.4 Ocena poziomu ekspresji genu dla TNF-a u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

U chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng
dochodzi do znacznego wzrostu poziomu mRNA dla genu TNF-a (x157,14). War-
tos¢ s$rodkowa (M) w grupie badanej wynosi 0,022 a w grupie kontrolnej
M=0,00014; p=0,00000000192 (ryc. 30 A).

Wykonano test ELISA, w ktorym okreslono stgzenie TNF-a (ryc. 30 B). W gru-
pie badanej (n=35) stezenie TNF-a wynosito M= 16,75pg/ml i bylo znacznie wyzsze
(x17,6) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok, w ktorym wynosito M=
0,95pg/ml, p=0,0000000000445.
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Rycina 30 A. Ekspresja genu TNF-a w materiale biologicznym u chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng na poziomie mRNA
Figure 30 A. Expression of TNF-o gene in biological material in patients with
chronic otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 30 B. Ekspresja genu TNF-o w materiale biologicznym u chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng na poziomie biatka
Figure 30 B. Expression of TNF-o gene in biological material in patients with
chronic otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.5 Ocena poziomu ekspresji genu dla MMP-9 u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

W grupie badanej (n=35) poziom ekspresji genu MMP-9 w stosunku do genu
referencyjnego (TBP, ang. TATA-binding protein), okreslony za pomocg metody
RT-PCR w czasie rzeczywistym (tab. 4), warto§¢ srodkowa wynosita 5,105 i byta
wyzsza (x2,41) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok (n=25), gdzie
M=2,115, p=0,00000218 (ryc. 31 A).

Za pomocg testu ELISA okreslono stgzenie MMP-9 (ryc. 31 B). W grupie bada-
nej (n=35) stgzenie MMP-9 wynosito M= 5,23ug/ml i bylo znacznie wyzsze
(x40,23) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwtok (n=25), w ktoérym steze-
nie biatka wynosito M= 0,13pg/ml, p=0,0000000000414.



64 Dmitry Tretiakow

85

—T1 p=0,00000218

30

25

20 1

15

mRNA MMP-9/ TBP

10 ¢

e

- , O Mediana

[]25%-75%
Badana Grupa Kontrolna T Min-Maks

Rycina 31 A. Ekspresja genu MMP-9 w materiale biologicznym u chorych z prze-
wlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng na poziomie mRNA
Figure 31 A. Expression of MMP-9 gene in biological material in patients with
chronic otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 31 B. Ekspresja genu MMP-9 w materiale biologicznym u chorych z prze-
wleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna na poziomie biatka
Figure 31 B. Expression of MMP-9 gene in biological material in patients with
chronic otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.6 Ocena poziomu ekspresji genu dla RANKL u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

U chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng
dochodzi do znacznego wzrostu poziomu mRNA dla genu TNFSF11 (x2714). War-
tos¢ srodkowa (M) w grupie badanej wynosi 0,665 a w grupie kontrolnej
M=0,000245; p=0,00000000035 (ryc. 32 A).

Wykonano test ELISA, w ktorym okre§lono stezenie RANKL (ryc. 32 B).
W grupie badanej (n=35) stezenie RANKL wynosito M= 40pg/ml i byto znacznie
wyzsze (x10) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwtok, w ktérym wynosito
M= 4pg/ml, p=0,0000000000426.
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Rycina 32 A. Ekspresja genu TNFSFII w materiale biologicznym u chorych z
przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna na poziomie
mRNA

Figure 32 A. Expression of TNFSF11 in biological material in patients with chronic
otitis media with a retraction pocket on the mRNA level
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Rycina 32 B. Ekspresja genu TNFSFI1 w materiale biologicznym u chorych z
przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng na poziomie
biatka

Figure 32. Expression of TNFSF11 in biological material in patients with chronic
otitis media with a retraction pocket on the protein level

4.5.7 Korelacja miedzy oznaczonym poziomem mRNA a poziomem bialka w
analizie ekspresji badanych genéw

Ekspresja genu jest procesem wieloetapowym, $cisle regulowanym na wielu
poziomach. Najczesciej wzrost lub spadek poziomu mRNA dla danego genu skutku-
je wzrostem lub spadkiem poziomu biatka. Jednak niekiedy w procesach patolo-
gicznych, na przyktad w procesie nowotworowym, nie obserwuje si¢ dodatniej kore-
lacji migdzy ilo$cig mRNA a iloscig biatka danego genu [71].

Dlatego tez sprawdzono stopien zaleznosci poziomu mRNA danego transkryptu
do ilosci biatka zaré6wno w calej analizowanej populacji jak i w poszczegdlnych jej
grupach (badana, kontrolna) (tab. 10, 11, 12).
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Tabela 10. Korelacja migdzy poziomem mRNA badanych genéw a poziomem ich
produktu biatkowego (p<0,05) w materiale biologicznym obu grup (n=60)

Table 10. The correlation between mRNA levels of the studied gene and level of the
protein product (p<0.05) in the biological material both groups (n=60)

Gen IL-1a IL-6 IL-10 TNF-a MMP-9 TNFSFI11
Biatko
IL-10* 0,87
IL-6* 0,29
IL-10* 0,88
TNF-o* 0,78
MMP-9* 0,81
RANKL* 0,84
W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana. Kursywa
oznaczono ekspresj¢ genow badanych cytokin; ,,*” - oznaczono st¢zenie badanych cytokin.

Tabela 11. Korelacja migdzy poziomem mRNA badanych genéw a poziomem ich
produktu biatkowego (p<0,05) w materiale biologicznym u chorych z przewleklym
zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng (n=35)

Table 11. The correlation between mRNA levels of the studied genes and level of the
protein product (p<0.05) in biological material in patients with chronic otitis media
with a retraction pocket (n=35)

Gen IL-la 1L-6 IL-10 TNF-a MMP-9  TNFSFI1
Biatko
IL-1a* 0,5
IL-6* -0,16
IL-10% 0,75
TNF-a* 0,49
MMP-9* 0,91
RANKL* 0,53
W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana. Korelacja
istotna z p< 0,05. Kursywa oznaczono ekspresje gendéw badanych cytokin; ,,*” - oznaczono
stezenie badanych cytokin.
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Tabela 12. Korelacja miedzy poziomem mRNA badanych gendw a poziomem ich
produktu biatkowego (p<0,05) w materiale biologicznym w  grupie kontrolnej
(n=25)

Table 12. The correlation between mRNA levels of the studied genes and level of
the protein product (p<0.05) in biological material in the control group (n=25)

Gen IL-la IL-6 IL-10 TNF-a MMP-9 TNFSFI11
Biatko
IL-1a* 0,55
IL-6% 0,15
IL-10* 0,28
TNF-0* -0,14
MMP-9* 0,21
RANKL* 0,44
W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana. Korelacja istotna z

p< 0,05. Kursywa oznaczono ekspresje¢ genow badanych cytokin; ,,*” - oznaczono st¢zenie badanych
cytokin.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykonana przy uzyciu wspotczyn-
nika korelacji rang Spearmana pokazata, ze istnieje znamienny statystycznie zwig-
zek miedzy poziomem mRNA danego genu a jego produktem biatkowym (tab. 11)
w calej populacji, tj. w grupie kontrolnej i badanej (n=60). Najsilniejsza korelacje
zaobserwowano migdzy iloscia mRNA dla genu /L-la (R=0,87)i/L-10(R=0,88)
a stezeniem ich biatek. Najstabszy zwigzek jest migdzy mRNA /L-6 (R=0,29) a jego
produktem biatkowym.

Ponadto dokonano poréwnania migdzy poziomami mRNA badanych genow
a poziomami biatka w poszczegolnych grupach: badanej (n=35) i kontrolnej (n=25).
Co ciekawe, podobny stopien korelacji zaobserwowano w dwoch analizowanych
grupach jedynie dla ekspresji genu IL-1a 1 TNFSF11. W przypadku ekspresji gendw
IL-6, IL-10, TNF-a. i MMP-9 stopien korelacji znacznie si¢ rozni w obu grupach.
W przypadku ekspresji genu IL-6 zaobserwowano staba korelacje w populacji og6l-
nej (n=60, R=0,29), grupie badanej (R= -0,15) 1 grupie kontrolnej
R=0,14).Cickawostka jest to, ze w grupie badanej ten zwiazek jest ujemny, a w gru-
pie kontrolnej — dodatni. Podobna sytuacje zaobserwowano w analizie ekspresji
genu TNF-o, gdzie w grupie badanej stwierdzono przecigtng dodatnia korelacje
(R=0,48) a w grupie kontrolnej wykryto ujemny zwigzek (R= -0,14) migdzy pozio-
mem mRNA TNF-a a poziomem biatka TNF-a. Poziom korelacji dla TNF-a w po-
pulacji og6lnej byl bardzo wysoki (R=0,76). Zaobserwowane réznice w ekspresji
gendw IL-6 1 TNF- a migdzy grupa badang a kontrolng moga wynika¢ ze skrocenia
czasu pottrwania (t1/2) w/wym. cytokin w niektorych stanach patologicznych [61,
65, 116, 135].

Analizujgc poziom ekspresji genu IL-10 wykryto bardzo wysoki poziom korela-
cji (R=0,75) dla produktu biatkowego w grupie chorych z przewleklym zapaleniem
ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna.
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W grupie kontrolnej ten zwiazek jest staby (R=0,28). W bardzo podobny sposéb do
poziomu ekspresji genu IL-10 zachowuje si¢ poziom ekspresji genu MMP-9.

W populacji ogolnej wykryto bardzo wysoki poziom korelacji (R=0,81) miedzy
poziomem mRNA danego genu a jego produktem biatkowym. W grupie badanej
zaobserwowano prawie petng korelacje (R=0,91) miedzy iloscia mRNA dla genu
MMP-9 a stezeniem jego biatka. W grupie kontrolnej ten zwigzek jest slaby
(R=0,21).

4.5.8 Zalezno$¢ miedzy poziomem ekspresji badanych genéw a danymi de-
mograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

4.5.8.1 Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu IL-1a a danymi demo-
graficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjng

Dokonano analizy statystycznej i poszukiwanie korelacji mi¢dzy poziomem
ekspresji genu /L-/o a danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi. W ana-
lizie uwzgledniono wiek i pte¢ pacjentow, typ niedostuchu i jego poziom, typ kie-
szonki retrakcyjnej 1 stopien zaawansowania choroby, obecnos¢ wyciekow z ucha,
szumow usznych, zawrotow glowy, obecnos¢ tkanki ziarninowej w obrgbie ucha
srodkowego 1 zewnetrznego, perforacji btony bgbenkowe;.

Tabela 13. Korelacja miedzy poziomem mRNA dla genu /L-/o a wybranymi ce-
chami klinicznymi (p<0,05)

Table 13. The correlation between the level of mRNA for IL-1a gene and selected
clinical features (p <0.05)

Stopien zaawan- Perforacja . Lo
sowania KR BB Wyciek Ziarnina
IL-1a 0,3 0,17 0,18 0,26

W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.
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Rycina 33 A. Porownanie poziomu ekspresji genu /L-/o w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna
btony begbenkowej (n=35) w roznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na po-

ziomie mRNA

Figure 33 A. Comparing the level of gene expression of IL-1a in the biological ma-
terial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane (n = 35) at various degrees of its advancement (p <0.05) on the mRNA

level
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Rycina 33 B. Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-/o w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna
btony bebenkowej (n=35) w rdéznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na po-
ziomie biatka

Figure 33 B. Comparing the level of gene expression of IL-1a in the biological ma-
terial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane (n = 35) at various degrees of its advancement (p <0.05) on the protein
level
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4.5.8.2 Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu /L-6 a danymi demogra-
ficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem ucha
srodkowego z kieszonka retrakcyjna

Dokonano analizy statystycznej z okre$leniem zalezno$ci migdzy poziomem
ekspresji genu /L-6 a danymi demograficznymi i cechami klinicznymi.

W analizie uwzglgdniono wiek i pte¢ pacjentéw, typ niedostuchu i jego poziom,
typ kieszonki retrakcyjnej i stopien zaawansowania choroby, obecno$¢ wyciekow
z ucha, szuméw usznych, zawrotow glowy, obecnos¢ tkanki ziarninowej w obrebie
ucha srodkowego i zewnetrznego oraz perforacji blony bebenkowe;.

Tabela 14. Korelacja migdzy poziomem mRNA dla genu /L-6 a wybranymi
cechami klinicznymi (p<0,05)

Table 14. The correlation between the level of mRNA for IL-6 gene and selected
clinical features (p<0.05)

Stopien zaa- o fora- Wy- Ziar- Szum Zawro-
wansowania . . . uszny ty glo-
cja BB ciek nina
KR wy
IL-6 -0,15 -0,31 -0,3 -0,16 -0,3 -0,23

W tabeli przedstawiono wartos¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.

Tabela 15. Korelacja miedzy stezeniem IL-6 a wybranymi cechami klinicznymi
(p<0,05)

Table 15. The correlation between the concentration of IL-6 and selected clinical
features (p<0.05)

Stopien za- Perforacja

awansowa- BB Wyciek Ziarnina
nia KR
IL-6 0,82 0,41 0,42 0,53

W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.

W przypadku analizy uzyskanych danych dotyczacych stezenia IL-6 zaobser-
wowano wzrost st¢zenia danego biatka ze zwigkszeniem stopnia zaawansowania KR
btony bgbenkowej (ryc. 34 A i B).
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Rycina 34 A. Porownanie poziomu ekspresji genu /L-6 w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna
w roéznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie mRNA

Figure 34 A. Comparing the level of gene expression of IL-6 in the biological mate-
rial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane at various degrees of its advancement (p <0.05) on the mRNA level
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Rycina 34 B. Porownanie poziomu ekspresji genu /L-6 w materiale biologicznym u
chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonkg retrakcyjng w
réznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie biatka

Figure 34 B. Comparing the level of gene expression of IL-6 in the biological ma-
terial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the protein level
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4.5.8.3 Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu /L-10 a danymi demo-
graficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

Dokonano analizy statystycznej i poszukiwania korelacji migdzy poziomem
ekspresji genu /L-10 a danymi demograficznymi i cechami klinicznymi. W analizie
uwzgledniono wiek i pte¢ pacjentow, typ niedostuchu i jego poziom, typ kieszonki
retrakcyjnej 1 stopien zaawansowania choroby, obecnos¢ wyciekéw z ucha, szuméw
usznych, zawrotow glowy, obecnos¢ tkanki ziarninowej w obrebie ucha srodkowego
1 zewnetrznego oraz perforacji blony bebenkowe;.

Tabela 16. Korelacja migdzy okreslonym poziomem mRNA dla genu /L-10 a wy-
branymi danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi (p<0,05)

Table 16. The correlation between a certain level of mRNA for the genell-10 and
selected demographic data and clinical features (p<0.05)

Stopien zaawanso-

wania KR Perforacja BB Ziarnina

IL-10 -0,68 -0,14 -0,22

W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.
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Rycina 35 A. Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-/(0) w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng w
réznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie mRNA

Figure 35 A. Comparing the level of gene expression of IL-10 in the biological ma-
terial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the mRNA level
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Rycina 35 B. Poréwnanie poziomu ekspresji genu /L-/0 w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna w
r6znych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie biatka

Figure 35 B. Comparing the level of gene expression of IL-10 in the biological ma-
terial in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tympanic
membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the protein level
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4.5.8.4 Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu 7TNF-o a danymi demo-
graficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i wykonano poszukiwanie kore-
lacji miedzy poziomem ekspresji genu TNF-a a danymi demograficznymi i cechami
klinicznymi. W analizie uwzgledniono wiek i pte¢ pacjentow, typ niedostuchu i jego
poziom, typ kieszonki retrakcyjnej i stopien zaawansowania choroby, obecno$¢ wy-
ciekow z ucha, szumow usznych, zawrotow gtowy, obecnos¢ tkanki ziarninowej
w obrebie ucha srodkowego 1 zewnetrznego oraz perforacji btony bebenkowe;j.

Tabela 17. Korelacja migedzy poziomem mRNA dla genu TNF-a a wybranymi ce-
chami klinicznymi (p<0,05)

Table 17. The correlation between the levels of mRNA for TNF-o gene and selected
clinical features (p<0.05)

Stopien zaa-

wansowania Perforacja Ziarnina Wyciek
BB
KR
TNF-a 0,91 0,41 0,37 0,35

W tabeli przedstawiono wartos¢ wspotczynnika korelacji rangowej R Spearmana.

W przypadku analizy uzyskanych danych dotyczacych stezenia TNF-a zaobser-
wowano podwyzszenie stezenia danego biatka w bardziej zaawansowanych stop-
niach rozwoju KR btony bgbenkowej w stosunku do wezesnego stopnia jej rozwoju
(ryc. 36 A1 B).
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Rycina 36 A. Porobwnanie poziomu ekspresji genu TNF-a w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng w
réznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie mRNA

Figure 36 A. Comparing the level of gene expression of TNF-a in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the mRNA level
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Rycina 36 B. Porownanie poziomu ekspresji genu TNF-o. w materiale biologicznym
u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng w
r6znych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie biatka

Figure 36 B. Comparing the level of gene expression of TNF-o. in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the protein level
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4.5.8.5 Korelacja miedzy poziomem ekspresji genu MMP-9 a danymi demo-
graficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i okreslono zaleznosci migdzy
poziomem ekspresji genu MMP-9 a cechami demograficznymi i klinicznymi.
W analizie uwzgledniono wiek i pte¢ pacjentow, typ niedostuchu i jego poziom, typ
kieszonki retrakcyjnej i stopien zaawansowania choroby, obecnos¢ wyciekdéw
z ucha, szuméw usznych, zawrotow glowy, obecnos$¢ tkanki ziarninowej w obrgbie
ucha $rodkowego i zewnetrznego oraz perforacji btony bebenkowe;j.
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Rycina 37 A. Porownanie poziomu ekspresji genu MMP-9 w materiale biologicz-
nym u chorych z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyj-
ng w réznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie mRNA

Figure 37 A. Comparing the level of gene expression of MMP-9 in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the mRNA level
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Rycina 37 B. Poréwnanie poziomu ekspresji genu MMP-9 w materiale biologicz-
nym u chorych z przewlekltym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonkg retrakcyj-
ng w roznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie biatka

Figure 37 B. Comparing the level of gene expression of MMP-9 in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the protein
level
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4.5.8.6 Zalezno$¢ miedzy poziomem ekspresji genu TNFSFI11 a danymi de-
mograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha Srodkowego z kieszonka retrakcyjna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i poszukiwano korelacji miedzy
poziomem ekspresji genu TNFSFI11 a danymi demograficznymi i cechami klinicz-
nymi. W analizie uwzgledniono wiek i pte¢ pacjentdéw, typ niedostuchu i jego po-
ziom, typ kieszonki retrakcyjnej i stopien zaawansowania choroby, obecno$¢ wycie-
kéw z ucha, szuméw usznych, zawrotow glowy, obecnos¢ tkanki ziarninowej
w obrgbie ucha $rodkowego 1 zewngtrznego oraz perforacji btony bebenkowe;.

Tabela 18. Korelacja migdzy poziomem mRNA dla genu TNFSF11 a wybranymi
cechami klinicznymi (p<0,05)

Table 18. The correlation between the level of mRNA for the gene TNFSF11 and
selected clinical features (p<0.05)

Stopien zaa-

wansowania Wyciek Perforacja Ziarnina
KR
TNFESF11 0,92 0,37 0,45 0,51

W tabeli przedstawiono warto$¢ wspolezynnika korelacji rangowej R Spearmana.

Tabela 19. Zwiazek miedzy stezeniem RANKL a cechami klinicznymi u chorych
z przewlektym zapaleniem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng (p<0,05)

Table 19. The relationship between levels of RANKL and clinical features of pa-
tients with chronic otitis media with retraction pocket (p<0.05)

Stopien zaawansowania
Typ KR KR

RANKL -0,5 0,45 0,41
W tabeli przedstawiono warto$¢ wspotezynnika korelacji rangowej R Spearmana.

Ziarnina
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Rycina 38 A. Porownanie poziomu ekspresji genu TNFSF11 w materiale biologicz-
nym u chorych z przewlektym zapaleniem ucha $§rodkowego z kieszonkg retrakcyjna
w roéznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie mRNA

Figure 38 A. Comparing the level of gene expression of TNFSF11 in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the mRNA level
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Rycina 38 B. Poréwnanie poziomu ekspresji genu TNFSF1/ w materiale biologicz-
nym u chorych z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka retrakcyj-
ng w réznych stopniach jej zaawansowania (p<0,05) na poziomie biatka RANKL
Figure 38 B. Comparing the level of gene expression of TNFSF11 in the biological
material in patients with chronic otitis media with a retraction pocket of the tym-
panic membrane at various degrees of its advancement (p<0.05) on the protein
RANKL level
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4.6 Wyniki badan transmisyjnej mikroskopii elektronowej

Material biologiczny (w postaci kieszonki retrakcyjnej) uzyskany §rodoperacyj-
nie z fragmentow btony bebenkowej oceniano w mikroskopie §wietlnym i transmi-
syjnym mikroskopie elektronowym (TEM). Dokonano wnikliwej analizy ultrastruk-
tury badanego materiatu, majac $wiadomos¢, ze trudno bedzie odnies¢ si¢ do nader
skapych danych dotyczacych ultrastruktury w pis$miennictwie naukowym [1, 68, 72,
143].

Material pobrany zostat od 10 pacjentow. Kazdorazowo poddawany byl proce-
durze utrwalania, odwadniani a i kontrastowania wg. opisu zamieszczonego w roz-
dziale ,,Materiat i metody”.

Ogotem wykonano ponad 130 bloczkoéw eponowych z zatopionym materiatem
przeznaczonym do analizy. Nastepnie po obrobce mechanicznej z kazdego bloczka
sporzadzono preparaty poéicienkie, ktore po barwieniu oceniano w mikroskopie
$wietlnym. Szczegotowa analiza histologiczna pozwolila na wyodrebnienie i wska-
zanie mikroskopijnych fragmentow preparatu do badania ultrastruktury. Kolejnym
etapem byto wykonanie skrawkow ultracienkich i umieszczenie ich na siatkach mie-
dzianych (400 oczek na siatce) wczesniej pokrytych membrang wykonang
z formwaru. Lacznie sporzadzono ponad 500 preparatow ultracienkich i po dobar-
wieniu ich solami metali cigzkich analizowano obrazy w mikroskopie elektrono-
wym.

Wyniki obserwacji dokumentowano wykonujac elekronogramy na kliszach,
ktére nastgpnie poddane zostaly obrobce fotograficznej. Zgromadzenie ponad 600
obrazow pozwolito na wielokrotng, konsekwentng ocen¢ materialu, porownywanie
otrzymanych wynikow i formulowanie wnioskow.
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Rycina 39. Ultrastruktura kieszonki retrakcyjnej. Widoczny zewnetrzny nabtonek
(ang. stratified squamous epithelium) i potozona pod nim tkanka taczna blony wia-
sciwej (lamina propria). Warstwa rogowa nablonka odpadta w trakcie preparatyki.
Obserwujemy wydluzone ciata keratynocytow, o nietypowym uktadzie. Uwagg
zwraca wyrazne wpuklenie si¢ nabtonka w luzng tkanke btony wilasciwej. Jadro
komorkowe (N), blona podstawna (BM)

Figure 39. Ultrastructure of the retraction pockets. The stratified squamous epithe-
lium and situated under him the connective tissue of lamina propria are visible. The
stratum corneum epithelium dropped out in the during preparation. We observe the
elongated body keratinocytes and their unusual arrangement. Attention is given by
clearly invagination of the epithelium in a loose tissue of lamina propria. The nu-
cleus (N), basement membrane (BM)



Rycina 40. Duze powickszenie mikroskopu elektronowego uwidacznia charaktery-
styczne cechy fenotypu keratynocytow: tonofilamenty (T), desmosomy(D) i hemi-
desmosomy (H). W blonie podstawnej (basement membrane) wyr6zni¢ mozna dwie
warstwy (lamina densa 1 lamina lucida). Strzatka wskazuje fragment btony pod-
stawnej o zaburzonej ciggto$ci i zmienionej budowie. Jadro komorkowe (N), jaderko
(Nu), mitochondria (M)

Figure 40. The electron microscope high magnification de monstrates the
consitution keratinocytes: tonofilaments (T), desmosomes (D) and hemidesmosomes
(H). The basement membrane can distinguish two layers: lamina densa and lamina
lucida. The arrow indicated fragment of the basal membrane with disturbed conti-
nuity and revised construction. The nucleus (N), nucleolus (Nu), mitochondria (M)
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Rycina 41. Ultrastrukturalne cechy degradacji elementéw komérkowych na terenie
tkanki tacznej wskazujg na zaawansowany proces autofagii. Liczne obtonione wa-
kuole zawieraja strawiony czeSciowo materiat o réznej przeziernosci elektronowe;.
W przestrzeniach migdzy komoérkami fibr blastow widoczne sg elementy widkniste
istoty migdzykomorkowej. Wakuole (V), autofagosom (A), witdkna kolagenowe (C)
Figure 41. Ultrastructural features of cellular elements degradation in the connec-
tive tissue indicate an advanced process of autophagy. Numerous vacuole contain
partially digested material of different electron translucency. In the spaces between
cells, fibroblasts are visible elements of the fibrous intercellular substance. Vacuole
(V) autophagosome (A), collagen fibrils (C)



Rycina 42.Warstwa naskorkowa kieszonki retrakcyjnej w obrazie mikroskopu elek-
tronowego. Wyraznie wydluzone ciata keratynocytow zorientowane sg rownolegle
do blony podstawnej (1), ktora wystepuje fragmentarycznie. Uwage zwraca inten-
sywna keratynizacja nablonka. Jadro komorkowe (N), warstwa zrogowaciata na-
btonka (A)

Figure 42. Epidermal layer of the retraction pockets in the image electron micro-
scope. Clearly elongated body keratinocytes are oriented parallel to the basement
membrane (1), which here is fragmentary. Attention is given intense keratinization
of the epithelium. The nucleus (N), the cornified layer of the epithelium (A)
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Rycina 43. Nabtonek zewngtrzny btony bebenkowej z dobrze zachowang struktura
budujacych go komoérek. Komorki bazalne (*) potozone na btonie podstawnej o
zachowanej ciggtosci (A). Nabtonek zrogowacialy (1)

Figure 43. The outer epithelium of the eardrum with well-preserved building struc-
ture of the cells. Basal cells (*) are located on the basal membrane with
preserved continuity (4). Cornified epithelium (1)



Rycina 44. Ultrastruktura tkanki tagcznej potozonej pod nabtonkiem zewngtrznym.
Widoczny fragment fibroblastu (F) z dobrze zachowanymi organellami komorko-
wymi a takze przekroje komorek (1) w roznych stadiach degradacji. Naciekanie
elementami krwi (* jadro leukocytu) znamionuje obecno$¢ procesu zapalnego.
Witokna kolagenowe (C)

Figure 44. The ultrastructure of the connective tissue under the outer epithelium
layer. The fragment fibroblasts (F) with a well preserved cellular orga nelles and
the cross-sections of cells (1) in different stages of degration are visible. Infiltration
of blood elements (white blood cell nucleus*®) marks the presence of inflammation.
Collagen fibers (C)
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Rycina 45. Cechy zapalenia krwotocznego w obrazie mikroskopu elektronowego.
W polu widzenia obecne wynaczynione erytrocyty (*). Komorki $rodblonka (E)
naczyn wlosowatych maja wyrazne cechy degeneracji. Widkna kolagenowe (C)
Figure 45. Haemorrhagic inflammatory features in the electron microscope image.
In the field of view presented extravasated red blood cells(*). Endotheli-
al cells (E) capillaries have distinct characteristics degeneration.

Colla gen fibers (C)



Rycina 46. Cechy ultrastrukturalne zmian martwicowych komorek tkanki facznej
kieszonki retrakcyjnej. Jadro komorki fibroblastycznej (N). Liczne pecherzyki
pinocytarne fibroblasta (7). Nowotworzone widkna kolagenowe (*), wtokna kolage-
nowe o roznym stopniu degradacji (C)
Figure 46. The ultrastructural features of a necrotic changes of the connective tis-
sue in retraction pockets. Fibroblastic cell nucleus (N). Numerous pinocytic vesicles
of fibroblast (1). Newly created collagen fibers (*), the collagen fibers of different
degradation level (C)
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Rycina 47 . Uformowanie i uktad wtdkien kolagenowych (C) wskazuje na zaawan-
sowany proces degeneracyjny w warstwie okreznej btony wtasciwej (lamina pro-
pria) w obszarze kieszonki retrakcyjnej. W centrum pola widzenia liczne elementy
rozpadu komorek (cellular debris) (D)

Figure 47. The formation and arrangement of collagen fibers (C) are indicates to
advanced degenerative process in a circular layer of lamina propria of the retrac-
tion pockets. In the center of the field of view are a plurality elements of cell lysis
(cellular debris) (D)
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Rycina 48. Ultrastruktura wiokien kolagenowych kieszonki retrakcyjnej
(C).Odpowiednie powigkszenie mikroskopowe pozwala obserwowac charaktery-
styczne prazkowanie wtokien (7). W centrum obrazu fragment komorki z wyrazny-
mi cechami martwicy (*)

Figure 48. The ultrastructure of the collagen fibers in retraction pocket (C). The
microscope magnification can observe the characteristic Striations fiber (7). In the

center of the image is visible a fragment the cells with distinct features of
necrosis (*)
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Rycina 49. Beztadny uktad wtokien kolagenowych pod duzym powigkszeniem mi-
kroskopu elektronowego. Widoczne sg wtokna w przekroju podtuznym i skosnym
(C). Komorka w prawej czesci preparatu posiada takie cechy martwicy jak wakuoli-
zacja cytoplazmy (V) i degradacja struktur btonistych

Figure 49. Chaotic arrangement of collagen fibers under high magnification
electron microscope. Fibers are visible in longitudinal and oblique section (C).
Cell in the right part of the preparation has the features of necrosis: vacuolisation of
the cytoplasm (V) and degradationof membranous structures



Rycina 50. Btona $luzowa kieszonki retrakcyjnej z nabtonkiem jednowarstwowym
ptaskim w obrazie mikroskopu elektronowego. Nabtonek w wyksztatconymi mikro-
kosmkami (A) polozony jest na dobrze zachowanej btonie podstawnej (1). W tkance
facznej obecne fibroblasty (F) oraz elementy wtokniste istoty migdzykomorkowej
(extracellular matrix, ECM). Jadro komdrki nabtonka (N)

Figure 50. The mucosa of retraction pocket with simple squamous epithelium in the
image electron microscope. The epithelium with developed microvillies (4) is locat-
ed in the well-preserved basal membrane (1). The fibroblasts (F) and fibrous ele-
ments of extracellular matrix are present at the connective tissue. Nucleus of epithe-

lial cells (N)
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5. OMOWIENIE

Badania przeprowadzono w grupie chorych dorostych w wieku 18-45 lat, po-
niewaz u dzieci rozwdj kieszonek jest czesto bardziej dynamiczny i wystgpuja inne
czynniki majgce wptyw na ich rozwdj. Ponadto ten podzial wiekowy wybrano ze
wzgledu na to, ze u dzieci w pierwszym etapie rozwoju KR czesto stosuje si¢ lecze-
nie zachowawcze (stosowanie roznych przyrzadéw napowietrzajacych jame bgben-
kowa oraz niektorych lekow). Poza tym u dzieci czesto wykonywane zabiegi wycie-
cia migdatkéw podniebiennych i gardtowego, ktére sg jedynym z gtownych czynni-
kow predysponujacych powstanie ujemnego ci$nienia w jamie bebenkowej i rozwo-
juKR [132, 149].

Wsréd objawdw otologicznych u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rod-
kowego z KR stwierdzono niedostuch réznego stopnia, ktéry stanowit gtowny kryte-
rium wilaczenia. Badana grupa sktadata si¢ z pacjentow z przewlektym zapaleniem
ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna z niedostuchem, ktorzy wymagali operacji
poprawiajacej stuch. Poza niedostuchem, szumy uszne, okresowe zawroty glowy i
wyciek z ucha byty najczesciej wystepujacymi objawami klinicznymi. Z tego wyni-
ka, ze przewlekle zapalenie ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjng nie ma specy-
ficznych objawow klinicznych, ktore by pozwolity réznicowac t¢ forme zapalenia
od innych. Podobne dane znalez¢ mozna w piSmiennictwie [142, 149].

Szumy uszne wystepowaty najczesciej u pacjentdow z niedostuchem mieszanym
umiarkowanego i $redniego stopnia, co moze wynika¢ z selektywnosci wyboru pa-
cjentow wiaczonych do badania. Do badanej grupy kwalifikowano pacjentow gtow-
nie w zaawansowanych stadiach przewlektego zapalenia ucha $rodkowego z KR.
Mechanizm powstawania szumow usznych w przebiegu zaburzenia wentylacji ucha
srodkowego nie zostat dotychczas poznany. Nie mozna wykluczy¢ dziatania tok-
sycznego na ucho wewnetrzne czynnikow molekularnych, odpowiedzialnych za
podtrzymywanie procesu zapalnego w patologicznie zmienionej btonie §luzowej
ucha srodkowego. Wyciek z ucha obserwowano najczgséciej u pacjentdw z przewle-
ktym zapaleniem ucha srodkowego z kieszonka w p6znym (III i IV) stadium zaa-
wansowania, co potwierdzaja inni badacze [130, 142]. Mozna przypuszczac, ze
szumy uszne i wyciek z ucha moga $wiadczy¢ o zaawansowaniu procesu zapalnego
w przewlektym zapaleniu ucha $rodkowego z KR.

Wykazano dodatnig, znamienng statystycznie korelacje miedzy obecno$cia za-
wrotéw glowy a wiekiem, typem i poziomem niedostuchu. Napady zawrotow glowy
wystepowaly u pacjentéw w Il 1 IV dekadzie zycia, u ktorych rozpoznano niedo-
stuch mieszany w umiarkowanym i §rednim stopniu nasilenia.

Trudnosci interpretacji przez pacjentow roéznicy pomigdzy zaburzeniami row-
nowagi a zawrotami glowy spowodowaty, ze do zawrotow glowy kwalifikowalismy
wszelkiego rodzaju zaburzenia rownowagi ,zarowno uktadowe jak i nieuktadowe.

Przyczyna powstawania zawrotow glowy w przebiegu przewlektego zapalenia
ucha $rodkowego z kieszonkg retrakcyjng rowniez nie zostata do konca wyjasniona.
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Mozna jedynie przypuszczal, ze zaburzenia wentylacyjne ucha $rodkowego leza
u podloza wystepowania zawrotow gltowy. W kieszonce retrakcyjnej wystgpuje
permanentnie ujemne ci$nienie, ktore tatwiej doprowadza do wystapienia zawrotow
glowy. Idac tym tropem myslenia, przez analogie z proba przetokowa z balonem
Politzera, podczas dekompresji zawrdt glowy jest silniejszy [9, 26, 37, 149].

Perforacje w cze$ci wiotkiej blony bebenkowej stwierdzono tylko u 1, a w czesci
napietej u 5 chorych. Zaobserwowano, ze perforacja BB najczgsciej wystepuje
w zaawansowanym stadium rozwoju KR (III° i IV® wg. Tosa). Obserwacje KR
u dzieci wykazaty, ze w tych przypadkach do perforacji BB dochodzi czg¢sciej [8,
22, 34, 133]. Jak wytlumaczy¢ to zjawisko? Obserwacje kliniczne wskazuja, ze BB
u dzieci jest stabsza, podatno$¢ jej jest mniejsza a mechanizm samooczyszczania nie
jest w pelni uksztaltowany. Ponadto nalezy pamiegtac, ze przede wszystkim dzieci
chorujg na wysigkowe zapalenie ucha Srodkowego, ktore jest najwazniejsza przy-
czyng powstania atelektazji lub KR. Rozwoj atelektazji w uchu z wysickowym zapa-
leniem jest bardzo czeste. U dzieci tych obserwuje si¢ nierzadko okresy zaostrzenia,
ktoremu towarzyszy czg¢sto samoistna perforacja. Zakazenie ucha doprowadza, to
fatwego niszczenia ostabionej BB, co w konsekwencji prowadzi do powstania statej
perforacji.

W grupie badanych chorych nie wykazano wskaznikéw stanu zapalnego (OB,
CRP, leukocyty).

Czas od wystapienia pierwszych objawow choroby (najczesciej niedostuchu) do
podjecia leczenia operacyjnego wynosit §rednio 5,4 lat. Czas trwania choroby nie
ro6znit si¢ w istotny sposob pomigdzy grupa badanych kobiet a me¢zczyzn (kobiety -
4,9 lat; mezczyzni - 5,6 lat).

W badaniu otoskopowym przy uzyciu mikroskopu operacyjnego wykazano KR
w czesci wiotkiej btony bebenkowej u 10 chorych a w czesci napigtej — u 25. We-
dhug danych wielu autorow, kieszonki retrakcyjne lokalizujg si¢ najczesciej w czesci
wiotkiej [152, 155]. Maw i wsp. na podstawie obserwacji dzieci z nawracajacym
wysiekowym zapaleniem ucha $rodkowego (w okresie 12 lat) ustalili, Ze czgstos¢
wystepowania KR w czesci wiotkiej] BB wynosi 40%, w czesci napigtej — 17% [96].
Na podstawie uzyskanych danych mozna zatozy¢, ze réznica miedzy naszymi wyni-
kami a danymi z piSmiennictwa moze wynikac z tego, ze KR w czesci wiotkiej bto-
ny bebenkowej tatwiej poddajg si¢ leczeniu zachowawczemu lub jest mozliwe za-
trzymanie jej rozwoju za pomocg matoinwazyjnych metod leczenia (zatozenie dre-
nikéw wentylacyjnych). Uzyskane przez nas dane zblizone do opisywanych przez
Arsa 1 wsp., ktorzy stwierdzili, iz KR wystepuja w 40% w czgsci wiotkiej, a w 60%
w czesci napietej, w tym 36% przypadkow - w kwadrancie tylno-gérnym BB [8].

Kieszonke retrakcyjna czesci wiotkiej (wg klasyfikacji Tosa) II° stwierdzono u 1
pacjenta, [II°—~u 7,a IV® —u 2.

Kieszonke retrakcyjng w cze$ci napigtej btony bebenkowej (wg klasyfikacji
Sade) I1° stwierdzono u 5 pacjentow, I11° —u 7, IV® —u 13.

Nie obserwowano chorych z kieszonkg retrakcyjng BB w I stadium rozwoju, co
moze wynikac z braku dolegliwosci (bdl, niedostuch) ze strony ucha.
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Nalezy pamigtaé, ze czesto spotyka sie przypadki chorych, u ktérych rozwoj
kieszonek retrakcyjnych jest bezobjawowy. Z tego powodu chorzy zglaszaja si¢ do
lekarza w p6znym stadium rozwoju KR, kiedy dominuje niedostuch.

Analizujac wyniki badan audiometrycznych wykazano, ze niedostuch przewo-
dzeniowy wystepowal u 22 chorych, a niedostuch mieszany u 13-tu. Rozwoj atelek-
tazji lub kieszonki retrakcyjnej prowadzi do uszkodzenia aparatu uktadu przewodza-
cego dzwiek [120, 123]. Przewaga chorych z niedostuchem przewodzeniowym
w grupie badanej moze wynika¢ z wykluczenia z grupy badawczej chorych w wieku
powyzej 45 lat, u ktérych czesciej wystepuje komponent odbiorczy niedostuchu
(urazy akustyczne, uszkodzenia toksyczne ucha wewnetrznego, itp.). Sredni poziom
niedostuchu u chorych z niedostuchem przewodzeniowym wynosit 40 dB, u chorych
z niedostuchem mieszanym — 59 dB; natomiast $redni poziom niedostuchu w calej
grupie badanej wynosit 47 dB. Opisywane w pismiennictwie $rednie wartosci niedo-
stuchu u pacjentéw z przewlektym zapaleniem z KR mieszcza si¢ w przedziale od
15 do 45 dB [5, 30, 72, 122]. Jednakze trudno porownywac dane z pismiennictwa do
warto$ci z grupy badanej, ktora sktadata si¢ z wyselekcjonowanych pacjentow,
u ktorych KR towarzyszyt znaczny niedostuch, bedacy wskazaniem do operacji.
Wykazano dodatnia, statystycznie istotng korelacje miedzy poziomem niedostuchu a
wiekiem pacjentow, typem niedostuchu, wystepowaniem szumoéw usznych oraz
zawrotow glowy. Okazalo sie, ze im starszy pacjent tym giebszy byl poziom niedo-
stuch oraz wigksza warto§¢ komponentu odbiorczego (w przypadku niedostuchu
mieszanego).

Wiekszy poziom niedostuchu obserwowano u chorych z czynnym stanem zapal-
nym: ziarnina w uchu $rodkowym i zewnetrznym, wyciekiem z ucha oraz z zawro-
tami glowy. Czestotliwo$¢ wystepowania zawrotow glowy i szumoéw usznych
u chorych z przewlektym zapaleniem ucha $rodkowego z KR, szczegdlnie w jej
zaawansowanym stadium, moze przemawia¢ za toksycznym dziataniem mediatoréw
zapalnych na ucho wewnetrzne.

Srednia rezerwa $limakowa dla ucha z kieszonka retrakcyjng wahata si¢ w prze-
dziale od 20 dB do 45 dB, a $rednia dla catej grupy wynosita 21,3 dB przed opera-
cja, co potwierdzajg dane z pismiennictwa [26, 31, 37].

Wykonano analize danych audiologicznych, tj. glebokosci i typu niedostuchu
z uwzglednieniem zmiennych cech demograficznych i klinicznych przewlektego
zapalenia ucha $rodkowego (wiek pacjentow, pte¢, typ kieszonki retrakcyjnej oraz
stopien jej zaawansowania, wystepowanie wyciekow z ucha, szuméw usznych, za-
wrotow glowy, perforacja BB i obecnos$¢ ziarniny).

Wykazano pozytywny, statystycznie istotny zwigzek miedzy typem niedostuchu
a wiekiem pacjenta, poziomem niedostuchu, obecnoscig szuméw usznych oraz wy-
stepowaniem zawrotéw glowy.

Na podstawie danych piSmienniczych mozna stwierdzi¢, ze kluczowa role
w rozwoju przewlektego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng lub
atelektazjg odgrywa proces zapalny gornych drog oddechowych, doprowadzajacy do
zaburzenia wentylacji ucha srodkowego [15, 59, 69, 102, 125, 154].

Aktywno$¢ miejscowej reakcji zapalnej warunkuje poczatek choroby oraz jej
dalszy przebieg. W badaniach nad etiopatogeneza powstania i ewolucji KR btony
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bebenkowej mozna wyr6zni¢ mechanizm zewnatrz- i wewnatrzbebenkowy [22, 23,
69]. Wewnatrzbebenkowy uwarunkowany jest dzialaniem enzymow proteolitycz-
nych i cytokin znajdujacych si¢ w wysigku zapalnym. Enzymy proteolityczne wy-
stepujace w zmienionym zapalnie nabtonku odpowiadaja za mechanizm zewnatrz-
bebenkowy (cyt. wg [69]). Lizozym, hydrolazy oraz cytokiny prozapalne wystepu-
jace w warstwie zewnetrznej BB moga powodowac destrukcje nie tylko wiokien
kolagenowych warstwy $rodkowej btony bebenkowej, ale roéwniez w sasiadujacej
tkance kostnej (boczna §ciana nadbgbenka, kosteczki stuchowe). Istnieje jednak
system enzymoOw o dzialaniu antagonistycznym, co zapewnia rOwnowage i zapobie-
ga destrukcji wszystkich warstw btony bebenkowej i tkanki kostnej oraz dalszemu
rozwojowi kieszonki retrakcyjnej. W warunkach patologicznych ta réwnowaga ta-
two ulega zaburzeniu. W $wietle obecnych doniesien na temat etiopatogenezy prze-
wlektego zapalenia ucha srodkowego z KR, cytokiny wydaja si¢ by¢ kluczowymi
modulatorami rozwoju choroby.

W grupie badanej i kontrolnej okreslono poziom ekspresji genu /L-Ia, IL-6, IL-
10, TNF-0, MMP-9 oraz TNFSF11 na poziomie mRNA za pomocg metody RT-PCR
w czasie rzeczywistym. Wyniki przedstawiono jako wzgledny poziom ekspresji
badanego genu w stosunku do poziomu ekspresji genu referencyjnego.

Za pomoca komercyjnie dostgpnych testow ELISA okreslono stezenie biatka dla
IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-9 oraz RANKL w materiale biologicznym pobra-
nym od pacjentéw z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego z KR oraz w grupie
kontrolnej.W przeprowadzonych badaniach u chorych z przewleklym zapaleniem
ucha srodkowego z KR wykazano istotng roznice wzrostu poziomu mRNA dla genu
IL-1a (x20,69) w porownaniu z grupa kontrolng. W grupie badanej stezenie IL-1a
bylo znacznie wyzsze (x7,5) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok.
Ekspresja genu jest procesem wieloetapowym, $cisle regulowanym na wielu pozio-
mach. Najczesciej wzrost lub spadek poziomu mRNA dla danego genu skutkuje
wzrostem lub spadkiem poziomu bialka.

Niekiedy w procesach patologicznych ,na przyktad w procesie nowotworowym,
nie obserwuje si¢ jednak dodatniej korelacji migdzy poziomem mRNA a iloscig
biatka danego genu [109]. Dlatego tez sprawdzono stopien zalezno$ci poziomu
mRNA dla IL-1a od ilosci biatka IL-1a zaré6wno w calej analizowanej populacji
(R=0,87) jak i w poszczegodlnych jej grupach: badana (R=0,5) i kontrolna (R=0,55).
Z uzyskanych danych wynika, Ze istnieje statystycznie istotna zaleznos¢ migdzy
poziomem mRNA dla IL-1a a stezeniem kodowanego przez ten gen biatka.

Wzrost poziomu prozapalnej IL-1a w grupie badanej $wiadczy o znaczeniu tej
cytokiny w procesie rozwoju kieszonki retrakcyjnej oraz potwierdza rolg stanu za-
palnego w rozwoju KR w przewleklym zapaleniu ucha srodkowego.

W badaniach histologicznych materiatu, pobranego z kieszonki retrakcyjnej,
wykazano obecnos¢ makrofagéw, neutrofilow oraz komorek nabtonkowych, ktore w
stanie pobudzenia i wzmozonej aktywnosci produkujg IL-1 [121, 128, 137].

W wyniku analizy danych pi$mienniczych nie znaleziono prac okreslajacych
poziom ekspresji genu /L-1a metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz stezenie
IL-1a za pomoca komercyjnie dostepnych testow ELISA w materiale biologicznym
z kieszonki retrakcyjnej u chorych z przewleklym zapaleniem ucha $rodkowego.
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Nie zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji miedzy ekspresja genu
IL-10 na poziomie mRNA 1 jego produktu biatkowego a stopniem zaawansowa-
nia KR w czgséci wiotkiej btony bgbenkowe;.

Wynika to najprawdopodobniej ze zbyt matej liczebnosci grupy (n=10). Dlatego
nie rozdzielamy grupy badanej na podgrupy z KR czgséci wiotkiej (n=10) i KR czg-
$ci napigtej (n=25) btony begbenkowej. Analiza statystyczna i poszukiwanie korelacji
miedzy poziomem ekspresji badanych gendw a danymi demograficznymi oraz ce-
chami klinicznymi wykonano w catej grupie badanych pacjentow.

Dokonano analizy statystycznej w celu wykazania korelacji migdzy poziomem
ekspresji genu /L-/o a danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi. Wyniki
badan pokazuja istotng statystycznie chociaz stabo dodatnia korelacje migdzy po-
ziomem ekspresji genu /L-/a na poziomie mRNA a stopniem zaawansowania KR,
perforacja blony bebenkowej, obecnoscia ziarniny w przewodzie stuchowym i w
jamie begbenkowej oraz wyciekiem z ucha. Analiza uzyskanych danych nie wykazata
zwigzku miedzy stgzeniem biatka IL-la a danymi demograficznymi oraz cechami
klinicznymi.

Wyniki badan pokazuja istotng statystycznie ale stabo dodatnig korelacj¢ miedzy
poziomem ekspresji genu /L-/a na poziomie mRNA a stopniem zaawansowania
KR, perforacja btony bebenkowej, obecnoscia ziarniny oraz wyciekiem z ucha. Za-
obserwowano wzrost ekspresji genu /L-/a wraz ze stopniem zaawansowania KR.
Najwyzszy poziom mRNA i stgzenia biatka dla IL-1a stwierdzono w IV° zaawan-
sowania KR. To przemawia za tym, ze przewlekte zapalenie ucha $srodkowego z KR
jest choroba aktywna a nie pozostaloscig przebytego procesu zapalnego, a takze za
istotng rola IL-la we wszystkich stadiach rozwoju KR. Wyzszy poziom ekspresji
genu [L-l/a w przypadku najbardziej zaawansowanego stadium rozwoju KR po-
twierdza kluczowa rolg tej interleukiny w pdznych stadiach choroby.

Jedng z najwazniejszych i najbardziej wielokierunkowo dziatajacych cytokin jest
IL-6. Produkowana przez makrofagi i monocyty, w nieznacznej ilosci wydzielana
jest rowniez przez fibroblasty, keratynocyty, osteoblasty, komorki miesni gtadkich
naczyn, chondrocyty oraz limfocyty T i B. Produkcja interleikiny-6 stymulowana
jest przez interferon (IF), czynnik martwicy nowotworu (TNF), interleukine-1, lipo-
polisacharydy oraz wirusy. IL-6 wspdtuczestniczy w odpowiedzi zapalnej organi-
zmu [44, 61, 75, 109, 110, 151]. Ponadto, osteoblasty wydzielajg IL-6, czym stymu-
luja tworzenie osteoklastow [25, 78]. Ten fakt oraz uzyskane w wyniku naszego
badania dane pozwalaja przypuszczaé, ze 1L-6 odgrywa bardzo wazng role w proce-
sie destrukcji kosci w poznych stadiach zaawansowania kieszonki retrakcyjne;j.

W grupie badanej okreslono poziom ekspresji genu /L-6 w stosunku do genu
referencyjnego B-aktyny (ACTB) za pomocg metody RT-PCR w czasie rzeczywi-
stym. Warto$¢ $rednia poziomu mRNA dla IL-6 byta znacznie wyzsza (x10,88) niz
w materiale biologicznym pobranym ze zwlok. Za pomoca testu ELISA okreslono
stezenie IL-6 w grupie badanej, ktore byto znacznie wyzsze (x20,02) niz w materiale
ze zwlok. Wykazano statystycznie istotng roznice poziomu ekspresji genu /L-6 w
grupie badanej w porownaniu do grupy kontrolnej, co $wiadczy o znaczeniu tej pro-
zapalnej cytokiny w etiologii i patogenezie powstania i rozwoju przewlektego zapa-
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lenia ucha $rodkowego z KR i potwierdza podtoze zapalne w rozwoju tej jednostki
chorobowe;j.

W analizowanym pi$miennictwie nie znaleziono prac okreslajacych poziom
ekspresji genu /L-6 metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz stezenie IL-6 za
pomoca komercyjnie dostepnych testow ELISA w materiale biologicznym z kie-
szonki retrakcyjnej u chorych z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego.

Ekspresja genu jest procesem wieloetapowym, $ci§le regulowanym na wielu
poziomach. Dlatego sprawdzono stopien zalezno$ci poziomu mRNA dla IL-6 od
ilosci biatka zardbwno w calej analizowanej populacji jak i w poszczegolnych jej
grupach (badana, kontrolna). Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw pokazata,
7e istnieje znamienny statystycznie zwigzek migdzy poziomem mRNA danego genu
a jego produktem biatkowym w catej badanej populacji, ale dla IL-6 to byt najstab-
szy zwigzek (R=0,29) miedzy mRNA a jego produktem biatkowym wsréd wszyst-
kich badanych cytokin.

Ponadto dokonano poréwnania migdzy poziomami mRNA dla /L-6 a poziomem
jego biatka w grupie badanej i kontrolnej. W przypadku ekspresji gendw [L-6 sto-
pien korelacji znacznie rozni si¢ w obu grupach. W przypadku ekspresji genu /L-6
zaobserwowano staba korelacje w grupie badanej (R= -0,15) i grupie kontrolnej
(R=0,14). Ciekawym spostrzezeniem jest to, ze w grupie badanej ten zwiazek jest
ujemny, a w grupie kontrolnej — dodatni. Zaobserwowane roéznice w ekspresji genu
1L-6 miedzy grupa badang a kontrolnag moga wynika¢ ze skrocenia czasu pottrwania
(t12) tej cytokiny w niektorych stanach patologicznych [44, 61, 65, 116, 135].

Dokonano analizy statystycznej i okreslenia zaleznosci migdzy poziomem eks-
presji genu /L-6 a danymi demograficznymi i cechami klinicznymi. Wykazano
ujemna znamienng statystycznie korelacje miedzy poziomem ekspresji genu /L-6 a
stopniem zaawansowania KR, obecnos$cig perforacji btony bebenkowej, ziarniny
oraz szumoéw usznych i wyciekdw z ucha. Nie wykazano znamiennej statystycznie
korelacji poziomu ekspresji genu /L-6 z innymi danymi demograficznymi i cechami
klinicznymi.

W wyniku wykonanej analizy statystycznej wykazano znamienng statystycznie
(p=0,022) ujemna stabg korelacj¢ (R= -0,15) miedzy poziomem ekspresji genu /L-6
a stopniem zaawansowania KR u wszystkich chorych, n=35. Uzyskane wyniki po-
kazujg bardzo wysoki poziom korelacji (R=0,82) miedzy stezeniem IL-6 a stopniem
zaawansowania KR. Wykryto zwigzek miedzy st¢zeniem IL-6 a obecnoscig perfora-
cji, ziarniny w obrebie przewodu stuchowego zewnetrznego oraz wyciekiem z ucha.

Zaobserwowano zmniejszenie poziomu ekspresji genu /L-6 w stosunku do stop-
nia zaawansowania kieszonki retrakcyjnej. Najwyzszy poziom ekspresji genu /L-6
stwierdzono w II° zaawansowania KR, ktory obnizat si¢ wraz z poglgbieniem proce-
su rozwoju kieszonki. W wyniku analizy uzyskanych danych dotyczacych stezenia
IL-6 zaobserwowano sytuacje¢ przeciwng: stwierdzono wzrost stezenia biatka IL-6
wraz ze zwigkszeniem stopnia zaawansowania kieszonki. Uzyskane dane $wiadcza o
aktywnej roli IL-6 w rozwoju KR oraz hamujacym dziataniu biatka IL-6 na ekspre-
sje genu /L-6.

Interleukina-10 to cytokina przeciwzapalna, ktéra hamuje wytwarzanie cytokin
prozapalnych. W wigkszosci wytwarzana jest przez monocyty, czesciowo przez Th2
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limfocyty, mastocyty i pobudzone komdrki B i T. Samoistna ekspresja IL-10 jest
minimalna i wymaga pobudzenia przez flor¢ patologiczng [27, 28, 49].

W przeprowadzonym badaniu wykazano istotng roznicg wzrostu poziomu
mRNA dla genu /L-10 (x2575) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie bada-
nej stezenie IL-10 bylo znacznie wyzsze (x16,74) niz w materiale biologicznym
pobranym ze zwtok, co potwierdza rolg tej cytokiny w patogenezie rozwoju prze-
wlektego zapalenia ucha §rodkowego z KR oraz jest dowodem na to, ze KR jest
dowodem na to, ze KR jest procesem aktywnym, a nie pozostalo$cia przebytej cho-
roby.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykonana przy uzyciu wspotczyn-
nika korelacji rang Spearmana wykazala, ze istnieje znamienny statystycznie zwia-
zek migdzy poziomem mRNA dla genu /L-10 (R=0,88) a stezeniem jego biatka
w calej analizowanej populacji. Analizujac poziom ekspresji genu /L-10 wykryto
bardzo wysoki poziom korelacji (R=0,75) produktu biatkowego w grupie pacjentow
z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego z KR. W grupie kontrolnej ten zwiazek
jest staby (R=0,28), co jeszcze raz potwierdza rol¢ IL-10 w przebiegu przewleklego
zapalenia ucha srodkowego z KR.

Dokonano analizy statystycznej w poszukiwaniu korelacji miedzy poziomem
ekspresji genu /L-10 a danymi demograficznymi i cechami klinicznymi. W wyniku
analizy statystycznej wykazano ujemng znamienng statystycznie korelacje miedzy
poziomem mRNA IL-10 w materiale biologicznym u chorych z przewleklym zapa-
leniem ucha $rodkowego z KR a stopniem jej zaawansowania, obecno$cia perforacji
oraz ziarniny. Nie wykazano istotnej korelacji miedzy poziomem ekspresji genu /L-
10 a pozostalymi danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi. ~ Wyniki
uzyskanych danych pokazuja ujemng przecigtng korelacje (R=-0,44) migdzy steze-
niem IL-10 a stopniem zaawansowania KR (n=35) oraz ujemng stabg korelacj¢ (R=
-0,21) z obecnoscia ziarniny w jamie bebenkowej i/lub przewodzie stuchowym ze-
wnetrznym. Analizujac uzyskane wyniki zaobserwowano zwiekszenie poziomu
ekspresji genu /L-10 w zaawansowanych kieszonkach retrakcyjnych. Najwyzszy
poziom ekspresji genu /L-10 stwierdzono w II° zaawansowania KR, ktory stopnio-
wo obnizat si¢ wraz z poglebieniem procesu jej rozwoju.

Uzyskane dane pokazuja ujemng przecigtng korelacje (R= -0,44) miedzy stgze-
niem IL-10 a stopniem zaawansowania KR (n=35) oraz ujemng stabg korelacj¢ (R=
-0,21) z obecnoscia ziarniny w jamie bebenkowej i/lub przewodzie stuchowym ze-
wnetrznym. Nie wykazano istotnej korelacji z pozostatymi badanymi cechami kli-
nicznymi oraz danymi demograficznymi.

W wyniku analizy uzyskanych danych dotyczacych st¢zenia IL-10 zaobserwo-
wano obnizenie st¢zenia danego biatka w bardziej zaawansowanych stopniach roz-
woju KR.

Mechanizm dziatania IL-10 jest glownie przeciwzapalny, obserwujac wiec wyz-
szy poziom ekspresji genu /L-10 w pdznych stadiach zaawansowania choroby moz-
na przypuscic, ze bierze ona udzial w patomechanizmie regresji zmian w KR. Uzy-
skane dane moga tez $wiadczy¢ o istotnym przelomie rownowagi w procesie prze-
ciwdziatania cytokin pro- i przeciwzapalnych w pdznych stadiach rozwoju KR oraz
w przypadkach nadkazenia i rozwoju tkanki ziarninowej. W takich sytuacjach do-
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chodzi do nieodwracalno$ci zmian patologicznych w sposob samoistny i powstaje
predyspozycja do dalszego nasilania si¢ procesu chorobowego.

W wyniku analizy pi$miennictwa nie znaleziono prac okreslajacych poziom
ekspresji genu /L-10 metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz stezenie IL-10 za
pomoca testow ELISA w materiale biologicznym z kieszonki retrakcyjnej.

Czynnik martwicy nowotworu to cytokina zwigzana z procesem zapalnym. Pro-
dukowana jest gltownie przez aktywne monocyty i makrofagi oraz w znacznie
mniejszych ilosciach przez inne tkanki (adipocyty, keratynocyty, fibroblasty, neutro-
file, mastocyty oraz niektore limfocyty). Lipopolisacharydy, IL-1, interferon gamma
stymulujg produkcje TNF-a. Wytwarzanie tej cytokiny moze by¢ pobudzane auto-
krynnie (tj. przez sam TNF-a). Jest jedna z gléwnych cytokin, bioracych udziat
w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej [78, 94, 113, 146]. W ostatnim okresie
czasu opisywano udzial TNF-a w procesie resorpcji tkanki kostnej [7, 11, 35, 43,
67, 78].

W przeprowadzonych badaniach u chorych z przewlektym zapaleniem ucha
srodkowego z KR wykazano istotng statystycznie réznice wzrostu poziomu mRNA
dla genu TNF-a (x157,14) w porownaniu do grupy kontrolnej. Wykonano test ELI-
SA, w ktorym okreslono stgzenie TNF-a, ktore w grupie badanej bylo znacznie
wyzsze (x17,6) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok, co potwierdza
wazng role tej cytokiny w patogenezie rozwoju przewlektego zapalenia ucha $rod-
kowego z KR.

Sprawdzono stopien zaleznos$ci poziomu mRNA dla TNF-a od ilosci bialka,
zardbwno w catej analizowanej populacji jak i w poszczegdlnych grupach. Analiza
statystyczna wynikow wykazala, Ze istnieje znamienny statystycznie zwigzek
(R=0,78) miedzy poziomem m RNA danego genu a jego produktem biatkowym
w catej badanej populacji.

Dokonano ponadto poréwnania mi¢dzy poziomem mRNA dla TNF-a a pozio-
mem jego bialka w grupie badanej 1 kontrolnej. W przypadku ekspresji genow TNF-
o stopien korelacji znacznie r6znit si¢ w obu grupach.

W przypadku ekspresji genu TNF-a zaobserwowano stabg korelacje w grupie
badanej (R= 0,49) i grupie kontrolnej (R=-0,14). Ciekawym spostrzezeniem jest to,
ze w grupie badanej ten zwiazek jest dodatni, a w grupie kontrolnej — ujemny. Zaob-
serwowane roznice w ekspresji genu TNF-a migdzy grupg badang a kontrolng moga
wynika¢ ze skrocenia czasu poltrwania (1) tej cytokiny w niektdrych stanach pato-
logicznych oraz witasciwos$cig tej cytokiny autokrynnego pobudzania jej produkcji
[39, 44].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej w poszukiwaniu korelacji mig-
dzy poziomem ekspresji genu TNF-a a danymi demograficznymi i cechami klinicz-
nymi. W wyniku analizy statystycznej wykazano dodatnig prawie peing korelacje
(R=0,91) poziomu mRNA TNF-a w stosunku do transkryptu biatka referencyjnego
ACTB a stopniem zaawansowania KR (n=35). Uzyskane wyniki wykazujg zwiazek
poziomu ekspresji TNF-o z obecno$cig perforacji btony bebenkowej, ziarniny oraz
wyciekiem z ucha. Pacjenci z wyciekiem oraz perforacjg btony bgbenkowej mieli
wyzszy poziom ekspresji TNF-a, niz pacjenci bez tych objawow. Najnizszy poziom
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ekspresji genu TNF-o stwierdzono w 11° zaawansowania KR, ktory stopniowo po-
wigkszat si¢ wraz z poglebieniem rozwoju kieszonki.

W wyniku analizy uzyskanych danych dotyczacych stgzenia TNF-a zaobserwo-
wano podobng sytuacje, czyli podwyzszenie stezenia danego biatka w bardziej zaa-
wansowanych stopniach rozwoju KR w stosunku do wezesnego okresu ich rozwoju,
co jest kolejnym potwierdzeniem, ze jest to aktywny proces patologiczny.

Nie wykazano istotnej korelacji miedzy poziomem ekspresji TNF-o a pozosta-
tymi badanymi cechami.

W dostepnym pi$miennictwie nie znaleziono prac okreslajacych poziom ekspre-
sjii genu TNF-o metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz stezenie TNF-o za
pomoca testow ELISA w materiale biologicznym z kieszonki retrakcyjnej u chorych
z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego.

MMP-9 jest to zalezny od cynku enzym proteolityczny, nalezacy do endopepty-
daz, ktorych podstawowa funkcja jest udzial w fizjologicznych i patologicznych
procesach przebudowy sktadnikoéw macierzy zewnatrzkomorkowej i ich degrado-
wanie [6, 50, 57, 60, 82, 98, 115]. W warunkach fizjologicznych uczestnicza one
w procesach takich jak embriogeneza, angiogeneza, gojenie ran oraz biorg udzial w
agregacji ptytek, reguluja metabolizm jonéw. Zmiany aktywno$ci metaloproteinaz
zaobserwowano w wielu stanach patologicznych takich jak procesy zapalne, choro-
by degeneracyjne oraz w nowotworach [50, 60, 82, 98, 113, 150]. MMP-9 powoduje
degradacje¢ kolagenu typu IV i V oraz innych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej,
odgrywa role w procesie migracji granulocytow przez btong podstawng. Uczestniczy
w procesie gojenia nablonka drog oddechowych. W powigzaniu z TGF-B1 pobudza
skurcz widkien kolagenowych, wspomagajac zamkniecie rany [112, 115].

W grupie badanej $rednia warto$¢ poziomu ekspresji genu MMP-9 byla wyzsza
(x2,41) niz w materiale biologicznym pobranym ze zwlok.

Za pomoca testu ELISA okreslono stezenie MMP-9, ktore bylo znacznie wyzsze
(x40,23) niz w materiale biologicznym z grupy kontrolnej, co $wiadczy o aktywne;j
roli tej cytokiny w patogenezie powstania i rozwoju KR.

Sprawdzono stopien zaleznos$ci poziomu mRNA dla MMP-9 od ilosci bialka,
zard6wno w calej analizowanej populacji jak i w poszczeg6lnych jej grupach (bada-
na, kontrolna). Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata, Ze istnieje
znamienny statystycznie zwigzek (R=0,81) miedzy poziomem mRNA danego genu
a jego produktem bialkowym w catej badanej populacji (n=60). Dokonano ponadto
porownania miedzy poziomami mRNA dla MMP-9 z poziomem jego biatka w po-
szczegolnych grupach: badanej i1 kontrolnej. W przypadku ekspresji genow MMP-9
stopien korelacji znacznie r6znit si¢ w obu grupach.

W przypadku ekspresji genu MMP-9 zaobserwowano istotng statystycznie kore-
lacj¢ w grupie badanej(R=0,91)i grupie kontrolnej (R=0,21). Duza rdéznica w po-
ziomie ekspresji genu MMP-9 migdzy grupa badang a grupg kontrolng $wiadczy o
wzmozeniu aktywnosci cytokiny MMP-9 w procesie powstania i zaawansowania
KR w pordéwnaniu z grupa kontrolna.

W wyniku analizy statystycznej wykazano wysoka dodatnig korelacje migdzy
poziomem mRNA MMP-9 w stosunku do transkryptu biatka referencyjnego TBP
(R=0,58) 1 stezeniem MMP-9 (R=0,51) a stopniem zaawansowania KR u wszystkich
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chorych (n=35). Nie wykazano zwiazku migdzy poziomem ekspresji genu MMP-9 i
stezeniem MMP-9 z danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi z KR.

U wszystkich pacjentow z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z KR
zaobserwowano wzrost poziomu mRNA MMP-9 w stosunku do zaawansowania
rozwoju kieszonki. Najnizszy poziom ekspresji genu MMP-9 stwierdzono w II°
zaawansowania KR, ktory stopniowo powigkszat si¢ z poglgbieniem procesu rozwo-
ju kieszonki. W wyniku analizy danych dotyczacych stezenia MMP-9 zaobserwo-
wano podobng sytuacje czyli podwyzszenie stg¢zenia danego biatka w bardziej zaa-
wansowanych stadiach rozwoju KR w stosunku do wczesnego stopnia jej rozwoju,
co potwierdza rolg MMP-9 w patogenezie rozwoju kieszonki retrakcyjnej oraz po-
kazuje, ze jest ona stanem aktywnym, dynamicznie rozwijajacym sie.

Nie wykazano zwigzku miedzy poziomem ekspresji genu MMP-9 i stezeniem
MMP-9 a danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi u chorych z KR.

RANKL jest biatkiem uczestniczacym w metabolizmie kosci (aktywacja osteo-
klastow), nalezace do rodziny czynnikow martwicy nowotworow. U ludzi kodowane
jest przez gen TNFSF11. Jest czynnikiem aktywujacym proces tworzenia dojrzatych
osteoklastow: réznicowanie ich, fuzje, funkcjonowanie oraz ich przezywanie. Po-
ziom ekspresji RANKL nie ma liniowej korelacji z efektem tego ligandu. Wysokie
stezenie biatka RANKL wykrywane jest zwykle w ptucach, grasicy i weztach
chtonnych, a niskie stezenie wystepuje w szpiku kostnym, zotadku, krwi obwodo-
wej, grasicy, tozysku, leukocytach, sercu, tarczycy i miesniach szkieletowych [114,
141, 154].

W wykonanych badaniach wykazano statystycznie istotng réznice poziomu eks-
presji genu TNFSF11 u chorych z przewlektym zapaleniem ucha srodkowego z kie-
szonkg retrakcyjna (x2714) w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Wykonano test ELISA, w ktorym okreslono stezenie RANKL. W grupie badanej
stezenie RANKL bylo znacznie wyzsze (x10) niz w materiale biologicznym pobra-
nym ze zwlok. Dane te potwierdzaja role TNF-a w patogenezie przewleklego zapa-
lenia ucha srodkowego z KR.

Sprawdzono stopien zalezno$ci poziomu mRNA danego transkryptu od ilosci
biatka zarowno w catej analizowanej populacji jak i w poszczegdlnych jej grupach
(badana, kontrolna). Analiza statystyczna wynikow wykonana przy uzyciu wspot-
czynnika korelacji rang Spearmana wykazata, ze istnieje znamienny statystycznie
zwigzek miedzy poziomem mRNA danego genu a jego produktem biatkowym w
catej populacji (R=0,84), tj. grupie kontrolnej i badane;j.

Podobny stopien korelacji zaobserwowano w poszczegdlnych grupach: badanej
(R=0,53) i kontrolnej (R=0,44). Uzyskane dane dowodza, ze wzrost lub spadek po-
ziomu mRNA dla 7NFSF11 skutkuje wzrostem lub spadkiem poziomu biatka
RANKL. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i poszukiwano korelacji
miedzy poziomem ekspresji genu TNFSFI1 a danymi demograficznymi i cechami
klinicznymi.

W wyniku analizy statystycznej wykazano dodatnig, prawie petna korelacj¢ po-
ziomu mRNA TNFSF11 w stosunku do transkryptu biatka referencyjnego TBP a
stopniem zaawansowania KR (n=35).



110 Dmitry Tretiakow

Uzyskane wyniki wykazuja zwigzek miedzy poziomem ekspresji genu TNFSF11
a obecnoscia perforacji btony bebenkowej, ziarning w uchu $srodkowym i zewngtrz-
nym oraz wyciekiem z ucha.

Nie wykazano korelacji miedzy poziomem ekspresji genu TNFSF11 a pozosta-
tymi danymi demograficznymi oraz cechami klinicznymi.

W wyniku analizy statystycznej wykazano korelacje miedzy stezeniem RANKL
a typem KR i stopniem jej zaawansowania, obecno$cig ziarniny w uchu $srodkowym
1 zewnetrznym oraz perforacja BB.

Wyzsze stezenie RANKL zaobserwowano u pacjentow z KR czgsci napigtej
btony bebenkowej (n=25) w poréwnaniu z grupa pacjentow z przewlektym zapale-
niem ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng czesci wiotkiej blony bebenkowej
(n=10). Nie wykazano korelacji miedzy stgzeniem RANKL a pozostalymi danymi
demograficznymi oraz cechami klinicznymi.

W grupie pacjentéw z przewleklym zapaleniem ucha srodkowego z KR (n=35)
zaobserwowano wzrost poziomu mRNA TNFSFI] w zaawansowanych stadiach
rozwoju KR. Najnizszy poziom ekspresji genu TNFSF11 stwierdzono w II stopniu
zaawansowania KR, ktory stopniowo powiekszat si¢ wraz z poglgbieniem procesu
rozwoju KR. W przypadku analizy danych dotyczacych stezenia RANKL zaobser-
wowano inng sytuacje. Zachowana jest tendencja do wzrostu stezenia RANKL
w bardziej zaawansowanych stopniach rozwoju KR w stosunku do wczesnego stop-
nia rozwoju kieszonki, ale stezenie w I1I° zaawansowania jest nieco nizsze w po-
réwnaniu z 1I° zaawansowania KR.

Przedstawione dane pokazuja, ze poziom ekspresji badanych cytokin moze od-
zwierciedla¢ aktywno$¢ procesow zapalnych w przewleklym zapaleniu ucha $rod-
kowego z kieszonkg retrakcyjna btony bebenkowe;.

Wobec niekompletnych, niejednoznacznych, a czesto nawet kontrowersyjnych
danych pismienniczych, podjeto badania KR na poziomie ultrastruktury. Zalozyli-
$my, iz wyniki naszych obserwacji pozwola na lepsze poznanie etiopatogenezy roz-
woju kieszonki retrakcyjnej i w konsekwencji przyczynia si¢ do udoskonalenia dzia-
tan prewencyjnych i terapeutycznych.

Analiza ultrastrukturalna materialu pobranego z btony bebenkowej z wyksztat-
cong kieszonkg retrakcyjng wykazata zmiany morfologiczne, ktore w szczegodlnosci
dotycza:

e zaburzen w budowie nabtonka zewnetrznego,

e formowania wpuklen nabtonka,

e zaniku btony podstawnej,

e braku wyodrebnionych warstw okreznej i podtuznej widkien

kolagenowych.

Analiza ultrastrukturalna wskazuje takze na nasilenie procesow:

e zapalnych,

e migracji nabtonka,

e  destrukcji wtokien kolagenowych,

e autofagii.
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Nasze obserwacje wykazaly, ze tworzeniu worka przepuklinowego KR towarzy-
szy deformacja btony bgbenkowej. Jakkolwiek trzy podstawowe warstwy budujace
btong bebenkowa: warstwa skorna, widknista 1 warstwa §luzowa znajduja sie¢ w kie-
szonce retrakcyjnej to zaobserwowano jednak istotne zmiany zaréwno w ich budo-
wie histologicznej jak i na poziomie subkomoérkowym. Zmiany te dotycza gtdéwnie
nabtonka zewnetrznego (warstwa naskorkowa) oraz blaszki wtasciwe;j.

Warstwa naskorkowa, ktéra stanowi wyscidtke kieszonki retrakcyjnej zatraca
charakterystyczng warstwowo$¢ a budujace ja komorki maja zmienione cechy mor-
fologiczne. Dlatego tez warstwa podstawna, warstwa kolczysta, warstwa ziarnista
nabtonka sg praktycznie nieodroznialne.

W ocenianym materiale keratynocyty nablonka najczesciej mialty ksztatt wydtu-
zony niezaleznie od potozenia. Ich uklad czesto jest chaotyczny, a ilo$¢ charaktery-
stycznych potaczen migdzy desmosomami jest zredukowana. Stosunkowo niewiele
filamentéw posrednich (tonofilamentéw) wystepuje tez w cytoplazmie. W obrazach
w mikroskopie elektronowym obserwowano przerwanie ciggtosci blony podstawnej
komorek nabtonka, jej zanik lub zaburzong budowg, zmniejszenie liczby hemide-
smosomow a takze liczne pseudopodia umozliwiajace ruch komoérki w réznych kie-
runkach. Pozwala to na stwierdzenie, iz keratynocyty nablonka kieszonki retrakcyj-
nej maja zaburzony proces réznicowania i nie wyksztatcaja w petni cech charaktery-
stycznych dla danej warstwy. Brak zréznicowania komorek oraz zorientowanie
rownolegte w stosunku do btony podstawnej prawdopodobnie ma zwiazek z ich
wzmozong migracja. Chociaz migracja komorek nabtonka pokrywajacego blone
bebenkowa od strony przewodu stuchowego jest zjawiskiem naturalnym [2, 12,
15],to w przypadku kieszonki retrakcyjnej mozemy mowic o intensyfikacji procesu
migracji. Inng wazng i interesujaca cecha, ktorg zaobserwowano w badanym mate-
riale byta wyrazna tendencja do tworzenia wpuklen nabtonka w kierunku przylega-
jacej blony sluzowej. Boedts i wsp., Boxall i wsp., Kakoi i wsp. oraz Tang i wsp.
podkreslaja istotng role wspomnianych struktur w patogenezie tworzenia kieszonki
retrakcyjnej a w dalszej kolejnosci powstawania perlaka [143-146]. W ocenianym
materiale zaobserwowano intensywny proces keratynizacji.

W tkance tacznej pod naskorkiem mozna bylo zaobserwowaé wiele zmian mor-
fologicznych §wiadczacych o trwajacych procesach degeneracyjnych. W cytopla-
zmie fibroblastow wystepowatly znamiona nasilonego procesu autofagii. Obserwo-
wano liczne postaci autofagosoméw i autofagolizosomow a takze nadmierng wakuo-
lizacje¢ 1 utrate organelli komorkowych.

W tkance kieszonki retrakcyjnej wystgpowaly ogniskowo cechy toczacego sig
procesu zapalnego o czym $wiadczg miejscowe nacieki komoérek uktadu odporno-
Sciowego. W mikroskopii elektronowej widoczne byly obszary, w ktorych komorki
$rodbtonka naczyniowego zostaly uszkodzone, co powodowalo nie tylko wysigk
lecz takze wynaczynienie elementéw upostaciowanych.

Za bezposrednig przyczyng tworzenia kieszonki retrakcyjnej uwazane jest ostabienie
wilokien kolagenowych blaszki wiasciwe;.
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Faktycznie, obrazy z transmisyjnego mikroskopu elektronowego dokumentuja
wyraznie zaburzony przebieg widkien kolagenowych. Ponadto obserwowano dege-
neracje wiokien kolagenowych o réznym stopniu nasilenia, powodowang ich litycz-
nym rozktadem. W niektorych za§ miejscach obecne byly charakterystyczne skupi-
ska mikrofibryli kolagenowych sugerujace toczacy si¢ proces naprawczy.

Jak do tej pory nie opracowano wszystkich kryteriow diagnostycznych obiek-
tywnej oceny stanu ucha srodkowego. Kontrowersyjne pozostaja przyczyny powsta-
nia kieszonki retrakcyjnej oraz mechanizm procesu niszczenia kosci. Mnogo$¢ hipo-
tez na ten temat nie przyczynia si¢ do wyboru najlepszej metody leczenia chirur-
gicznego przewleklego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjng. Po-
wstanie i rozw06j kieszonki stanowi wazny problem dla otolaryngologéw, gdyz moze
ona stanowic¢ pole dla rozwoju perlaka.

Znajomos¢ podstaw molekularnych procesu zapalnego w przewlektym zapaleniu
ucha $rodkowego z kieszonka retrakcyjna mogtaby przyczyni¢ si¢ do rozwoju no-
wych metod diagnostycznych, kryterium oceny stanu zaawansowania KR btony
bebenkowej oraz nowych metod profilaktyki powstania oraz leczenia farmakolo-
gicznego KR w pdznych stadiach zaawansowania. W wielu jednostkach chorobo-
wych prowadzone sa obecnie badania IV fazy, ukierunkowane na konkretne cytoki-
ny.

Autor wyraza przekonanie, ze uzyskane wyniki w realizowanej pracy przyczynia
si¢ do lepszego poznania patogenezy przewlektego zapalenia ucha $rodkowego
z kieszonka retrakcyjna btony bebenkowej. Moga takze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
metody obiektywnej oceny stanu ucha $rodkowego oraz metod zapobiegania i le-
czenia zachowawczego przewlektego zapalenia ucha srodkowego z kieszonka re-
trakcyjna.
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6. WNIOSKI

1. Poziom ekspresji genéw IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-0, MMP-9 i TNFSF11 w mate-
riale biologicznym z KR blony bebenkowej jest istotnie wyzszy niz w uchu zdro-
wym, co jest dowodem roli tych cytokin w etiopatogenezie kieszonki retrakcyjne;.

2. Istnieje znamienny statystycznie zwigzek miedzy poziomem mRNA /L-1a, IL-6,
IL-10, TNF-a, MMP-9 i TNFSFII a ich produktem biatkowym tak w populacji
ogoblnej, jak i w grupach badanej i kontrolnej, co moze sugerowac¢ duza wartosc testu
ELISA w ocenie ekspresji tych gendw na poziomie biatka.

3. Wykazano zwiazek miedzy poziomem ekspresji genu /L-Ia, IL-6, IL-10, TNF-o,
MMP-9 i TNFSF11 na poziomie mRNA oraz ich produktu biatkowego a stopniem
zaawansowania KR, obecnos$cig perforacji btony bebenkowej, ziarniny w obrebie
przewodu stuchowego i jamy bgbenkowej oraz wycieku z ucha, co moze by¢ przy-
datne w obiektywnej ocenie stanu zaawansowania choroby.

4. Zwiazek miedzy poziomem ekspresji genu IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-9
oraz RANKL moze by¢ wykorzystany w opracowaniu metod monitorowania i za-
chowawczego leczenia przewleklego zapalenia ucha $rodkowego z kieszonka re-
trakcyjna.

5. Wykazano zwiazek miedzy typem niedostuchu a wiekiem pacjenta, poziomem
niedostuchu, obecnoscig szumoéw usznych oraz wystgpowaniem zawrotow glowy.
Wysoki odsetek szumow usznych oraz komponent odbiorczy niedostuchu w poz-
nych stadiach zaawansowania KR przemawia za toksycznym dziataniem czynnikow
zapalnych na komorki ucha wewnetrznego.

6. Zmiany strukturalne btony bebenkowej w KR dotycza w szczegdlnosci nabtonka
zewnetrznego, formowania wpuklen nabtonka, zaniku btony podstawnej btony be-
benkowej oraz braku wyodrgbnionych warstw okreznej i podtuznej wtokien kolage-
nowych.

7. Zmiany ultrastrukturalne btony bgbenkowej sugeruja nasilenie proceséw: zapal-
nych, migracji nabtonka, destrukcji wtokien kolagenowych oraz autofagii, co §wiad-
czy o aktywnosci procesu rozwoju KR oraz neguje kieszonke jako pozostatos$¢ prze-
bytego stanu chorobowego.

8. U podstaw rozwoju kieszonki retrakcyjnej lezy proces zapalny, ktory jest czynni-
kiem aktywujagcym mechanizmy zewngtrz- i wewnatrzbebenkowe rozwoju kieszon-
ki retrakcyjnej. Proces degradacji widkien kolagenowych i ich dezorganizacji, po-
wstanie ognisk martwicy w warstwach btony bebenkowej powoduje ostabienie jej
rusztowania i predysponuje do inwaginacji (wgtobienia) btony bebenkowej w strone
jamy bebenkowej w wyniku zaburzenia wentylacji jamy bebenkowe;.



114

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

17.

Dmitry Tretiakow

PISMIENNICTWO

Akyildiz N., Akbay C., Ozgirgin O.N., Bayramoglu 1., Sayin N. The role of
retraction pockets in cholesteatoma development: an ultrastructural study.
Ear Nose Throat J 1993; 72: 210-212.

Ala Eddine C., Williams M., Ayache D. [Useful imaging of the ear]. J
Radiol 2006; 87: 1728-1742

Alberti P. Epithelial migration on the tympanic membrane. J Laryngol Otol
1964; 78: 808-830.

Aleksandrowicz R., Ciszek B. Anatomia kliniczna gtowy i szyi. Warszawa:
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2007, s. 506-507.

Alzahrani M., Saliba I. Tympanic membrane retraction pocket staging: is it
worthwhile? Eur Arch Otorhinolaryngol 2014; 271: 1361-1368.

Aratjo A.A., Souza T., Moura L., Brito G., Aragdo K., Aragjo L., Medeiros
C.A., Alves M.S., Aratjo R.F. Jr. Effect of telmisartan on levels of IL-1,
TNF-a, down-regulated COX-2, MMP-2, MMP-9 and RANKL/RANK in
an experimental periodontitis model. J Clin Periodontol 2013; 40: 1104-
1111.

Aratjo A., Varela H., Brito G., Medeiros C., Araujo L. de S., do
Nascimento J.H., de Araujo Junior R.F. Azilsartan increases levels of 1L-10,
down-regulates MMP-2, MMP-9, RANKL/RANK, Cathepsin K and up-
regulates OPG in an experimental periodontitis model. PLoS One 2014;9:
€96750.

Ars B. Tympanic membrane. Retraction pocket. Acta Otorhinolaryngol Belg
1995; 49: 163-171.

Austin D. The retraction pocket in the treatment of cholesteatoma. Arch
Otolaryngol 1976; 102: 741-743.

Proctor B. Surgical anatomy of the ear and the temporal bone. New York:
Thieme Medical Publishers Inc.; 1989, s. 13-53.

Balga R., Wetterwald A., Portenier J., Dolder S., Mueller C., Hofstetter W.
Tumor necrosis factor-alpha: alternative role as an inhibitor of osteoclast
formation in vitro. Bone 2006; 39: 325-335.

Barbara M. Lateral attic reconstruction technique: preventive surgery for
epitympanic retraction pockets. Otol Neurotol 2008; 29: 522-525.

Bastard J., Jardel C., Delattre J., Hainque B., Bruckert E., Oberlin F.
Evidence for a link between adipose tissue interleukin-6 content and serum
C-reactive protein concentrations in obese subjects. Circulation 1999;99:
2221-2222.

Bennett R. The significance and management of the drumhead retraction
pocket. J Laryngol Otol 1970; 84: 167-189.

Bhide A. Etiology of the retraction pocket in the posterosuperior quadrant of
the eardrum. Arch Otolaryngol 1977; 103: 707-711.16. Blair J., Zheng Y.,
Dunstan C. RANK ligand. Int J Biochem Cell Biol 2007; 39: 1077-1081.
Bochenek A. Anatomia czlowieka. Reicher M (red.):Warszawa: PZWL;
1989, s. 400-407.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

PiSmiennictwo 115

Boedts D., Kuijpers W. Epithelial migration on the tympanic membrane. An
experimental study. Acta Otolaryngol 1978; 85: 248-252.

Borgstein J., Gerritsma T., Bruce 1., Feenstra L. Atelectasis of the middle
ear in pediatric patients: safety of surgical intervention. Int J Pediatr
Otorhinolaryngol 2009; 73: 257-261.

Borgstein J., Gerritsma T., Wieringa M., Bruce 1. The Erasmus atelectasis
classification: proposal of a new classification for atelectasis of the middle
ear in children. Laryngoscope 2007; 117: 1255-1259.

Borgstein J., Stoop E., Halim A., Feenstra L. The extraordinary healing
properties of the pediatric tympanic membrane: a study of atelectasis in the
pediatric ear. Int J Pediatr Otorhinolaryngol 2008; 72: 1789-1793.

Bremond G., Magnan J., Chays A., Florence A., Gignac D., Lebreuil G.
[Retraction pockets, pathological entity?]. Ann Otolaryngol Chir Cervicofac
1990; 107: 386-392.

Bremond G., Magnan J., Pradoura J. [Pre-cholesteatomatous states and their
treatment]. Ann Otolaryngol Chir Cervicofac 1976; 93: 203-206.

Broekaert D. The tympanic membrane: a biochemical updating of structural
components. Acta Otorhinolaryngol Belg 1995; 49: 127-137.

Canellada A., Custidiano A., Abraham F., Rey E., Gentile T.
Immunoregulatory cytokines in mouse placental extracts inhibit in vitro
osteoclast differentiation of murine macrophages. Placenta 2013; 34: 231-
239.

Cassano M., Cassano P. Retraction pockets of pars tensa in pediatric
patients: clinical evolution and treatment. Int J Pediatr Otorhinolaryngol
2010; 74: 178-182.

Chabot S., Williams G., Hamilton M., Sutherland G., Yong V.W.
Mechanisms of IL-10 production in human microglia-T cell interaction. J
Immunol 1999; 162: 6819-6828.

Chabot S., Yong V.W. Interferon beta-1b increases interleukin-10 in a
model of T cell-microglia interaction: relevance to MS. Neurology 2000;
55: 1497-1505.

Chalat N. The structure of the tympanic membrane: a new concept or some
thoughts on the structure of the tympanic membrane and its presentation as a
dynamic organ. Am J Otol 1980; 2: 112-117.

Chan Y., Campisi P.,James A., Papsin B. Tympanic membrane changes
following paediatric cochlear implantation. Cochlear Implants Int 2005; 6:
10-15.

Chao W.Y., Tseng H.Z., Chang S.J. Eustachian tube dysfunction in the
pathogenesis of cholesteatoma: clinical considerations. J Otolaryngol 1996;
25:334-338.

Charachon R. Classification of retraction pockets. Rev Laryngol Otol
Rhinol (Bord). 1988; 109: 205-207.

Charachon R., Barthez M., Lejeune J. Spontaneous retraction pockets in
chronic otitis media medical and surgical therapy. Ear Nose Throat J 1992;
71: 578-583.



116

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Dmitry Tretiakow

Chen C.H., Lin C.J., Hwang Y.H., Ku C.J. Epidemiology of otitis media in
Chinese children. Clin Otolaryngol Allied Sci 2003; 28: 442-445.
Collin-Osdoby P., Nickols G., Osdoby P. Bone cell function, regulation, and
communication: a role for nitric oxide. J Cell Biochem 1995; 57: 399-408.
Constantin A., Loubet-Lescoulié P., Lambert N., Yassine-Diab B., Abbal
M., Mazi¢res B., de Préval C., Cantagrel A. Antiinflammatory and
immunoregulatory action of methotrexate in the treatment of rheumatoid
arthritis: evidence of increased interleukin-4 and interleukin-10 gene
expression demonstrated in vitro by competitive reverse transcriptase-
polymerase chain reaction. Arthritis Rheum 1998; 41: 48-57.

Couloigner V., Molony N., Viala P., Contencin P., Narcy P., Van Den
Abbeele T. Cartilage tympanoplasty for posterosuperior retraction pockets
of the pars tensa in children. Otol Neurotol 2003; 24: 264-269.

D' Eredita R., Marsh R.R. Tympanic membrane healing process and
biocompatibility of an innovative absorbable ventilation tube. Otol Neurotol
2006; 27: 65-70.

D'Souza N., Nelson S., Summer W., Deaciuc 1. Expression of tumor
necrosis factor-alpha and interleukin-6 cell-surface receptors of the alveolar
macrophage in alcohol-treated rats. Alcohol Clin Exp Res 1994;18:1430-
1435.

Danner C. Middle ear atelectasis: what causes it and how is it corrected?
Otolaryngol Clin North Am 2006; 39: 1211-1219.

de Brito L., Teles F., Teles R., Totola A., Vieira L., Sobrinho A.P. T-
lymphocyte and cytokine expression in human inflammatory periapical
lesions. J Endod 2012; 38: 481-485.

de Moraes M., de Lucena H., de Azevedo P., Queiroz L., Costa Ade L.
Comparati veimmunohisto chemical expressionof RANK, RANKL and
OPG in radicular and dentigerous cysts. Arch Oral Biol 2011; 56:1256-
1263.

de Moraes M., de Matos F., de Souza L., de Almeida Freitas R., de Lisboa
Lopes Costa A. Immunoexpression of RANK, RANKL, OPG, VEGF, and
vWF in radicular and dentigerous cysts. J Oral Pathol Med 2013; 42: 468-
473.

Deaciuc 1., Alappat J., McDonough K., D'Souza N. Interleukin-6 tumor
necrosis factor-alpha clearance and metabolism in vivo and by the isolated,
perfused liver in the rat: effect of acute alcohol administration. Alcohol Clin
Exp Res 1996; 20: 293-301.

Deguine C. Secondary retraction pockets. Rev Laryngol Otol Rhinol (Bord).
1988; 109: 231-234.

Deguine C. [Pathogenesis of cholesteatoma: contribution of otoscopic
photography]. Rev Laryngol Otol Rhinol (Bord) 1995; 116: 61-63.

Eden A., Gannon P. Neural control of middle ear aeration. Arch Otolaryngol
Head Neck Surg 1987; 113: 133-137.

Ertault-Daneshpouy M., Leboeuf C., Lemann M., Bouhidel F., Ades L.,
Gluckman E., Soci¢ G., Janin A. Pericapillary hemorrhage as criterion of



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.
63.

64.

65.

PiSmiennictwo 117

severe human digestive graft-versus-host disease. Blood 2004; 103: 4681-
4684.

Evans K., Fox S. Interleukin-10 inhibits osteoclastogenesis by reducing
NFATc1 expression and preventing its translocation to the nucleus. BMC
Cell Biol 2007; 8: 4.

Feng M., Wang H., Wang Q.,Guan W. Matrix metalloprotease 9 promotes
liver recovery from ischemia and reperfusion injury. J Surg Res 2013; 180:
156-161.

Ferlito A. A review of the definition, terminology and pathology of aural
cholesteatoma. J Laryngol Otol 1993; 107: 483-488.

Forséni M., Bagger-Sjobdck D., Hultcrantz M. A study of inflammatory
mediators in the human tympanosclerotic middle ear. Arch Otolaryngol
Head Neck Surg 2001; 127: 559-564.

Fujita A., Takahashi H., Honjo 1. Etiological role of adenoids upon otitis
media with effusion. Acta Otolaryngol Suppl 1988; 454: 210-213.
Janczewski G. Otolaryngologia praktyczna. Wyd. I ed. T. 1. Gdansk: Via
Medica.; 2007, s. 2-47.

Gantz B. Epidermal Langerhans cells in cholesteatoma. Ann Otol Rhinol
Laryngol 1984; 93: 150-156.

GonzalezC.,Bluestone C. Visualization of a retraction pocket/cholesteatoma:
indications for use of the middle ear telescope in children. Laryngoscope
1986; 96: 109-110.

Grant M., Wilson J., Rock P., Chapple 1. Induction of cytokines, MMP9,
TIMPs, RANKL and OPG during orthodontic tooth movement. Eur J
Orthod 2013; 35: 644-651.

Gray H. Anatomy of the Human Body. Philadelphia: Lea & Febiger, 1985;
s. 917-918.

Grewal D., Hathiram B., Moliorikar A., Santhosli D., Rajeevan T.
Retraction pockets in chronic suppurative otitis media- our experience.
Indian J Otolaryngol Head Neck Surg 2003; 55: 107-112.

Guo W., Bai X., Han Y., Xu L., Liu W., Zhang G., Li J., Fan Z., Wang H.
Expressions of TGF-p1 and MMP-9 in a guinea pig model of
tympanosclerosis: possible role in the pathogenesis of this disorder.
Laryngoscope 2012; 122: 2037-2042.

Hashizume M., Ohsugi Y. IL-6 as a target in inflammation. Endocr Metab
Immune Disord Drug Targets 2015: 15(3):206-211.

Hill P. Bone remodelling. Br J Orthod 1998; 25: 101-107.

Holgersen K., Kutlu B., Fox B., Serikawa K., Lord J., Hansen A., Holm
T.L. High-resolution gene expression profiling using RNA sequencing in
patients with inflammatory bowel disease and in mouse models of colitis. J
Crohns Colitis 2015: 9(6):492-506.

Ichimiya 1., Kurono Y., Mogi G. Immunology of the tympanic membrane.
Acta Otorhinolaryngol Belg 1995; 49: 121-125.

Isobe A., Sawada K., Kinose Y., Ohyagi-Hara C., Nakatsuka E., Makino H.,
Ogura T., Mizuno T., Suzuki N., Morii E., Nakamura K., Sawada 1., Toda



118

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Dmitry Tretiakow

A., Hashimoto K., Mabuchi S., Ohta T., Morishige K., Kurachi H., Kimura
T. Interleukin 6 receptor is an independent prognostic factor and a potential
therapeutic target of ovarian cancer. PLoS One 2015; 10: e0118080.
Jeong J., Park C., Tae K., Lee S., Shin D., Kim K., Park Y. Expression of
RANKL and OPG in middle ear cholesteatoma tissue. Laryngoscope 2006;
116: 1180-1184.
Jules J., Shi Z., Liu J., Xu D., Wang S., Feng X. Receptor activator of NF-
{kappa}B (RANK) cytoplasmic IVVY535-538 motif plays an essential role
in tumor necrosis factor-{alpha} (TNF)-mediated osteoclastogenesis. J Biol
Chem 2010; 285: 37427-37435.
Kakoi H., Anniko M. Auditory epidermal cell migration. V. Transmission
electron-microscopic study of tympanic membrane and external auditory
canal in the mouse. ORL J Otorhinolaryngol Relat Spec 1996; 58: 280-287.
Niemczyk K., Skarzynski H. Kieszonki retrakcyjne patogeneza i
klasyfikacje. Warszawa: Audiofonologia, 1996; VIII: s. 89-97.
Kennedy G., Varelias A., Vuckovic S., Laetitia Le T., Kate H., Ping Z.,
Gethin T., Anderson L., Boyle G., Cloonan N., Leach J., Sturgeon E., Avery
J., D Olver S., Lor M., Misra K., Hutchins C., Morton J., Durrant T.,
Subramoniapillai E., Butler J., Curley C., Kelli P., MacDonald A., Siok-
Keen T., Hill G. Addition of interleukin-6 inhibition with tocilizumab to
standard graft-versus-host disease prophylaxis after allogeneic stem-cell
transplantation: a phase 1/2 trial. Lancet Oncol 2014; 15: 1451-1459.
Kitowska A., Pawetczyk T. N-myc downstream regulated 1 gene and its
place in the cellular machinery. Acta Biochim Pol 2010; 57: 15-21.
Knutsson J., Bagger-Sjoback D., von Unge M. Structural tympanic
membrane changes in secretory otitis media and cholesteatoma. Otol
Neurotol 2011; 32: 596-601.
Kobayashi T., Toshima M., Yaginuma Y., Ishidoya M., Suetake M.,
Takasaka T. Pathogenesis of attic retraction pocket and cholesteatoma as
studied by computed tomography. Am J Otol 1994; 15: 658-662.
Kokko E. Chronic secretory otitis media in children. A clinical study. Acta
Otolaryngol Suppl 1974; 327: 1-44.
Kothari P., Pestana R., Mesraoua R., Elchaki R., Khan K., Dannenberg A.,
Falcone D. IL-6-mediated induction of matrix metalloproteinase-9 is
modulated by JAK-dependent IL-10 expression in macrophages. J Immunol
2014; 192: 349-357.
Kristiansen O., Mandrup-Poulsen T. Interleukin-6 and diabetes: the good,
the bad, or the indifferent? Diabetes 2005; 54 Suppl 2: S114-124.
Kuczkowskil .,Sakowicz-Burkiewicz M., Izycka-Swieszewska E.
Expression of the receptor activator for nuclear factor-xB ligand and
osteoprotegerin in chronic otitis media. Am J Otolaryngol 2010; 31: 404-
4009.
Kuczkowskil., Sakowicz-Burkiewicz M., Izycka-SwieszewskaE.,ikaszewski
B., Pawelczyk T. Expression of tumor necrosis factor-a, interleukin-1a,



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

PiSmiennictwo 119

interleukin-6 and interleukin-10 in chronic otitis media with bone osteolysis.
ORL J Otorhinolaryngol Relat Spec 2011; 73: 93-99.

Laulan N., St-Pierre Y. Bone morphogenetic protein 4 (BMP-4) and
epidermal growth factor (EGF) inhibit metalloproteinase-9 (MMP-9)
expression in cancer cells. Oncoscience 2015; 2: 309-316.

Lee S., Park S., Cho Y., Park K., Kim E., Jung K., Kim S., Kim W., Moon
S. Activation of matrix metalloproteinase-9 by TNF-alpha in human urinary
bladder cancer HT1376 cells: the role of MAP kinase signaling pathways.
Oncol Rep 2008; 19: 1007-1013.

Lee S., Gardner A., Kalinowski J., Jastrzebski S., Lorenzo J. RANKL-
stimulated osteoclast-like cell formation in vitro is partially dependent on
endogenous interleukin-1 production. Bone 2006; 38: 678-685.

Lehman D.,Wilmoth].,PrevattA. et al. Inhibition of matrix
metalloproteinases in  gerbil cholesteatoma: preliminary findings.
Otolaryngol Head Neck Surg 2002; 126: 404-408.

Leibbrandt A., Penninger J. RANK/RANKL: regulators of immune
responses and bone physiology. Ann N'Y Acad Sci 2008; 1143: 123-150.
Lim D. Tympanic membrane. Electron microscopic observation. I: pars
tensa. Acta Otolaryngol 1968; 66: 181-198.

Lim D. Tympanic membrane. II. Pars flaccida. Acta Otolaryngol 1968; 66:
515-532.

Lim D. Human tympanic membrane. An ultrastructural observation. Acta
Otolaryngol 1970; 70: 176-186.

Lim D. Structure and function of the tympanic membrane: a review. Acta
Otorhinolaryngol Belg 1995; 49: 101-115.

Litton W. Epithelial migration over tympanic membrane and external canal.
Arch Otolaryngol 1963; 77: 254-257.

Liu W, Liu Y., Jiang H., Ding X., Zhu R., Li B., Zhao Y. Plasma levels of
interleukin 18, interleukin 10, and matrix metalloproteinase-9 and -137G/C
polymorphism of interleukin 18 are associated with incidence of in-stent
restenosis after percutaneous coronary intervention. Inflammation 2013; 36:
1129-1135.

Liu Z., Xu J., Li H., Zheng Y., He J., Liu H., Zhong Y., Lu Y., Hong B.,
Zhang M., Lin P., Du J., Hou J., Qian J., Kwak L., Yi Q., Yang J. Bone
marrow stromal cells derived MCP-1 reverses the inhibitory effects of
multiple myeloma cells on osteoclastogenesis by upregulating the RANK
expression. PLoS One 2013; 8: e82453.

Lobo G., Monasterios M., Rodrigues J., Gamboa N., Capparelli M.,
Martinez-Cuevas J., Lein M., Jung K., Abramjuk C., Charris J. Synthesis,
crystal structure and effect of indeno[1,2-bJindole derivatives on prostate
cancer in vitro. Potential effect against MMP-9. Eur J] Med Chem 2015; 96:
281-295.

Lyubimova N., Kozharskaya G., Portnoi S., Kushlinskii N. Biochemical
markers of bone metabolism in breast cancer. Bull Exp Biol Med 2014; 157:
769-772.



120

93.

94.
95.

96.

97.

98.

99.

100.
101.
102.

103.
104.

105.

106.

107.

108.

Dmitry Tretiakow

Macedo R., Lacerda S., Thomazini J., Brentegani L. Bone integration
behavior of hydroxyapatite/B-tricalcium phosphate graft Implanted in dental
alveoli: a histomorphometric and scanning electron microscopy study.
Implant Dent 2014: 710-715.

Maciel K., Neves de Brito L., Tavares W., Moreira G., Nicoli J., Vieira L.,
Ribeiro Sobrinho A. Cytokine expression in response to root canal infection
in gnotobiotic mice. Int Endod J 2012; 45: 354-362.

Mansouri B., Richards L., Menter A. Treatment of two patients with
generalized pustular psoriasis with the interleukin-1f inhibitor
gevokizumab. Br J Dermatol 2014:

Maw A., Bawden R. Tympanic membrane atrophy, scarring, atelectasis and
attic retraction in persistent, untreated otitis media with effusion and
following ventilation tube insertion. Int J Pediatr Otorhinolaryngol 1994; 30:
189-204.

Mazziotti S., Arceri F., Vinci S., Salamone 1., Racchiusa S., Pandolfo I.
Role of coronal oblique reconstruction as a complement to CT study of the
temporal bone: normal anatomy. Radiol Med 2006; 111: 607-617.
McDonald M., Morse A., Mikulec K., Peacock L., Baldock P., Kostenuik
P., Little D. Matrix metalloproteinase-driven endochondral fracture union
proceeds independently of osteoclast activity. J Bone Miner Res 2013; 28:
1550-1560.

Meghji S. Bone remodelling. Br Dent J 1992; 172: 235-242.

Mewes T., Mann W. [Function of the eustachian tube in epitympanic
retraction pockets]. HNO 1998; 46: 914-918.

Mionskowski T., Kuczkowski J., Sakowicz-Burkiewicz M. Okreslenie
profilu ekspresji genu TNFa w wybranych strukturach ucha srodkowego u
chorych na tympanosklerozg. Otolaryngol Pol 2012; 66: 20-24.

Miyanaga S., Morimitsu T. Prussak's space: chronological development and
routes of aeration. Auris Nasus Larynx 1997; 24: 255-264.

Miyasato M., Takeno S., Hirakawa K. Expression of RANKL and
proliferation abilities of cultured human middle ear cholesteatoma epithelial
cells. Hiroshima J Med Sci 2013; 62: 1-6.

Nason R., Jung J., Chole R. Lipopolysaccharide-induced osteoclastogenesis
from mononuclear precursors: a mechanism for osteolysis in chronic otitis. J
Assoc Res Otolaryngol 2009; 10: 151-160.

Ohnishi T., Shirahata Y., Fukami M., Hongo S. The atelectatic ear and its
classification. Auris Nasus Larynx 1985; 12 Suppl 1: S211-213.

Ozkiris M., Kapusuz Z., Saydam L. The prevalence of middle ear diseases
among 7- to 13-year-old primary school students in Yozgat province. Turk J
Pediatr 2012; 54: 493-496.

Palva T., Northrop C., Ramsay H. Aeration and drainage pathways of
Prussak's space. Int J Pediatr Otorhinolaryngol 2001; 57: 55-65.

Paparella M., Jung T. Experience with tympanoplasty for atelectatic ears.
Laryngoscope 1981; 91: 1472-1477.



1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

PiSmiennictwo 121

Pawelczyk T., Sakowicz-Burkiewicz M., Wesserling M., Grden M.,
Kuczkowski J. Altered response of fibroblasts from human

tympanosclerotic membrane to interacting mast cells: implication for tissue
remodelling. Int J Biochem Cell Biol 2014:

Pedersen B., Fischer C. Beneficial health effects of exercise - the role of IL-
6 as a myokine. Trends Pharmacol Sci 2007; 28: 152-156.

Pinlaor S., Prakobwong S., Boonmars T., Wongkham C., Pinlaor P., Hiraku
Y. Effectof praziquantel treatmenton the expressiono matrix
metalloproteinases in relation to tissue resorption during fibrosis in hamsters
with acute and chronic opisthorchis viverrini infection. Acta Trop 2009;
111: 181-191.

Poitevin S., Garnotel R., Antonicelli F., Gillery P., Nguyen P. Type I
collagen induces tissue factor expression and matrix metalloproteinase 9
production in human primary monocytes through a redox-sensitive pathway.
J Thromb Haemost 2008; 6: 1586-1594.

Porter K., Turner N., O'Regan D., Ball S. Tumor necrosis factor alpha
induces human atrial myofibroblast proliferation, invasion and MMP-9
secretion: inhibition by simvastatin. Cardiovasc Res 2004; 64: 507-515.
Proctor B. Surgical anatomy and embryology of the middle ear. Trans Am
Acad Ophthalmol Otolaryngol. 1963, 67: 801-814.

Ribeiro A., Silva M., Aratjo R., Ferrucci D., Mineo T., Thiesen R.,
Bandarra M., Laus J. Expression of matrix metalloproteinases, type IV
collagen, and interleukin-10 in rabbits treated with morphine after lamellar
keratectomy. Vet Ophthalmol 2012; 15: 153-163

Robinson E., Werth V. The role of cytokines in the pathogenesis of
cutaneous lupus erythematosus. Cytokine. 2015, 73(2):326-334.

Rosean T., Tompkins V., Tricot G., Holman C., Olivier A., Zhan F., Janz S.
Preclinical validation of interleukin 6 as a therapeutic target in multiple
myeloma. Immunol Res 2014; 59: 188-202.

Ruah C., Schachern P., Paparella M., Zelterman D. Mechanisms of
retraction pocket formation in the pediatric tympanic membrane. Arch
Otolaryngol Head Neck Surg. 1992; 118: 1298-1305.

Sadeghi H., Lockmann A., Hund A., Samavedam U., Pipi E., Vafia K.,
Hauenschild E., Kalies K., Pas H., Jonkman M., Iwata H., Recke A., Schon
M., Zillikens D., Schmidt E., Ludwig R. Caspase-l-independent IL-1
release mediates blister formation in autoantibody-induced tissue injury
through modulation of endothelial adhesion molecules. J Immunol. 2015,
194: 3656-3663.

Sade J. Retraction pockets and attic cholesteatomas. Acta Otorhinolaryngol
Belg 1980; 34: 62-84.

Sade J. Atelectatic tympanic membrane: histologic study. Ann Otol Rhinol
Laryngol 1993; 102: 712-716.

Sade J. Treatment of cholesteatoma and retraction pockets. Eur Arch
Otorhinolaryngol 1993; 250: 193-199.



122

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Dmitry Tretiakow

Sade J., Avraham S., Brown M. Atelectasis, retraction pockets and
cholesteatoma. Acta Otolaryngol 1981; 92: 501-512.

Sade J., Berco E. Atelectasis and secretory otitis media. Ann Otol Rhinol
Laryngol 1976; 85: 66-72.

Sade J., Fuchs C., Luntz M. The pars flaccida middle ear pressure and
mastoid pneumatization index. Acta Otolaryngol 1996; 116: 284-287.

Sharp J., Robinson J. Treatment of tympanic membrane retraction pockets
by excision. A prospective study. J Laryngol Otol 1992; 106: 882-886.
Shunyu N., Gupta S., Thakar A., Sharma S. Histological and
immunohistochemical study of pars tensa retraction pocket. Otolaryngol
Head Neck Surg. 2011; 145: 628-631.

Shunyu N., Gupta S., Thakar A., Sharma S. Histological and
immunohistochemical study of pars flaccida retraction pocket. Otolaryngol
Head Neck Surg 2011; 145: 631-634.

Singh A., Mehdi A., Srivastava R., Verma N. Immunoregulation of bone
remodelling. Int J Crit Illn Inj Sci 2012; 2: 75-81.

Skotnicka B, Hassmann-Poznanska E. Myringoplastyka u dzieci — czynniki
wplywajace na wynik leczenia chirurgicznego. Otolaryngol Pol 2008; 62:
65-70.

Soysa N., Alles N., Aoki K., Ohya K. Osteoclast formation and
differentiation: an overview. J Med Dent Sci 2012; 59: 65-74.

Srinivasan V., Banhegyi G., O'Sullivan G., Sherman I. Pars tensa retraction
pockets in children: treatment by excision and ventilation tube insertion.
Clin Otolaryngol Allied Sci 2000; 25: 253-256.

Stangerup S., Tos M., Arnesen R., Larsen P. A cohort study of point
prevalence of eardrum pathology in children and teenagers from age 5 to
age 16. Eur Arch Otorhinolaryngol 1994; 251: 399-403.

Sundaram K., Nishimura R., Senn J., Youssef R., London S., Reddy S.
RANK ligand signaling modulates the matrix metalloproteinase-9 gene
expression during osteoclast differentiation. Exp Cell Res 2007; 313: 168-
178.

Syngle A., Verma I., Krishan P. Interleukin-6 blockade improves autonomic
dysfunction in rheumatoid arthritis. Acta Reumatol Port 2015; 40: 85-88.
Takizawa Y., Mizuta K., Hamada N., Yamatodani T., Nakanishi H.,
Hosokawa K., Takahashi G., Sugiyama K., Mineta H. Relationship between
tympanic membrane retraction and habitual sniffing in patients with
cholesteatoma. Acta Otolaryngol 2013; 133: 1030-1034.

Tang I., Prepageran N., Raman R., Sharizhal T. Epithelial migration in the
atelectatic tympanic membrane. J Laryngol Otol 2009; 123: 1321-1324.
Teitelbaum S. Osteoclasts; culprits in inflammatory osteolysis. Arthritis Res
Ther 2006; 8: 201.

Tos M. Cartilage tympanoplasty methods: proposal of a classification.
Otolaryngol Head Neck Surg 2008; 139: 747-758.

Tos M., Poulsen G. Attic retractions following secretory otitis. Acta
Otolaryngol 1980; 89: 479-486.



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

PiSmiennictwo 123

Troen B. Molecular mechanisms underlying osteoclast formation and
activation. Exp Gerontol 2003; 38: 605-614.

Truy E., Disant F., Tiollier J., Froehlich P., Morgon A. A clinical study of
human type IV collagen as tympanic membrane grafting material.
Preliminary noncomparative study. Arch Otolaryngol Head Neck Surg
1994; 120: 1329-1332.

Tukaj C., Kuczkowski J., Sakowicz-Burkiewicz M., Gulida G., Tretiakow
D., Mionskowski T., Pawelczyk T. Morphological alterations in the
tympanic membrane affected by tympanosclerosis: ultrastructural study.
Ultrastruct Pathol 2014; 38: 69-73.

Van der Jeught S., Dirckx J., Aerts J., Bradu A., Podoleanu A., Buytaert J.
Full-field thickness distribution of human tympanic membrane obtained
with optical coherence tomography. J Assoc Res Otolaryngol 2013; 14: 483-
494,

Van der Poll T., Keogh C., Guirao X., Buurman W., Kopf M., Lowry S.
Interleukin-6  gene-deficient mice show impaired defense against
pneumococcal pneumonia. J Infect Dis 1997; 176: 439-444.

Vitale R., Ribeiro F. The role of tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) in
bone resorption present in middle ear cholesteatoma. Braz J
Otorhinolaryngol 2007; 73: 117-121.

Walker C., Ito Y., Dangaria S., Luan X., Diekwisch T. RANKL,
osteopontin, and osteoclast homeostasis in a hyperocclusion mouse model.
Eur J Oral Sci 2008; 116: 312-318.

Walker P., Mowry S., Hansen M., Gantz B. Long-term results of canal wall
reconstruction tympanomastoidectomy. Otol Neurotol 2014; 35: 954-960.
Walsh R., Pracy J., Harding L., Bowdler D. Management of retraction
pockets of the pars tensa in children by excision and ventilation tube
insertion. J Laryngol Otol 1995; 109: 817-820.

Wang J., Yu L. [Expression of matrix metalloproteinase-2,9 in
cholesteatoma from different positions]. Zhonghua Er Bi Yan Hou Tou Jing
Wai Ke Za Zhi 2009; 44: 44-48.

Weiss T., Arnesen H., Seljeflot I. Components of the interleukin-6
transsignalling system are associated with the metabolic syndrome,
endothelial dysfunction and arterial stiffness. Metabolism 2013; 62: 1008-
1013.

Wells M., Michaels L. Role of retraction pockets in cholesteatoma
formation. Clin Otolaryngol Allied Sci 1983; 8: 39-45.

Wilmoth J., Schultz G., Antonelli P. Tympanic membrane metalloproteinase
inflammatory response. Otolaryngol Head Neck Surg 2003; 129: 647-654.
Wolfman D., Chole R. Experimental retraction pocket cholesteatoma. Ann
Otol Rhinol Laryngol 1986; 95: 639-644.

Yoon T., Schachern P., Paparella M., Aeppli D. Pathology and pathogenesis
of tympanic membrane retraction. Am J Otolaryngol. 1990; 11: 10-17.
Zhang J, Zhu L, Peng B. Effect of bioaggregate on osteoclast differentiation
and inflammatory bone resorption in vivo. Int Endod J 2014:



124 Dmitry Tretiakow

157. Zhang Q., Sun L., QiJ., Yang Z., Huang T. Influence of adipocytokines and
periprostatic adiposity measurement parameters on prostate cancer
aggressiveness. Asian Pac J Cancer Prev 2014; 15: 1879-1883.

158. Zhao Q., Shao J.,, Chen W., Li Y. Osteoclast differentiation and gene
regulation. Front Biosci 2007; 12: 2519-2529.

159.  Zheng Y., Ou Y., Yang H., Liu X., Chen S., Liu W. Clinical manifestation of
attic retraction pocket. Lin Chuang Er Bi Yan Hou Ke Za Zhi. 2005; 19: 737-
739.



125

7. STRESZCZENIE

Przewlekte zapalenie ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna (KR) jest jedna
z form przewlektego zapalenia ucha srodkowego. Powstanie i rozw6j KR stanowi
wazny problem dla otolaryngologéw, gdyz moze ona stanowi¢ stan przedperlakowy.
Kontrowersyjne sa przyczyny powstania kieszonki retrakcyjnej oraz mechanizm
procesu niszczenia ko$ci. Niejasno$¢ etiopatogenezy tej choroby czgsto utrudnia
prawidtowe jej leczenie.

Celem pracy bylo okreslenie poziomu ekspresji gendw cytokin prozapalnych
(IL-1a, IL-6) i przeciwzapalnych (IL-10) oraz mediatoréw RANKL, TNF-a i MMP-
9 w materiale biologicznym pobranym od chorych z przewlektym zapaleniem ucha
srodkowego z KR w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Okreslono korelacje migdzy
poziomem ekspresji genow badanych cytokin a stopniem zaawansowania KR, obra-
zem klinicznym oraz stopniem niedostuchu. Oceniono korelacje migdzy obrazem
w mikroskopie elektronowym a typem i stopniem zaawansowania KR, poziomem
ekspresji genéw badanych cytokin.

Badanie zostalo wykonane u chorych operowanych z powodu niedostuchu w
przebiegu przewleklego zapalenia ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna. Grupe
kontrolng stanowil materiat biologiczny pobierany ze zwtok ludzi, zmartych §mier-
cig nagla, bez chorob uszu, w czasie rutynowej sekcji w Zaktadzie Medycyny Sa-
dowe;j.

Oznaczono poziom ekspresji genéw [L-la, IL-6, IL-10, TNFSFI11, TNF-a
i MMP-9 w badanym materiale. Poziom mRNA dla badanych gendéw oznaczono
podczas reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym. St¢zenie biatka dla badanych cy-
tokin w homogenacie tkankowym oznaczono metoda ELISA za pomoca komercyj-
nych zestawow. Badanie ultrastrukturalne, ocena materiatu i dokumentacja fotogra-
ficzna byta dokonywana w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Uzyskane
wyniki zostaly poddane analizie statystycznej a poziom ekspresji genow badanych
cytokin zostal skorelowany z danymi klinicznymi oraz demograficznymi.

Grupa badana sktadata si¢ z 7 (20%) mezczyzn oraz 28 (80%) kobiet. Wiek pa-
cjentow wahat od 18 do 45 lat. Mediana wieku w grupie badanej wyniosta 36,67 lat
(mezczyzni — 39,71 lat; kobiety — 35,88 lat). Zmiany chorobowe dotyczyty tylko
jednego ucha u wszystkich pacjentow.

Wsréd objawdw laryngologicznych przewlektego zapalenia ucha srodkowego
odnotowano: szumy uszne u 6 (17,14%) pacjentow; wyciek z ucha u 11 (31,43%);
okresowe zawroty glowy u 6 (17,14%).

W badaniu mikrootoskopowym wykazano lokalizacjc KR w czesci wiotkiej
btony bebenkowej u 10 (28,57%) oraz w czgsci napietej u 25 (71,43%) pacjentow.
Nie obserwowano pacjentow z kieszonkg retrakcyjna w I stadium rozwoju, co moze
wynika¢ z braku dolegliwosci u tych chorych.

Analizujac wyniki badan audiometrycznych okazalo si¢, ze niedostuch przewo-
dzeniowy wystepowat 22 (62,8%), niedostuch mieszany — 13 (37,2%) pacjentow.
Wigkszos¢ mezczyzn w grupie badanej miato niedostuch niewielkiego (42,8%)
i umiarkowanego stopnia (42,8%). Istotnie statystycznie wigcej kobiet niz me¢zczyzn
miato niedostuch umiarkowany (64,2%kobiet).
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W wyniku badan molekularnych wykazano, ze poziom ekspresji genéw /L-
lo, IL-6, IL-10, TNFSF11, TNF-a i MMP-9 w materiale biologicznym z kie-
szonki retrakcyjnej byl istotnie wyzszy niz w uchu zdrowym, co jest dowodem
roli tych cytokin w etiopatogenezie rozwoju kieszonki retrakcyjnej. Wykazano
znamienny statystycznie zwigzek miedzy poziomem mRNA badanych gendéw
a ich produktem biatkowym jak w populacji ogolnej, tak i w grupie badanej
i kontrolnej, co moze sugerowac o duzej wartosci testu ELISA w ocenie ekspre-
sji badanych gen6w na poziomie bialka.

Poszukujac zwigzku miedzy profilem ekspresji badanych genéw a czynni-
kami demograficznymi oraz klinicznymi wykazano, ze:

- istnieje zwigzek miedzy poziome ekspresji genu /L-/a, IL-6, IL-10, TNF-a
1 TNFSF11 na poziomie mRNA oraz jego produktu biatkowego a stopniem zaa-
wansowania KR, perforacjg btony bgbenkowej, ziarning w przewodzie stucho-
wym i jamie be¢benkowej oraz wyciekiem z ucha, co moze by¢ przydatne w oce-
nie obiektywnej stanu zaawansowania choroby,

- istnieje zwigzek miedzy poziomem ekspresji genu MMP-9 na poziomie
mRNA oraz jego produktu biatlkowego a stopniem zaawansowania KR,

- poziom ekspresji genu /L-6, MMP-9 jest wyzszy w bardziej zaawansowa-
nych stadiach kieszonki retrakcyjnej, co moze $wiadczy¢ o znacznej roli tych
cytokin na péznym stadium zaawansowania choroby,

- uwzgledniajac dziatanie przeciwzapalne IL-10 i obserwujac podwyzszony
poziom ekspresji jej genu we wezesnych stadiach choroby mozna przypuszczac,
Ze uczestniczy ona w patomechanizmie regresji zmian patologicznych, tocza-
cych si¢ w tkankach kieszonki retrakcyjnej,

- poziom ekspresji genu TNF-a, TNFSF11 jest bardzo wysoki we wszystkich
stadiach zaawansowania kieszonki, co jest dowodem aktywnego procesu zapal-
nego na wszystkich etapach rozwoju KR.

Wysoki odsetek wystepowania szumoéw usznych oraz komponenty od-
biorczej niedostuchu w poznych stadiach zaawansowania KR przemawia za
toksycznym dziataniem czynnikow zapalnych na komorki ucha wewnetrznego.

Przeprowadzajac badanie ultrastrukturalne stwierdzono, ze zmiany morfolo-
giczne blony bebenkowej w szczegdlnosci dotycza zaburzen w budowie nabton-
ka zewnetrznego, formowania wpuklen nabtonka, zaniku btony podstawnej bto-
ny bgbenkowej oraz braku wyodrebnionych warstw okreznej i podtuznej wio-
kien kolagenowych. Zmiany ultrastrukturalne w btonie bgbenkowej sugeruja
nasilenie proceséw: zapalnych, migracji nabtonka, destrukcji wtokien kolage-
nowych oraz autofagii, co $wiadczy o aktywnosci procesu rozwoju KR oraz
neguje kieszonke jako pozostalos¢ przebytego stanu patologicznego.

Uzyskane wyniki w realizowanej pracy przyczyniajg si¢ do lepszego pozna-
nia patogenezy przewleklego zapalenia ucha srodkowego z kieszonka retrakcyj-
na blony bebenkowej. Moga takze przyczyni¢ si¢ do rozwoju metody obiektyw-
nej oceny stanu ucha srodkowego oraz metod zapobiegania i leczenia zacho-
wawczego przewlektego zapalenia ucha srodkowego z kieszonka retrakcyjna.
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8. SUMMARY

Chronic otitis media with retraction pocket (RP) of tympanic membrane is
a form of chronic inflammation of the middle ear. The emergence and development
of the RP is an important issue for otorhinolaryngologists, because it predisposing to
the formation of cholesteatoma. Controversial is etiology of the retraction pockets
creation and the mechanism of osteolisis into RP. Lack of clarity of the etiopatho-
genesis of the disease is often makes difficult correct treatment.

The aim of the study was to determine the level of gene expression pro-
inflammatory (IL-1a, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines, the mediators
of RANKL, TNF-a and MMP-9 in biological materials collected from patients with
chronic otitis media with RP compared to the control group. Determine the correla-
tion between the level of gene expression of the examined cytokines and the RP
severity, the clinical signs and the degree of hearing loss. Correlation between elec-
tron microscope image and the type and severity of RP, the level of gene expression
of the examined cytokines.

The study was performed in patients operated on because of hearing loss due to
chronic otitis media with retraction pocket. The control group was a biological mate-
rial taken from the corpses of people who died sudden death, without any ear diseas-
es during routine section of the Department of Forensic Medicine.

Determined the level of expression of IL-1a, IL-6, IL-10, TNFSF11, TNF-o and
MMP-9 from the samples. Level of mRNA for the tested genes were determined by
RT-PCR in real time. The protein concentration for the tested cytokine in the tissue
homogenates was determined by ELISA test using commercial kits. Ultrastructural
study, evaluation of material and photographic documentation were made in a
transmission electron microscope. The results were statistically analyzed and the
level of gene expression of the examined cytokines was correlated with demograph-
ic and clinical data.

The study group consisted of 7 (20%) men and 28 (80%) of women. The age of
patients according to the criteria exclusive, comprise from 18 to 45 years. The medi-
an age in the study group was 36.67 years (men - 39.71 years; women - 35.88 years).
The lesions involved only one ear in all patients.

Among the symptoms of chronic otitis media reported: tinnitus in 6 (17.14%) pa-
tients; leaking from the ear in 11 (31.43%); periodic dizziness in 6 (17.14%).

The otoscopy was shown the location of the RP in the pars flaccid the tympanic
membrane in 10 (28.57%) and a pars tense in 25 (71.43%) patients. There were no
patients with retraction pocket in the 1-st development stage, which may result from
the lack of complaints from the ear or the possibility of conservative treatment in a
given stage of development.

Analyzing the results of audiometric tests found that the conductive hearing loss
was 22 (62.8%), mixed hearing loss - 13 (37.2%) patients. Most of the men in the
study group had a slight hearing loss (42.8%) and moderate degree (42.8%). Signifi-
cantly more women than men had moderate hearing loss (64.2% women).
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As a result of molecular studies it has demonstrated that the expression level
of IL-1a, IL-6, IL-10, TNFSF11, TNF-a and MMP-9 in the biological material
of the retraction pocket is significantly higher than in the healthy ear, which is
evidence of the role of these cytokines in the etiopathology of the retraction
pocket. It has been shown statistically significant association between the
mRNA levels of the studied genes and their protein product in the general popu-
lation, and so the treated and control groups, suggesting a high value of the ELI-
SA test for assessment of gene expression at the protein level.

Searching for the relationship between the profile of gene expression and
clinical and demographic factors has been demonstrated that:

- there is a correlation between mRNA and protein expression levels for IL-
la, IL-6, IL-10, TNF-a and TNFSF11 genes and the stage of RP, tympanic
membrane perforation, granulation tissue and the ear leaking, which may be
useful in assessing the severity of an objective disease,

- there is a relationship between mRNA and protein expression levels for
MMP-9 and its protein product and the stage of RP,

- the expression level for IL-6, MMP-9 genes is higher in the more advanced
stages of retraction pocket, which may indicate a significant role of these cyto-
kines at a late stage of the disease,

- having regard to anti-inflammatory IL-10 and observing the increased ex-
pression level for gene in the early stages of the disease can be assumed that it is
involved in the pathogenesis of pathological changes regression in the tissue of
the retraction pocket,

- the expression level for TNF-a, RANKL genes is very high in all stages of
RP, which is evidence of active inflammation at its all stages.

The high prevalence of tinnitus and neuro-sensorial component of hearing
loss in the late stages of the RP supposed toxic effects of inflammatory factors
on the cells of the inner ear.

In ultrastructural study been shown that the morphological changes of the
tympanic membrane in particular include disorders in the construction of the
outer epithelium, forming epithelial cones, atrophy of the basal membrane of the
eardrum and the lack of separate layers of circular and longitudinal collagen
fibers. Ultrastructural changes in the eardrum suggest intensification of process-
es: inflammation, epithelial migration, destruction of collagen fibers and autoph-
agy, which indicates the activity of the development process and negates RP as a
residue of prior pathology.

The authors are convinced that the results conducted research contributes to
a better understanding of the pathogenesis of chronic otitis media with retraction
pocket of the tympanic membrane. They can also contribute to the development
of methods for the objective assessment of the state of the middle ear and meth-
ods of prevention and conservative treatment of chronic otitis media with retrac-
tion pocket.



