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Einleitung

1.1. Das Cholesteatom

Cholesteatom (Synonym: chronische Knocheneiterung des Mittelohres, chro-

nische Perlgeschwulst, chronische epitympanale Mittelohrentziindung)

Die Genese des Cholesteatoms wird auch heute noch kontrovers diskutiert.
Eine der wichtigsten Theorien vermutet seine Entstehung durch Einwachsen
von ortsfremdem Epithel aus dem Gehdrgang in den Bereich der Schleimhau-
te des Mittelohres und der benachbarten pneumatischen Zellen. Es zahlt zur
Gruppe der chronischen Mittelohrentzindungen mit randstandiger Trommel-
fellperforation und Knochendestruktion. ,Das Cholesteatom ist ein aus Granu-
lations- und Bindegewebe bestehender, histologisch durch zwiebelschalenartig
aneinander gelagertes verhorntes Plattenepithel gekennzeichneter benigner

Tumor.“ [Zitat: PSCHYREMBEL, S.278]

Pathohistologisch lassen sich im Cholesteatom im Wesentlichen zwei Schich-
ten unterscheiden. Die Matrix ist die oberflachlich gelegene Epithelschicht mit
verhornenden Plattenepithelzellen. Sie gleicht dem Trommelfellepithel und
dem Gehorgangsepithel, jedoch ohne dessen Anhangsgebilde [LimM, 1982]. Die
Perimatrix ist das darunter liegende Bindegewebe, das die Nahrbasis fur das
Epithel darstellt. Sie variiert in ihrer Ausdehnung und Dicke je nach Entzin-
dungszustand. Die Basalmembran, die Matrix und Perimatrix trennt, kann bei

starker Entzindung unterbrochen sein [STEINBACH et al., 1988]

1.1.1. Klassifizierung und Klinik
Klinisch wird von den meisten Autoren das Cholesteatom wie folgt eingeteilt:

1. Primares oder genuines Cholesteatom aus versprengten Keimepithel

(selten)



2. Sekundare Cholesteatome:

a. die von der Pars flaccida des Trommelfells ausgehende epitym-

panale oder Attikcholesteatome und

b. die von der Pars tensa des Trommelfells ausgehenden Tensa-

cholesteatome
3. Rezidivcholesteatome nach Operationen

4. iatrogene Cholesteatome ,z.B. als Transplantationscholesteatom nach

Legen einer Paukendrainage
5. Traumatische Cholesteatome

Klinisch wird das Cholesteatom durch Hérminderung oder vollstandigen Hor-
verlust des betreffenden Ohres durch vorherige Zerstérung der Gehorknochel-
chen gekennzeichnet. Die Zerstorung vor allem des langen AmboR3schenkels
fuhrt zu erheblicher Schalleitungsschwerhdrigkeit. Durch Arrosion der Bogen-
gange werden Schwindel und Gleichgewichtsstérungen hervorgerufen. Wei-
terhin finden sich die Symptome Schmerz, Druckgefuhl und ein fotider (fast
immer eitrig) Ohrfluss am betreffenden Ohr. Komplikationsgefahr infolge des
Cholesteatomdruckes und begleitender Entzindung stellen der Einbruch in
den Fazialiskanal, der Durchbruch in den Sinus sigmoideus und auch en-
dokranielle Komplikationen wie Meningitis, Schlafenlappenabszess und Klein-

hirnabszess dar.

1.1.2. Historischer Uberblick

Erstmals berichtete 1828 der franzosische Anatom JEAN CRUEVEILHIER Uber
eine durch Keimversprengung entstandene Geschwulst, die er im Gehirn einer
etwa 18-jahrig verstorbenen jungen Frau vorfand. Er bezeichnete diese Ge-

schwulst als ,, Tumeur perlee’™®, die ,, ganz den metallischen Glanz von mattem
Silber oder einer Perle des reinsten Wassers war und mit einer Menge von
Buckeln bedeckt war® [VIRcHOW, S. 24]. Die Bezeichnung ,Cholesteatom ,geht

auf den Pathologen Johannes Mdller zurick, der 1838 eine ,perimutterglan-
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zend geschichtet Fettgeschwulst” beschrieb [VIRcHow, S. 373], die er zur Na-
tur der gutartigen Geschwulste zahlte. Er untersuchte mikroskopisch das Zell-
gewebe und konnte eine Ansammlung von Cholesterinkristallen unterhalb der
glanzenden Oberflache beschreiben. Dabei unterschied er den grof3eren Teil
der Falle als ,Cholesteatoma cysticum®“ von dem auf Geschwirsflachen vor-

kommenden Dypuytren [VIRCHOW, S. 374].

Erste Ansatze einer systematischen Erforschung der Anatomie und Pathologie
des Felsenbeins verdanken wir TOYNBEE, der um die Mitte des vergangenen
Jahrhunderts seine Untersuchungen an 1600 Felsenbeinen publizierte
[Plester, 1985]. 1850 beschrieb TOYNBEE einen Tumor im auf’eren Gehdrgang,
der aul’en perlweily und glanzend, innen mit Epidermisschuppen gefullt war
[ToYNBEE, 1850]. Durch seine Beobachtung wurde angenommen, dass durch
den Druck der Geschwulst eine Absorption der Knochenteile eintreten kénne,
da vom auleren Gehoérgang ausgehend der Tumor die hintere Gehdrgangs-
wand arrondiert hatte und ins Mastoid eingebrochen war. TOYNBEE bezeichne-

te ihn als ,sebaceous tumor®.

1855 unternahm Virchow den Versuch, den von CRUVEILHIER bezeichneten
Begriff ,tumeur perlee™ in Perlgeschwulst umzuwandeln: “Am besten ist es zu
dem ursprunglichen Namen der Perlgeschwulst zurickzukehren und von die-

ser eine einfache und zusammengesetzte Form zu unterscheiden®.

Mit diesem Begriff konnte er sich allerdings nicht durchsetzten. Er definierte in
seiner Arbeit die Perlgeschwulst als eine epidermoidale Neubildung und unter-
schied dabei eine durch embryonale Keimversprengung entstandenes ,prima-
res Cholesteatom ,von einem aus einem Trommelfelldefekt hervorgegangenen

sekundaren Cholesteatom®.

Weitere Vertreter der Keimversprengungstheorie waren MicuLicz (1876) und
BOSTROEM (1897).

Einen anderen Erklarungsansatz von Cholesteatomen hingegen formulierte
erstmals 1862 GRUBER, dass eine Epithelumwandlung durch entziindliche Rei-

zung zur Entstehung von Cholesteatomen fiihren kdnne.



Ein dritter Erklarungsversuch zur Entstehung des Mittelohr- Cholesteatoms
wurde von HABERMANN (1892) begrindet und von BezoLD (1890) vertieft.
[BEzOLD, 1890] Es handelt sich dabei um die noch von vielen Autoren als gultig
angesehene Immigrationstheorie die besagt, dass Plattenepithel - angeregt
durch eine chronische Ostitis media - Uber eine im Trommelfell in die Pauken-
hohle einwachst, und ein daraus folgender Unterdruck in der Pauke — mit dar-
aus entstehender Retraktion der Pars flaccida - , fordern die Epidermiswande-

rung.

Fur die Pathogenese des Cholesteatom spielt bis heute die Immigrationstheo-
rie die groRte Rolle, auch wenn unterschiedliche Theorien in Bezug auf die
Umstanden, unter den das Plattenepithel in die Paukenhdhle einwachst, ge-

funden wurden.

Als wohl bekanntstes Beispiel eines Cholesteatom—Patienten gilt wohl der letz-
te deutsche KAISER WILHELM (1859-1941) zu nennen, der durch viele Krank-
heitserscheinungen beeintrachtigt, 19-jahrig an dieser erkrankte. Hatte 1886
die Krankheit mit immer wiederkehrenden Komplikationen einen letalen Aus-
gang genommen, waren 1886-1888 drei Hohenzollern-Generationen von der

politischen Weltbuhne verschwunden. [LEITHAUSER, 2000]

1.2. Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein funktionelles System zur Erhaltung des Korpers
durch Abwehr koérperfremder Substanzen und Elimination anormaler Kérper-
zellen, um den durch sie verursachten Schaden moglichst klein zu halten. Es
schutzt den Organismus vor Viren, Bakterien, fremden Molekulen und Tumor-
zellen. Dabei ist eine (bezuglich des Erregers) unspezifische, angeborene (o-
der nicht-adaptive) und eine spezifische, erworbene Immunitat zu differenzie-
ren. Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden ist, dass eine er-
worbene Immunantwort sehr spezifisch auf ein bestimmtes Pathogen reagiert.
[Roitt et al., S.2].



1.2.1. Unspezifische und spezifische Immunitat

Bei der unspezifischen Immunitat sind eine humorale und eine zellulare
Komponente zu unterscheiden. Zur humoralen Immunitat zahlen Akut-Phase-
Proteine (Komplementsystem, C-reaktives Protein, Serumamyloid-A, Fibrino-
gen), Lysozym und Interferon. [NORDBRUCH ET AL., S.41] Fur die zelluldre Im-
munantwort sind hauptsachlich Leukozyten verantwortlich, von denen es meh-
rere verschiedene Typen gibt. Eine wichtige Gruppe von Leukozyten sind die
Phagozyten (Fresszellen), wozu die Monozyten, Makrophagen und neutophi-

len polymorphkernigen Granulozyten gehoren. [ROITT et al., S.2].

Die spezifische Immunitat wird ebenfalls in zwei Komponenten unterteilt, wo-
bei den humoralen Bereich Antikorper darstellen, die von B-Lymphozyten pro-
duziert wurden. [NORDBRUCH ET AL., S.41] Antikorper sind Serumproteine, die
als Antwort auf den Kontakt mit einem Antigen gebildet werden und spezifisch
mit dem Antigen reagieren, um Immunkomplexe zu bilden. Sie haben die Auf-
gabe, diese eindringende Substanz aus dem Korper zu eliminieren. Hinsicht-
lich ihrer GrofRe, Gewicht, Struktur, Funktion und anderer Kriterien werden sie
in funf Klassen unterteilt. Dabei handelt es sich um IgA (Immunglobulin A),
IgD, IgE, 19G und IgM. Bei immunhistochemischen Farbungen werden vorwie-

gend Antikdrper vom Typ IgG eingesetzt [BOURNE, S.7].

Die zelluldre Komponente kennzeichnen hingegen T-Lymphozyten, die wie die
B-Lymphozyten ursprunglich aus dem Knochenmark stammen. T- und B-

Lymphozyten gehdren wie die Phagozyten zu den Leukozyten.

1.2.2. Zwei Strategien

Die unspezifischen Abwehrsysteme sind befahigt, ohne vorangegangenen

Kontakt, Fremdkorper unschadlich zu machen.

Die spezifischen Abwehrsysteme hingegen gewinnen ihre Wirksamkeit erst
durch die Auseinandersetzung mit dem Fremdkorper, daher spricht man in

diesem Fall von erworbener Immunitat.



Beide Strategien laufen nebeneinander und miteinander ab, und bewirken so
eine effektive Immunantwort. Je nach Erkrankung kann bei der spezifischen
Immunitat entweder die humorale oder zellulare Abwehr in den Vordergrund

treten. [NORDBRUCH ET AL., S.41]

1.2.3. Herkunft immunkompetenter Zellen

Alle Zellen der Immunabwehr stammen von Knochenmarkstammzellen ab.
Neben der myeloiden Reihe, aus der sich Granulozyten und Monozyten entwi-
ckeln, existiert noch die sogenannte lymphoide Reihe,aus der sich B- und T-

Lymphozyten und die naturlichen Killerzellen entwickeln.

Eine Differenzierung in reife, thymusabhangige T-Zellen oder antikbpersynthe-
tisierende B-Zellen erfolgt innerhalb der primar lymphatischen Organe. Bei
Saugetieren reifen T-Zellen im Thymus, die B-Zellen in der fetalen Leber sowie
im Knochenmark. Vogel besitzen ein spezielles Organ fur die Bildung von B-
Lymphozyten, die Bursa Fabricii. [Roitt et al., S.2] Es entstehen bei den T- und
B- Lymphozyten sowohl Effektorzellen (z.B. Helfer-, Suppressor- oder Killerzel-

len; Plasmazellen) als auch langlebige Gedachtniszellen.

Sekundar lymphatische Organe sind Milz, Lymphknoten, kapselfreies lympha-
tisches Gewebe wie die Peyer'schen Plaques des lleums, die Appendix und
die Tonsillen des Waldeyer'schen Rachenrings. In diesen Organen findet der

Kontakt zwischen reifen Lymphozyten und Fremdantigenen statt.

Das wesentliche Bauelement aller sekundar lymphatischen Organe ist der
Lymphollikel, in dem freie Immunzellen eingelagert sind. Solange noch kein
Antigenkontakt stattgefunden hat, haben Lymphfollikel eine homogene Struk-
tur und werden als Primarfollikel bezeichnet. Unter Antigeneinflu® wandeln sie
sich in Sekundarfollikel um. [Oethinger, S.219]

1.2.4. Funktion der Lymphozyten

Beide Lymphozytenarten kénnen einzelne Pathogene spezifisch erkennen. Die

B-Zellen bekampfen extrazellulare Pathogene und ihre Produkte, indem sie
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Antikérper freisetzten. Die T-Lymphozyten haben ein breiteres Aktivi-
tasspektrum. Sie helfen zum Teil Phagozyten, die, von ihnen aufgenommenen
Pathogene zu zerstdren. Andere interagieren mit B-Zellen und helfen diesen,
sich zu teilen, zu differenzieren und Antikdrper zu produzieren. Eine dritte
Gruppe erkennt Zellen, die von Viren befallen sind, und zerstéren diese. [Roitt
et al., S.2]

1.2.4.1. Stimulation der T-Lymphozyten mit Makrophagenaktivierung

Die T-Lymphozyten kdnnen ihr Antigen nur erkennen, wenn es an antigenpra-
sentierenden Zellen auf MHC-Proteinen gebunden ist. [NORDBRUCH ET AL.,
S.56] Nachdem der Makrophage das Antigen phagozytiert und in seinem Inne-
ren in kleine Peptidsticke zerlegt, werden diese auf die MHC-kodierten Protei-
ne geladen. Das Peptid, das ein Epitop des Antigens reprasentiert, wird im
weiteren Verlauf auf der Oberflache des Makrophagen auf dem MHC-Protein
prasentiert. Der T-Lymphozyt kann nun mit einem spezifischen Rezeptor (T-
Zellen-Antigenrezeptor) das Antigen erkennen, und wird durch Bindung des
Rezeptors an den peptidtragenden MHC aktiviert. Je nach Lymphozyten-Typ
kommt es im Anschluss zur Ausschuttung von Interleukinen (T-Helfer-Zellen),
Zytolyse (Zytotoxische T-Lymphozyten) oder Suppression einer Immunreaktion

(Suppressor-T-Lymphozyten). [OETHINGER, S.238-9]

In der Nachbarschaft des T-Zell-Rezeptors finden sich verschiedene Molekule
auf der Zellmembran. [OETHINGER, S.241] Die Lymphozyten exprimieren viele
verschiedene dieser ,Marker“ auf ihrer Oberflache, die zur Unterscheidung von
Zellpopulationen dienen, und die durch spezifische monoklonale Antikorper
identifiziert werden kdnnen. Dazu steht eine systematische Nomenklatur zur
Verfligung, das CD-System (cluster of differentiation), in welchen die Zellober-
flachenmarker fortlaufend als CD1, CD2 etc. nummeriert werden. Dabei binden
bestimmte Cluster von monoklonalen Antikorpern ganz spezifisch einen Zell-
marker [ROITT et al., S.14]. CD-3 ist z.B. ein Molekul, das sich auf jedem reifen
T-Lymphozyten findet. CD-4 ist ein Molekul, das die T-Lymphozyten vom Hel-
fertyp charakterisiert und CD-8 findet sich auf T-Lymphozyten vom zytotoxi-
schen Typ [OETHINGER, S.241].



1.3. Fragestellung dieser Studie

Sinn dieser Studie ist es, durch immunologische Farbemethoden eine quanti-
tative und qualitative Bestimmung immunkompetenter Zellen im histologischen
Praparat der Cholesteatomperimatrix durchzuflihren. Hierbei sollen Aussagen
Uber den Grad der Entziindung, die Art der entziindlichen Reaktion sowie die
Interaktion der am entzundlichen Prozess beteiligten Zellen ermdglicht wer-

den.

Ziel dieser Erkenntnis kdonnte es sein, aufgrund des Wissens um diese Zu-
sammenhange die Therapie gezielter auf die, mit dem Cholesteatom verge-

sellschafteten Entzindung abzustimmen.



Material und Methode

2.1. Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial diente Gewebe von 28 Cholesteatomen, die opera-
tiv entnommen und je nach histologischem Befund in solche mit oder ohne
Entzindungszeichen unterteilt wurden. Die Praparate wurden in einer Zeit-
spanne von 1995 bis 2001 exidiert. Als Vergleichsgewebe dienten Praparate

der Gehoérgangshaut und des Trommelfells.

Anzahl der Cholesteatome
Sehr agressive Cholesteatome 12
MaRig agressive Cholesteatome 8
wenig agressive Cholesteatome 8

Tabelle 1: Anzahl der Cholesteatome

2.2. Postoperative Lagerung des Gewebes

Postoperativ wurden kleine Behalter aus Kunststoff mit den Proben beschickt
und mit Tissue-Tek der Firma SAKURA aufgefullt. Hierbei handelt es sich um
ein spezielles Einbettmittel fur histologische Praparate (Zusammensetzung:
Polvenyl Alkohol (<11%), Carbowachs (<5%), nichtreaktive Inhaltstoffe
(<85%)). Durch anschlieBende Gefrierung in flissigem Stickstoff wurde das

Gewebe fixiert.

Die gesammelten Gewebeproben wurden bis zur weiteren Untersuchung in

einem Tiefkuhlschrank bei —80 °C gelagert.



2.3. Vorbereitung

Bevor die Gewebeproben bearbeitet werden konnten, mussten Objekttrager
der GroRe 76x26 mit einer Losung vorbehandelt werden, um ein spateres Ab-
I6sen der Praparate von der Glasoberflache wahrend des Farbevorganges zu

vermeiden.

Bei der verwendeten Losung handelte es sich um das Poly-L-Lysin, die in ei-
ner dunnen Schicht mit Hilfe eines Pinsels aufgetragen wurde. Zur Herstellung
dieser Losung wurden 25 mg Poly-L-Lysin (Sigma Chemicals; P 1274) in 250
ml destillierten Wasser gelést und anschlieRend in 1 ml Triton (Sigma Chemi-

cals) eingeruhrt. Die Lagerung fand in einem TiefkUhlschrank bei —20°C statt.

2.4. Bearbeitung des Gewebes

Die tiefgefrorenen Cholesteatom-Praparate wurden zur Aufbereitung dem
TiefkUhlschrank entnommen und in gekihlten Zustand in einem Kryostaten
(Kryostat 2800 Frigocut-E, Firma REICHERT UND JUNG,CAMBRIDGE INSTRU-
MENTS) mit Hilfe eines Rotations-Mikrotommessers in 4 ym dinne Scheiben
bei —24 °C geschnitten.

Pro Objekttrager wurden jeweils zwei Praparate-Schnitte Ubertragen, die da-
nach ca. 2 Stunden an der Luft getrocknet wurden. Anschlieliend wurden sie
zur weiteren Aufbewahrung bei —80 °C im Tiefkuhlschrank gelagert, bis sie fur

den folgenden Farbevorgang aus diesem wieder entnommen wurden.
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2.5. Farbevorgang

2.5.1. Verwendete Farbemethode

Die indirekte Immunperoxidasefarbung ermoglichte die Darstellung zellularer
Antigene durch das Enzym Peroxidase zusammen mit einem spezifischen An-

tikorper.

Bei dieser Methode kommt es zu einer Bindung des Antigens im Praparat an
einen konjugierten Antikorper. Um diese Anlagerung zu lokalisieren, wird ein
Peroxidase-konjugierter Antikorper benotigt, der sich an den ersten Antikorper

bindet (Handbuch der Immunperoxidase).

2.5.2. Verwendete Antikorper

Um gegen eine einzelne Antigendeterminante gerichteten spezifischen Anti-
kdrper zu besitzen, wurden fur die Zell-Charakterisierung monoklonale Anti-
korper der Maus oder Ziege verwendet. Die Austitrierung der fur die Farbung

optimalen Verdinnung erfolgt auf Tonsillengewebe.

Firmenname Verdiinnung Spezifitit | Zielzellen

Dako CD 25 1:100 CD 25 Findet sich vor allem in aktivierten T-
Zellen, ferner in B-Zellen (bei gerin-
gerer Dichte), und Monozyten. Bindet
an IL-2-Rezeptor (B).

Dako CD28 1:100 CD 28 Findet sich bei T-Zellen (95% der CD
4 Helferzellen, 50% der CD 8
Surpressorzellen) und bei aktivierte
B-Zellen.

Dianova CD 40 1:40 CD 40 Periphere B-Lymphozyten, jedoch
nicht in ausdifferenzierten Plasma-
Zellen.

(Das Antigen findet sich auf einigen
Epithelzellen, Carcinomen und
lymphoiden dendritischen Zellen.
Dianova 1:20 CD 40 Aktivierte T-Zellen.

CD 40 Ligand Ligand
Dako CD 69 1:50 CD 69 Aktivierte T- und B-Zellen, vorhanden

auch in Natural Killer-Zellen und
Makrophagen.

Tabelle 2: Primarantikdrper (Maus)
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Firmenname Verdiin- Spezifitat | Zielzellen

nung

Santa Cruz B7-1 1:50 B7-1 T-Zellen und aktivierte B-Zellen, au-
Rerdem CTLA-4 (zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein-4)

Santa Cruz B7-2 1:25 B7-2 T-Zellen und aktivierte B-Zellen, au-

Rerdem CTLA-4 (zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein-4)

Tabelle 3: Primarantikorper (Ziege)

Sekundarantikorper (Maus):

Peroxidase-konjugiertes Anti-Maus-Immunglobulin vom Kaninchen der Firma
DAKO (Code no. P 0161).
Zusammensetzung: 700 yl PBS, 300 yl AB-Serum, 20 yl DAKO P161

Sekundarantikorper (Ziege):

Peroxidase-konjugiertes Anti-Ziege-Immunglobulin vom Kaninchen der Firma
DAKO (Code no. P 0449).
Verdinnung: 350 yl PBS, 150 yl AB-Serum, 10 yl DAKO P 449.

Tertiarantikorper:

Meerrettich-Peroxidase_konjugiertes Anti-Kaninchen-Immunglobulin von der
Ziege der Firma DAKO (Code no. Medac L42007).
Verdinnung: 700 yl PBS, 300 yl AB-Serum, 20 yl Medac L 42007.

2.5.3. Austitrierung der Antikorper

Die Austitrierung der optimalen Antikdrper-Verdunnung fur den Primarantikor-
per erfolgte mit PBS auf Tonsillengewebe mit Konzentrationen von 1:20, 1:25,
1:40, 1:50, 1:100 und 1:200 (optimale Antikorper-Verdinnungen sind in der
Tabelle 4 hervorgehoben).
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DAKO CD 25 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 | 1:200

DAKO CD 28 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 | 1:200

Dianova CD 40 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 | 1:200

Dianova CD 40 lig. | 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 | 1:200

DAKO CD 69 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 | 1:200

Santa Cruz B7-1 1:20 1:40 1:25 1:50 1:100 1:200

Santa Cruz B7-2 1:20 1:4 1:25 1:50 1:100 | 1:200

Tabelle 4: Austitrierte Konzentrationen

2.5.4. Verwendete Pufferlosungen

= NaCL-Tris Puffer pH 7,4
= NaCL-Tris Puffer pH 7,6

Fur diese Losungen wurden 9,0 | Aqua dest. und 81,0g NaCL sowie separat
2,0 | Aqua dest. und 12,0g Tris(hydoxylmethylaminomethan) angesetzt. Die
Tris-Losung wird mit 1n HCL auf pH 7,6 eingestellt. Davon werden 1000 ml zur
weiteren Verwendung beiseite getan. Der Rest wird mit 1n HCL auf einen pH

von 7,4 eingestellt.
= DAB-L6sung

Es werden hierfir 10 ml NaCL-Tris-Lésung. Mit einem pH von 7,6 sowie 6 mg
DAB (3,3 Diaminobenzidintetrahydrochloridsaure) mit 5yl H202 (30%) direkt

vor dem Auftragen auf das Gewebe gemischt.

2.5.5. Verfahrenstechnik der Inmunperoxidase-Farbung

1. Entnahme der mit Gewebe bestlickten Objekttrager aus dem Tiefklhl-
schrank.
2. Trocknung des Gewebes bei Raumtemperatur.
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10.

11.

12.

13.

Objekttrager 10 Min. in ein mit Aceton gefiilltes Bad legen.
Objekttrager 3-5 Min. in ein Pufferbad legen.

Objekttrager aus dem Pufferbad entfernen und Uberschussige Flussig-

keit vorsichtig um das Gewebe herum wegtupfen.

Antikdrper mit einer 100er Pipette auf die flach gelagerten Objekttrager
auftragen. Der Antikorper muss dabei das ganze Gewebe benetzen. 30
Min. lichtgeschutzt inkubieren.

Kontroll-Gewebe nicht mit Antikorper, sondern ausschliel3lich mit PBS-

Puffer behandeln. Ebenfalls 30 Min. lichtgeschutzt inkubieren.

Nach 30 Min. Primarantikdrper mit NaCL-Tris Puffer (pH 7,4) aus der
Flasche vorsichtig abspulen und anschlief3end dreimaliges Waschen mit
demselben Puffer zur Entfernung der Uberschiussigen Flussigkeit vom
Objekttrager (jeweils 3 Min).

Objekttrager aus dem Pufferbad entfernen und Uberschussige Flussig-

keit vorsichtig um das Gewebe herum wegtupfen.

Antikdrper auf die flach gelagerten Objekttrager auftragen. Der Antikor-
per muss dabei wieder das ganze Gewebe benetzen. 30 Min. lichtge-

schutzt inkubieren.

Kontrollgewebe mit 2. Antikdrper benetzen. Ebenfalls 30 Min. lichtge-

schutzt inkubieren.

Nach 30 Min. Sekundarantikdrper mit NaCl-Tris Puffer ( pH 7.4 ) aus
der Flasche vorsichtig abspllen und anschlieRend dreimaliges Wa-
schen mit demselben Puffer zur Entfernung der Uberschissigen Flus-

sigkeit vom Objekttrager fur jeweils 3 Min.

Objekttrager aus dem Bad entfernen und Uberschissige FlUssigkeit

vorsichtig um das Gewebe herumtupfen.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Antikdrper auf die flach gelagerten Objekttrager auftragen. Der Antikor-
per muss dabei wieder das ganze Gewebe benetzen. 30 Min. lichtge-

schutzt inkubieren.

Kontrollgewebe mit 3. Antikdrper benetzen. Ebenfalls 30 Min lichtge-

schutzt inkubieren.

Nach 30 Min. Tertiarantikdrper mit NaCL-Tris Puffer ( pH 7,4 ) aus der
Flasche vorsichtig abspulen und anschlielend zweimaliges Waschen
mit demselben Puffer fur jeweils 3 Min. Dritte Waschung mit NaCL-Tris
Puffer (pH 7,6) flr ebenfalls 3 Min.

Objekttrager aus dem Pufferbad entfernen und Uberschissige Flissig-

keit vorsichtig um das Gewebe herum wegtupfen.

Applikation des flach gelagerten Gewebes mit DAB-LOsung. Fiur 15 Min.
lichtgeschutzt inkubieren. Zusammensetzung:10 ml NaCl-Tris Puffer (
pH 7,6 ), 5 ml H2=2, 6 mg Diaminobenzidine.

Abkippen und spezielle Entsorgung der DAB-L6sung. Anschlie3end
einmaliges Waschen mit NaCL-Tris Puffer ( pH 7,4 ) far 5 Min.

Kurze Waschung des Gewebes mit destilliertem Wasser.

Mit Mayers Hamalaun (Merk Diagnostika) 5 Min. gegenfarben (fur

Kernanfarbung).

Abkippen des Hamalauns und Reinigen des Gewebes fur 15 Min. unter

flieRendem Wasser.
Kurze Waschung des Gewebes mit destilliertem Wasser.

Objekttrager aus dem destillierten Wasser entfernen und Uberschissige

Flussigkeit vorsichtig um das Gewebe herum wegtupfen.

Aufbringen der Deckglaser mit auf 40 °C erwarmter Kaisers Glyceringe-

latine und anschlieRende Trocknung.
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2.6. Verwendete Instrumente

Zur Auswertung der Cholesteatomschnitte standen folgende Instrumente zur

Verfugung.

1. Mikroskop der Firma LEITz, Wetzlar (Typ: Laborlux S ); verschiedene
Objektive (2,5x; 6,3x;10x; 40x)

2. Sony-Videokamera, mit der die Cholesteatomschnitte vom Mikroskop zu
einem herkdmmlichen PC Ubertragen wurden (Kameratyp: DXC-930P,
3CCD Color). Software: GRAB 4 PCI (Firma Phytec Messtechnik), Digi-
tale Bildbearbeitung: Correl Photo Paint 8

3. Farbdrucker der Firma Hewlett Packart (HP 2000 C)

2.7. Verfahren zur Erfassung der Patientendaten

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch. Die Intensitat wurde semiquantita-

tiv von zwei Beobachtern vorgenommen:

Insgesamt standen Praparate von 28 verschiedenen Patienten zur Verfugung.
Aus jeweils einem Gewebe entstanden mehrere Praparatescheiben, die mit

sieben verschiedenen Antikdrpern beschickt wurden.

Fur die optische Orientierung, wurde mit Hilfe von Computer und Farbdrucker
die mikroskopierte Ansicht eines jeweiligen Praparates auf Photopapier (DinA
4) verbracht. Diese Aufnahme stellte (aus Ubersichtsgriinden) immer das Pra-

parat in der HE-Farbung dar.

Beim Mikroskopieren wurde zunachst die Lage aller durch Antikérper farbbar
gemachten Zellen ermittelt und farblich auf das Photopapier (HE-Farbung) U-

bertragen. (Jeder Antikdrper erhielt dabei eine nur fur ihn bestimmte Farbe.)
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CD 40 orange, CD 40 Ligand rot, CD25 grun etc.). Um die Darstellung zu pra-
zisieren und die Zellen quantitativ zu erfassen, geschah dies in Form einer re-

lativen Quantifizierung (siehe auch Abb. 1).

+ 1-4 positive Zellen
++ 5-10 positive Zellen
+++ > 11 positive Zellen

Tabelle 5: Zellquantifizierung

Die Starke der Anfarbung wurde auf vergleichbare Weise dokumentiert.

+ schwache Anfarbung
++ mafige Anfarbung
+++ starke Anfarbung

Tabelle 6: Anfarbedokumentation

Diese Form der Auswertung wurde gewahlt, um eine sehr genaue Ubersicht
Uber das zu mikroskopierende Praparat zu gewahrleisten und um die Anzahl

der verschiedenen Antikorper gut miteinander vergleichen zu kdnnen.

4 M 0
J 0 I_ -J
J .VM
0 i
. o > “/
f 'L ’,..:ll ﬁw"_/_',-. -
P=Perimairix e
B=Basalmembran CD40
M=Matrix CD 40 Ligand
CD 28
CD 69
B7-1
B7-2

Abb. 1: Ubersichtsaufnahme zur quantitativen Darstellung der Zellverteilung.
Praparat 252; HE-Farbung; VergroRerung 6,3 x
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2.7.1. Patientendaten

Das Verhaltnis mannlicher zu weiblicher Patienten lag bei 1,8:1.

Das Alter der Patienten lag zwischen 6 und 74 Jahren.

Das mittlere Alter aller Patienten lag bei 39 Jahren.

Das mittlere Alter aller mannlichen Patienten lag bei 42 Jahren.

Das mittlere Alter aller weiblichen Patienten lag bei 33 Jahren

Alter Anzahl Mannlich weiblich
0-15 6 3 3

16-30 2 1 1

31-45 8 6 2

46-60 9 5 4

61-80 3 3 0
Gesamt 28 18 10

Tabelle 7: Patientendaten
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Ergebnisse

Die Praparate wurden nach klinischen Gesichtspunkten in die Untergruppen
aggressiv, malig und wenig aggressiv untergliedert. Beschrieben wurden die
Ergebnisse in Bezug auf Farbung, Lagebeziehung (zu Perimatrix (P), Basal-

membran (B) und Matrix (M)) und Anzahl der markierten Zellen.

Die Resultate wurden in Form einer grof3en Exceltabelle angelegt (siehe: Ta-

bellarische Darstellung der Ergebnisse: Tabelle 39/ 40).

3.1. Gruppe der klinisch aggressiven Choleste-

atome

Insgesamt wurden 12 Praparate untersucht. Davon hatten acht Verhornungen

schwachen bis mafigen Grades.
In drei Fallen zeigte sich ein papillares Tiefenwachstum im Bereich der Matrix.

Alle positiv markierten Zellen hatten ein rundes bis kubisches Erscheinungs-
bild.

In Fallen von Clusterbildung fand diese ausschliel3lich in der Perimatrix statt.

CD 25 positive Zellen

Farbung: sehr starke Anfarbungen

Lagebeziehung: | = Perimatrix
=  Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl: = meist vereinzelte Zellen
* in einem Fall clusterformige Anhaufung

Tabelle 8: CD 25

19



CD 28 positive Zellen:

Farbung: = malig bis starke Anfarbung

40Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
=  Matrix

Anzahl: » vereinzelte Zellen, kleinere Zellansammlungen und
auch clusterféormige Anhaufungen

Tabelle 9: CD 28

CD 40 positive Zellen:

Farbung:

sehr starke Anfarbung von CD 40 (in 5 Praparaten)
malig bis stark (Rest)

Lagebeziehung:

vor allem in der Perimatrix
Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelte Zellen.
in einem Praparat im Bereich der Perimatrix kleinere

Zellanhaufungen und clusterformige Anhaufungen

Tabelle 10: CD 40

CD 40 Ligand positive Zellen:

Farbung:

schwache bis maRige starke Anfarbung
keinerlei Anfarbung (in 9 Praparaten)

Lagebeziehung:

vor allem Perimatrix, dabei keine engere Beziehung
zur Basalmembran

Anzahl:

vereinzelte Zellen

Tabelle 11: CD 40 Ligand
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CD 69 positive Zellen:

Farbung:

malig bis starke Anfarbung
keine Anfarbung (1 Praparat)

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

Das Auftreten von Zellanhaufungen war sehr unterschied-
lich.

in 6 Fallen fanden sich vereinzelte Zellen
in 2 Fallen vereinzelte bis kleinere Zellgruppierungen

in 3 Fallen follikelartige Anhaufungen in der Peri-
matrix.

Tabelle 12: CD 69

B7-1 positive Zellen:

Farbung:

sehr schwach (in 2 Praparaten)
keinerlei Anfarbung (10 Praparaten)

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelte Zellen

Tabelle 13: B7-1

B7-2 positive Zellen:

Farbung: = schwache bis maRig Anfarbung (in 4 Praparaten)
= Kkeinerlei Anfarbung (in 8 Praparaten)
Lagebeziehung: | = Perimatrix
» Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
=  Matrix
Anzahl: = vereinzelt Zellen (in 3 Praparaten)

vereinzelte Zellen, kleinere Gruppierungen und cluste-
rartige Anhaufungen (in 1 Praparat)

Tabelle 14: B7-2
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3.2. Gruppe der klinisch maRig aggressiven

Cholesteatome

Insgesamt wurden 8 Praparate untersucht. Davon hatten zwei Verhornungen

schwachen Grades.

Ein papillares Tiefenwachstum konnte in keinem einzigen Praparat entdeckt

werden.

Alle positiv markierten Zellen zeigten ein rundes bis kubisches Erscheinungs-
bild.

In Fallen von Clusterbildung fand diese ausschlieflich in der Perimatrix statt.

CD 25 positive Zellen:

Farbung: = malig bis starke Anfarbung.

Lagebeziehung: | = Perimatrix
=  Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelte Zellen (in 5 Praparaten)
= follikelartige Anhaufung (1 Praparat)

Tabelle 15: CD 25

CD 28 positive Zellen:

Farbung: mittlere bis starke Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

= Matrix
= |n 2 Falle wurden Zellen nur im Bereich der Perimatrix
beobachtet.
Anzahl: = vereinzelte und kleinere Gruppierungen positiver Zel-

len (in 4 Praparate)
= follikelartige Ansammlungen (in 3 Praparaten)

Tabelle 16: CD 26
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CD 40 positive Zellen:

Farbung:

starke Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelt positive Zellen
clusterartige Ansammlungen (2 Praparate)

Tabelle 17: CD 40

CD 40 Ligand positive Zellen

Farbung:

schwache bis mittlere (7 Praparate)
keine Anfarbung (1 Praparat)

Lagebeziehung:

Basalmembran
Matrix (1 Praparat)

Anzahl:

vereinzelte Zellen

Tabelle 18: CD 40 Ligand

CD 69 positive Zellen

Farbung:

mittlere bis starke Anfarbung
keine Anfarbung (in einem Praparat)

Lagebeziehung:

Perimatrix

Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

nur in der Perimatrix (1 Praparat)

Anzahl:

vereinzelte Zellen, kleinere Gruppierungen und cluste-
rartige Anhaufungen

Tabelle 19: CD 69

B7-1 positive Zellen:

Farbung:

schwache Anfarbung (3 Praparate)
keinerlei Anfarbung (5 Praparaten)

Lagebeziehung:

Perimatrix
in der Perimatrix nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelte Zellen

Tabelle 20: B7-1
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B7-2 positive Zellen:

Farbung: » schwache Anfarbung
= keinerlei Anfarbung (3 Praparate)

= Die Ausfallung war generell schwacher als bei der
Anfarbung mit B7-1.

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelte Zellen
= kleinere Gruppen (in 2 Praparaten)

Tabelle 21: B7-2

3.3. Gruppe der klinisch wenig aggressiven Cho-

lesteatome

Insgesamt wurden acht Praparate untersucht. Davon hatten sechs Verhornun-

gen maligen bis starken Grades.

In keinem der 8 Falle konnte im Bereich der Matrix ein papillares Tiefenwachs-

tum festgestellt werden.

Alle positiv markierten Zellen hatten ein rundes bis kubisches Erscheinungs-
bild.

In Fallen von Clusterbildung fand diese ausschliel3lich in der Perimatrix statt.
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CD 25 positive Zellen:

Farbung:

malig bis starke Anfarbung
keinerlei Anfarbung (1 Praparat)

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

In 2 Praparaten wurden positive Zellen nur im Bereich
der Perimatrix ermittelt

Anzahl:

vereinzelt
clusterartige Vorkommen (1 Praparat)

Tabelle 22: CD 25

CD 28 positive Zellen:

Farbung: * mittlere bis starke Anfarbung

= keinerlei Anfarbung (3 Praparate)
Lagebeziehung: | = Perimatrix (4 Praparate)

»= Matrix (1 Praparat)
Anzahl: = vereinzelt

clusterartige Ansammlung (1 Praparat)

Tabelle 23: CD 28

CD 40 positive Zellen:

Farbung: = mittlere Anfarbung
= keine Farbung (1 Praparat)

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
=  Matrix

Anzahl: = vereinzelte Zellen

vereinzelte Zellen, kleinere Gruppierungen und cluste-
rartige Anhaufungen (1 Praparat)

Tabelle 24: CD 40
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CD 40 Ligand positive Zellen:

Farbung: = schwache bis mittlere Anfarbung
» keine Farbung (4 Praparate)

Lagebeziehung: | = Perimatrixabschnitte, die nicht nahe der

membran gelegen waren

Basal-

Anzahl: = vereinzelter Zellen

Tabelle 25: CD 40 Ligand

CD 69 positive Zellen:

Farbung: mittlere bis starke Anfarbung

keine Farbung (4 Praparate)

Lagebeziehung: | = Perimatrix

= Matrix

=  Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl: = vereinzelte Zellen

Tabelle 26: CD 69

B7-1 positive Zellen:

= keine Farbung (5 Praparate)

Farbung: = schwache Anfarbung (3 Praparate)

Lagebeziehung: | = Perimatrix

Anzahl: = vereinzelt Zellen (2 Praparate)

» clusterartige Ansammlungen (1 Praparat)

Tabelle 27: B7-1

B7-2 positive Zellen:

Farbung: = mittlere Anfarbung
» keine Farbung (2 Praparate)

Lagebeziehung: | = Perimatrix

= Matrix

= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl: = \ereinzelte Zellen

Tabelle 28: B7-2

26




3.4. Gruppe der Vergleichsgewebe

Insgesamt wurden zwei Praparate untersucht. Es handelte sich hierbei um ein
Praparat mit entzindetem Trommelfellgewebe und um eines mit nichtentzin-
deter Gehorgangshaut.

3.4.1. Entzundliches Trommelfellgewebe

CD 25 positive Zellen:

Farbung: = starke Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
=  Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelt Zellen
Tabelle 29: CD 25

CD 28 positive Zellen:

Farbung: starke Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl: = vereinzelte Zellen, kleinere Gruppierungen und cluste-
rartige Anhaufungen

Tabelle 30: CD 28

CD 40 positive Zellen:

Farbung: * mittlerere bis starke Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelte Zellen
= clusterartige Anhaufungen

Tabelle 31: CD 40
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CD 40 Ligand positive Zellen:

Farbung:

schwache Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix

Anzahl:

vereinzelter Zellen

Tabelle 32: CD 40 Ligand

CD 69 positive Zellen:

Farbung:

starke Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelte Zellen, kleinere Gruppierungen und cluste-
rartige Anhaufungen

Tabelle 33: CD 69

3.4.2. Gehodrgangshaut

CD 25 positive Zellen:

Farbung: = malig Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelt

Tabelle 34: CD 25

CD 28 positive Zellen:

Farbung:

schwache Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl:

vereinzelt

Tabelle 35: CD 28
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CD 40 positive Zellen:

Farbung:

mafig Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
Matrix

Anzahl:

vereinzelte Zellen

Tabelle 36: CD 40

CD 40 Ligand positive Zellen:

Farbung:

schwache Anfarbung

Lagebeziehung:

Perimatrix
Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran

Anzahl:

vereinzelt

Tabelle 37: CD 40 Ligand

CD 69 positive Zellen:

Farbung: * mittlere Anfarbung

Lagebeziehung: | = Perimatrix
= Perimatrixabschnitte nahe der Basalmembran
= Matrix

Anzahl: = vereinzelte Zellen

Tabelle 38: CD 69
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3.5. Abbildungen

Abb.2: Praparat 252; Immunperoxidasefarbung; CD 25; VergroRerung 40 x.

-

Abb. 3: Praparat 252; Inmunperoxidasefarbung; CD 28; VergroBerung 40 x.
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Abb. 5: Praparat 252; Inmunperoxidasefarbung; CD 40 Ligand; VergréBerung 40 x.
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Abb.: 6 Praparat 252; Immunperoxidasefarbung; CD 69; VergroRerung 40 x.

Abb.: 7 Praparat 252; Imnmunperoxidasefiarbung; B 7-1; VergroBerung 40 x.
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0,05 mm = .

Abb. 8: Praparat 252; Immunperoxidasefiarbung; B 7-2; VergroRerung 40 x.

3.6. Auswertung der tabellarischen Darstellung

und Zusammenfassung der Ergebnisse

Der tabellarische Uberblick (Tabellen 29 und 30) bietet die Méglichkeit, die
Praparate in Bezug auf Anfarbung, Lage und Quantitat der markierten Zellen

bzw. Zellmarker direkt zu vergleichen.

In Fallen von Clusterbildung fand diese ausschlielBlich in der Perimatrix
statt.

CD 25

Die Farbung war Uberwiegend maRig bis stark. Dabei wiesen wenig, mallig
und stark aggressive Cholesteatome vergleichbare Farbintensitaten auf. In
allen Schichten fanden sich gleichermalien Zellen, wobei diese fast durchweg

vereinzelt auftraten (siehe Abb. 2).
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CD28

Die Farbung war uberwiegend maRig bis stark. In allen Schichten fanden sich
gleichermalRen Zellen, wobei diese vereinzelt, in Gruppen allem und auch
clusterformig auftraten. Bei wenig aggressiven Cholesteatomen gab es eine

Tendenz zum vereinzelten Auftreten der Zellen (siehe Abb. 3).
CD40

Die Farbung war Uberwiegend maldig, wobei in stark aggressiven Cholestea-
tomen die Farbung starker war. In allen Schichten fanden sich gleichermalen
Zellen, wobei diese vereinzelt, in Gruppen und auch clusterférmig auftraten.
Clusterférmiges Auftreten fand sich vor allem bei stark aggressiven Cholestea-
tomen (siehe Abb. 4).

CD 40 Ligand

Die Farbung war Uberwiegend schwach bis maRig. Die Zellen fanden sich
nicht in allen Schichten, sondern vorwiegend in der Perimatrix. \Vereinzelt Zel-
len dominierten hier das Bild (siehe Abb. 5).

CD 69

Die Farbung war Uberwiegend maRig bis stark. In allen Schichten fanden sich
gleichermalRen Zellen, wobei diese vereinzelt, in Gruppen und auch cluster-
formig auftraten. Die Anzahl der markierten Zellen wuchs dabei in Abhén-
gigkeit von der Aggressivitat der Cholesteatome. So ergab sich bei wenig
aggressiven Cholesteatomen eine Tendenz zum vereinzelten Zellen, bei stark
aggressiven hingegen eine Tendenz zu clusterféormigem Auftreten der Zellen
(siehe Abb. 6).

B 7-1

Die Anfarbung fiel insgesamt sehr unregelmafig und schwach aus. Die Er-
gebnisse sind somit nur bedingt aussagekraftig. Die Zellen fanden sich in allen
Schichten, jedoch vorwiegend in der Perimatrix. Vorwiegend fand sich ein ver-

einzeltes Auftreten der Zellen (siehe Abb. 7).
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B 7-2

Die Farbung war uberwiegend schwach bis maRig. Auch hier wurden nicht alle
Praparate angefarbt. In allen Schichten fanden sich gleichermalien Zellen,
wobei diese vereinzelt, in Gruppen und auch clusterférmig auftraten. Vorwie-

gend fand sich ein vereinzeltes Auftreten der Zellen (siehe Abb. 8).
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Praparat Klinisch CD 25 CD 28 CD 40 CD 40 Ligand
Nr. Aggressivitat Farbung Lage Anzahl Farbung Lage Anzahl Férbung Lage Anzahl Férbung Lage Anzahl
s m st P B M 14 510 >11|s m st P B M 14 510 >11|s m st P B M 14 510 >11 |s m st P 1-4 510  >11
158 B stark + + P B M + + P M+ + P B M + + o+ P +
175B stark + P B M + + + + P B M + + + + P B M + + + + P + +
189 A stark + E B M + + P B M + + + P B M + + + 4+ P +
217 stark + P B M + + + P B M + + + + P B M + + + + o+ P +
226 stark + P B M + + + P B M + + + P B M + + + + P +
244 A stark + P B M + + P B M + + + P B M + + + o+ P +
246 stark + + P B +
stark + P B + + + P B M + + + + P B M + + + + P + +
253 stark + P B + + P B M + + +
stark + E B M + + + P B M + + + + + P B + +
stark + P B M + + P B +
stark + 4+ P B + + + B + + + + o+ P B M +
185 maRig + P B M + + + P B M + + + [ +
199 maRig + P B M + + P B M + + + + P B M + + + P +
239 A maRig + P B M + +
maRig + P B M + + P B M + + + P B M + + 4+ P +
254 maRig + + P B + + + P B M + + + P +
259 maRig + B B + + P B M + + + + + P B M + + P +
261 maRig + P B + + + P B + + + P B M + + + o+ P +
296 maRig + P B + + o+ P B M + + + o+ P B M +
202 wenig + E B + + + P B +
wenig + P B +
wenig + + P B + + + P B + + + P B M + + + + P +
241 wenig + P B M +
256 wenig + + P + + B + + P B M + + o+ P +
298 wenig + P B M + + P B + + P B M + + + o+ P +
313 wenig + P B M + + P B + + P B M + + P +
332A wenig + + P B M + + P B + + + P B +
Trommelfell + B B M + + P B + + + + + P B M + + + B +
296 H Gehdrgangshaut + P B M + + P B + + P B + + = +

Tabelle 39: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse Teil 1
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Tabelle 40:

Praparat Klinisch CD 69 B7-1 B7-2

Nr. Aggressivitat Farbung Lage Anzahl Farbung Lage Anzahl Farbung Lage Anzahl
s m st P B M 14 510 >11|s m st P B M 14 510 >11|s m st P B M 14 510 >11

158 B stark + P B M +

175 B stark + + P B M + + +

189 A stark

217 stark + P B M + + P +

226 stark + + P B M +

244 A stark + + P B M + + P B M +

246 stark + + P B M + +

252 A stark + P B M + + + P B M + + +

253 stark + o+ P B M + + +

301 stark + + P B M + + + P B M + + P B M + +

308 stark + P B M +

314 stark + + P B M + + + P +

185 maRig + P B M + + + P B M +

199 maRig + + P + +

239 A maRig

240 A maRig + + P B M + + + P + + P B M +

254 maRig + + P B M +

259 maRig + + P B M + + o+ P B M + +

261 maRig + P B M + + + + + M+ +

296 maRig + P B M + + M+ +  + P B M +

202 wenig + P B M +

219 wenig + P B M +

235 wenig + P + + P B M +

241 wenig + + P B M + + P B M +

256 wenig + P B M + + P + + P B M +

298 wenig + P B M + + P B M + +

313 wenig + + P B M + + P B + + + P B M +

302 Trommelfell + P B M + + +

296 H Gehdrgangshaut + P B M +

Tabellarische Darstellung der Ergebnisse Teil 2
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Diskussion

4.1. Die Pathogenese des Cholesteatoms

Das Epithel des Trommelfells oder des angrenzenden Gehdérgangs wird fur die
Entwicklung eines erworbenen Cholesteatoms verantwortlich gemacht. Das
Plattenepithel wird im Rahmen einer chronisch-produktiven, rezidivierenden
Entzindung der Schleimhaut im Bereich der Paukenhohle zur Proliferation
angeregt. Dies geschieht, sobald es - wie bei der Wundheilung — an Granulati-
onsgewebe grenzt. Bildet sich diese Epithelneubildung am Trommelfell, so
kommt es zu einer umschriebenen Einschmelzung der Basalmembran. Die
Matrixzellen dieser Membran wuchern nun, anders als im Normalfall, in Form

von Zapfen in die Paukenhdhle hinein.

Die Plattenepithelzellen wiederum bilden nun massenhaft Hornschlippchen
(am falschen Ort). Diese stellen einen Fremdkdrperreiz dar, mit der Folge,
dass kndcherne und epitheliale Mittelohrstrukturen destruierend durch Binde-

gewebe ersetzt werden. [SCHWARz, 1985]

Demgegenuber wird die Pathogenese des genuinen Cholesteatoms auch heu-

te noch kontrovers diskutiert.

Das menschliche Mittelohr ist wahrend der ersten vier Monate der Fetalzeit
noch vollstandig mit Mesenchym ausgekleidet. Dieses embryonale Bindege-
webe wird bei der Pneumatisation des Mittelohres abgebaut, wobei aber an
einigen Pradilektionsstellen myxomatose Gewebsreste (auch Gallertgewebe
oder Myxomgewebe genannt) bis zum Ende des ersten Lebensjahres beste-
hen bleiben. In Ausnahmefallen kdnnen diese auch noch wesentlich langer
persistieren. (So ist ein Fall eines 50 -jahrigen Mannes bekannt der — bei Ab-
wesenheit eines Cholesteatoms — noch Reste embryonalen Gewebes zeigte.)
[Rauchfuss, 1985]. Die Bedeutung einer gestorten Tubenfunktion fur die Per-
sistenz der myxomatdsen Reste und die Bedeutung der myxomatdsen Reste
fur die Pathogenese des Cholesteatoms werden diskutiert [Rauchfuss, 1985].

Nach Schwarz [ScHwARz, 1931, 1966, 1984] kommen bei 43% der Neugebo-
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renen myxomatose Reste vor. Diese sind bei Mittelohrentzindungen beson-

ders anfallig, wobei ihre Ruckbildung gestort wird.

4.1.1. Die Cholesteatombildung im Vergleich mit der Wund-

heilung

Bei der Cholesteatombildung kommt es zu Prozessen, die vor allem mit der

Wundheilung vergleichbar sind:
= Erhohte Expression von Proteasen
= Hyperproliferation und erhdhte Mobilitat der Epithelzellen
= Cytokine und Wachstumsfaktoren

= Infiltration des Granulationsgewebes mit T-Lymphozyten, Mastzellen

und Makrophagen

Die Proliferation, bzw. Motitlitat der Epithelzellen bei der Cholesteatomgenese
kann durch eine immunologische Reaktion ausgelost werden. Trommelfellasi-
onen bewirken hierbei eine Retraktion bzw. Immigration von Epithelzellen. Al-
ternativ kann aber auch eine entzundliche Reaktion der Mittelohrschleimhaut
die Ursache fur diese Proliferation darstellen. Letztlich fihren aber beide Wege
zu einer Ablagerung von Debris. Diese ist meist mit einer bakteriellen Besied-
lung und einer damit einhergehenden immunologischen Infiltration verbunden.
[ScHMIDT, 2001]

4.2. Die Interaktion von Epithel und Stroma

Fur die Gewebezerstorung wie z.B. die Knochendestruktion wird einerseits
eine epitheliale Reaktion (Gewebedruck durch die Raumforderung der Infiltra-
tion) verantwortlich gemacht, andererseits aber auch eine massive Entzin-
dungsreaktion (Stimulation der Osteoklasten durch Entzindungsmediatoren
sowie Freisetzung gewebeabbauender Enzyme). Beide Pathomechanismen

werden heute beim Cholesteatom diskutiert. So kdnnte das Plattenepithel der
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Matrix zur Knochendestruktion beitragen, oder die Entzindungsreaktion in der

Perimatrix I0st eine Osteolyse aus.

Die Frage nach dem Mechanismus und Faktoren, die dem hyperproliferati-
ven Verhalten des Cholesteatomepithels zugrunde liegen, sind bis heute noch
nicht ausreichend erklart. Diverse Studien konnten jedoch ein modifiziertes
Proliferations-, Differenzierungs- und Migrationsverhalten der Keratino-
zyten in der Cholsteatommatrix belegen. Es wurden bei der mukdésen und
chronischen Otitis eine verstarkte Fibroblastenpopulation in der Perimatrix ge-
funden [MILEwWsKI, 1998]. MILEWSKI stellte die Hypothese auf, dass weniger die
Epithelzellen als vielmehr Perimatrixfibroblasten in Verbindung mit Wundhei-
lungsvorgangen fur die Entwicklung des Cholesteatoms verantwortlich seien.
Diese Annahme, wird auch durch die Ausfuhrungen von JACOB et al. gestutzt,
der keine Korrelation zwischen Osseodestruktion des Cholesteatom und der
proliferativen Aktivitat der Matrix fand. Die gesteigerte Proliferation der Cho-
lesteatommatrix wird hier als Ausdruck einer Entzindungsreaktion gewertet.
Sie ist somit als eine Reaktion auf einen aufleren Proliferationsstimulus zu
werten und am wahrscheinlichsten durch eine entziindungsbedingte Mediato-
renfreisetzung der Perimatrix verursacht [BuJia, 1996, 1993, HopPE 1995, JA-
cos, 2001, 1996].

Das ,aggressive” Verhalten der Cholesteatommatrix scheint durch Freisetzung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus Zellen des entzindlichen In-
filtrats bestimmt zu werden [AHN, 1990, DE MARIA, 1988, FUJIOKA, 1994, PALVA,
1990, SuDHOFF, 1994]. Rynnel-Dagdd und Van Cawenberge fanden bei der
Otitis media unregelmaRige Vorkommen der Interleukine IL-4, IL-6, IL-183, II-3,
IFN-y, IL-2 und IL-8 und schrieben diesen sowohl einen konstitutive als auch

einen induktive Funktion zu [OGRA, 1997].

Wachstumshormone und Zytokine spielen somit eine gewichtige Rolle im
Rahmen der zellularen Interaktion, vor allem bei der Differenzierung und Re-
gulation des Zellwachstums. Diese werden von fast allen menschlichen Zellen
je nach Bedarf gebildet. Uberexpressionen sind sowohl bei benigen hyperproli-
ferativen Erkrankungen (z.B. Psoriasis) [NANNEY, 1986] sowie bei einer Viel-

zahl von malignen Erkrankungen beschrieben worden [COwLEY, 1986,
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SUDHOFF, 1994]. Das Zytokin Interleukin 1 (1I-1) z.B. kann von fast allen Zellen-
typen wie B- und T-Zellen, Makrophagen, Keratinozyten und Endothelzellen
synthetisiert werden. Induziert wird diese Produktion durch Entzindungspro-
zesse, Antigene, Toxine und Verletzungen, so wie man es jedenfalls zum Teil

auch im Cholesteatom vorfindet.

Immer noch wird diskutiert, ob die Aktivierung der Zytokine und Wachstums-
faktoren im Cholesteatomgewebe als Ursache der Cholesteatomproliferation
anzusehen ist oder als Folge der auslosenden Entziindung angesehen werden
muss was somit nur mittelbar das destruierende Wachstum erklaren wirde
(s.0.) [SUDHOFF, 1997]

In der Perimatrix finden sich ausgepragte entzundliche Infiltrate mit Histiozy-
ten, Lymphozyten, lymphfollikularen Reaktionszentren, mehrkernige Rie-

senzellen, Makrophagen und Granulozyten.

Negri et al. konnten dokumentieren, das hier vor allem T-Zellen und

Makrophagen anzutreffen sind.

Durch Aktivierungsmarker HLA-DR und IL-2 konnte gezeigt werden, dass sich
ein Groldteil des Zellinfiltrats in einem immunologisch aktivierten Zustand be-
findet. Die grof3e Anzahl aktivierter phagozytierender Makrophagen scheint fir
den Immunprozess im Cholesteatom von besonderer Bedeutung zu sein
[NEGRI, 1992]. Histologische Untersuchungen haben gezeigt, dass vielkernige
Osteoklasten im Bereich der Knochenresorbtionszone gegenuber histiozytaren
Zellen deutlich in den Hintergrund treten. Histiozyten gehdren zum Monozyten-
Makrophagensystem [GANTZ, 1987, NEGRI, 1992, THOMAS, 1974]. Sie besitzen
Phagozytose-Fahigkeit, sind zytotoxisch und tumorizid. AufRerdem haben sie
die Fahigkeit der Antigenprasentation. Damit stehen sie in direkter Interaktion
mit dem zellularen Abwehrsystem. Durch die Synthese und Sekretion ver-
schiedenster Faktoren konnen sie z.B. das Komplementsystem oder den
Prostaglandinstoffwechsel beeinflussen und so auch indirekt auf das zellulare

Abwehrsystem Einfluss nehmen.

41



4.2.1. Die Rolle der T- und B- Lymphozyten sowie Langerhans-

zellen

Infekte die zu einer chronischen Otitis media fuhren, werden vor allem durch

Pathogene wie Viren, Protozoen und intrazellularen Bakterien verursacht.

T-Lymphozyten haben eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der B-
Lymphozyten, speziell der Antikorperbildung. Sie finden sich in aktivierter Form

vor allem in subepidermalen Schichten des Cholesteatoms [Schilling, 1991].

Immunreaktionen werden durch Zellen initiiert, die im Verband mit Major Histo-
compatibilitatskomplex (MHC) Klasse Il Produkte bilden, die an Wiedererken-
nungsstrukturen auf T-Lymphozyten binden. Langerhanszellen emittieren
diese MHC Klasse Il Antigene [KLARESKOG, 1977]. Nach Phagozytose des An-
tigens, Zerlegung des selbigen in Peptidstickchen (Prozessierung) prasentie-
ren diese Zellen das Antigen durch Ausstllpung der peptidbeladenen MHC auf
der Zelloberflache. Die Langerhanszellen haben somit eine Antigen-
prasentierende Rolle. Sie sind verantwortlich flr die Anwesenheit von aktivier-
ten Zellen im Stroma des Cholesteatoms und die damit einhergehende Ent-
wicklung dieser Krankheit [SCHILLING, 1991, VELDMANN, 1987]. Gropper be-
schrieb in seiner Dissertationsschrift eine zahlreiches und geordnetes Vor-
kommen von Langerhanszellen mit Ausbildung von Zeliclustern in Epithe-
lausstulpungen sowie stralRenzug-ahnliche Formationen, die sich zwischen der
basalen und superfiziellen Zellschicht der Matrix erstrecken. Das gehaufte
Vorhandensein von CD14 positiven, teils dendritischen Zellen in Matrix und
Perimatrix, die in raumlicher Zuordnung zu den Langerhanszellen standen,
wurde als eine verstarkte Aktivierung dieser Zellen in stark entztndlichen Cho-

lesteatomen gewertet. [Gropper, 1997]

Funktionsstorungen bei der zellularen Immunitat werden durch defekte T-
Lymphozyten verursacht und wirken sich somit indirekt auch auf die humorale
Immunantwort aus. Beim Vergleich von chronischer Otitis mit und ohne Cho-
lesteatom in Bezug auf CD4+ Helferzellen und CD8+ Surpressorzellen, fanden
Ligezinski et all. [LIGEzINSKI] in beiden Fallen eine Reduktion der CD4+ Zellak-

tivitat im Vergleich zum gesunden Gewebe. AulRerdem war beim Cholesteatom
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die CD8+ Zellaktivitat verringert. Die Autoren dieser Studie schlussfolgern,
dass T-Lymphozyten eine wichtige Rolle in der protektiven Immunitat und in
der Pathogenese haben, jedoch in Abhangigkeit vom Zelltyp. So werden die
CD8+ T-Lymphozyten vor allem flir die Pathogenese verantwortlich gemacht,

die CD4+ T-Lymphozyten dagegen fur die protektive Wirkung.

Die gesunde Mittelohr-Mucosa hat keine organisierten Lymphfolikel. Sie bein-
haltet wenige bestandige Lymphozyten [TAKAHASHI, 1989]. Wahrend einer Oti-
tis media bewirkt vor allem das allgemeine Abwehrsystem eine Aktivierung
einer lokalen Immunantwort. Die residenten Lymphozyten spielen dagegen nur
eine untergeordnete Rolle. Studien mit 51Cr- markierten Lymphozyten bele-
gen, dass einige Tage nach einem bakteriellen Entzindungsreiz die Anzahl
der Lymphozyten wesentlich hoher ist, als dies durch blof3e Vermehrung der
residenten Lymphozyten mdglich ware [RYAN, 1990]. Lymphozyten zirkulieren
kontinuierlich durch den ganzen Korper. Hierbei scheint es, dass die Lympho-
zyten zu bestimmten Organen zurlckkehrten, entweder zum Ort ihrer Entste-
hung oder einem anderen Gewebe. Es konnte so z.B. gezeigt werden, dass
Lymphozyten, die ihren Ursprung im Darm hatten ihren Weg zurtick zur Lami-
na propria des Darmes fanden, jedoch auch im Gewebe der laktierenden
Mamma wieder zu finden waren [SADE, 1983]. Dies wiederum fuhrte zu der
Annahme eines umfassenden mukosalen Abwehrsystems, welches auf der

Zirkulation von IgA-determinierten Lymphozyten basiert. [SCHILLING, 1996]

In erster Linie sind die von B-Lymphozyten emittierten Antikdrper fir diese
Reaktion verantwortlich. Die verantwortlichen B-Lymphozyten werden initial im
organisierten MALT (Mucosae-associated lymphoid tissue) — dies beinhaltet
Tonsillen und Adenoide — stimuliert. Von dort migrieren Memory B- und T-
Lymphozyten zur Schleimhautmucosa um durch Adhasion von Molekilen auf
mikrovaskularen Endothelzellen in spezifischer Weise determiniert zu werden.
Die so vorbereiteten B-Zellen differenzieren in der Lamina propria zu Im-
munglobulin-produzierenden Blasten und Plasmazellen. Es werden vor allem
IgA-Antikdrper gebildet, die die Immunantwort auf der Mukosaoberflache
bestimmen. Die durch Diffusion hinzukommenden IgG-Antikorper konnen die-
sen Vorgang unterstutzen. Ist die mukosale Antigenvernichtung einmal nicht

erfolgreich, hat die vorentziindliche Eigenschaft der IgG-Antikdrper eine grof3e
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Bedeutung. Aktivierte CD4+ T-Helferzellen forcieren durch das Emmitieren von
Zytokinen die Entzundungsreaktion. Die Gefalbildung und Entzindungszellen
wie die eosinophilen Granulozyten werden angeregt. Diese Entwicklung wird
auch als ,pathotophische Potentierung“ der lokalen Abwehr bezeichnet [OGRA,

1997] und wird verglichen mit einer allergischen Spatreaktion.

4.3. Immunhistochemische Identifizierung Cho-

lesteatom-assoziierter T-Zellpopulationen

Die Auswertung der Ergebnisse fand auf zwei unterschiedliche Weisen statt.
Hierbei hatte der detailliert beschreibende Weg den Vorteil der genaueren Er-
fassung aller Besonderheiten. Der tabellarische Uberblick (Tabellen 39 und
40) dagegen bot den Vorzug der besseren Vergleichbarkeit in Bezug auf An-

farbung, Lage und Quantitat der markierten Zellen bzw. Zellmarker.

Wenn es zu einer Clusterbildung kam, fand diese ausschlieBlich in der Peri-
matrix statt. Die allgemeine Tendenz, einer Zellhaufung im Bereich der Peri-
matrix fand ihre signifikante Bestatigung bei den Praparaten mit CD 40 Ligand
und B7-1 Zielzellen.

[CD 40 Ligand : aktivierte T-Zellen;

B7-1 : T-Zellen (95% der CD 4 Helferzellen, 50% der CD 8 Surpressorzel-
len), CTLA-4 (zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein-4),
Triggern von costimulierenden Signalen fur eine Optimierung der T-

Zell-Aktivierung]

Ein weiteres Resultat dieser Studie ist dahingehend zu interpretieren, dass
aktivierte T-Zellen in Abhangigkeit von der klinischen Aggressivitat des Cho-
lesteatoms vermehrt auftreten. Beim Vergleich von schwach aggressiven Cho-
lesteatomen mit malig und stark aggressiven Cholesteatomen konnten ent-
sprechende Ergebnisse bei dem Praparaten mit CD 69 Zielzellen, tendenziell

auch bei den Praparaten mit CD 25 Zielzellen gefunden werden.

[CD 69 : aktivierte T- Zellen, Natural Killer-Cells und Makrophagen;
CD 25 : aktivierten T-Zellen.]
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Dies trifft auch zum Teil fur die Clusterbildung zu.

Diese Ergebnisse stutzen die These, dass sich die Entzindungsreaktion vor-
wiegend in der Perimatrix abspielt, und somit die osseodestruktive Reaktion
am wahrscheinlichsten durch eine entzindungsbedingte Mediatorenfreiset-

zung in der Perimatrix ausgelost wird [Jacob, 2001].

4.4. Cholesteatom und Parodontitis — eine ver-

gleichende Darstellung zweier Krankheiten

Die Parodontitis und das Cholesteatom sind zwei unterschiedliche Krankhei-
ten, die jedoch manche Gemeinsamkeiten aufweisen. Vorweg zu nehmen ist,
dass die sich die Parodontologie weniger mit den zellularen und humoralen
Strategien der Parodontitis beschaftigt als mit bakteriologischen Gesichtspunk-
ten. Eine direkte Gegenuberstellung ist deshalb erschwert. Dennoch lohnt sich

ein Vergleich.

4.4.1. Parodontitis — Atiologie, Klinik und Therapie

Die Parodontitis ist eine durch bakterielle Belage verursachte Erkrankung des
Zahnhalteapparates. Sie entwickelt sich in der Regel aus der Gingivitis. Die
Menge und Virulenz der Mikroorganismen auf der einen Seite, Resistenzfakto-
ren des Wirtes (Immunstatus, Hereditat) auf der anderen sind ausschlagge-
bend fir die Progression der parodontalen Destruktion. Gebrauchlich ist heute

eine Unterscheidung nach pathobiologisch-dynamischen Gesichtspunkten:
= Adulte Parodontitis
= Rapid Progressive Parodontitis
= |okalisierte juvenile Parodontits

= Praepuperale Parodontits
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Klinisch wird des Weiteren noch eine therapieresistente Form unterschieden.
Hiervon abgegrenzt werden systemische Erkrankungen, bei denen Parodonti-

tis als Begleiterscheinung auftritt.

Hauptsymptome der Parodontitis sind Attachmentverlust und Taschenbildung
(zwischen Zahn und Saumepithel der Gingiva). Das im Rahmen der Entzin-
dung gebildete Taschenepithel zeichnet sich durch unregelmalige, zum Bin-
degewebe hin verzapfte Epithelleisten aus. Zur Taschenseite hin Uber den
Bindegewebspapillen findet sich oft sehr dinnes, teils ulzeriertes Epithel. Es
findet eine Transmigration von Entzlindungszellen durch das Taschenepithel

statt. Zum Bindegewebe hin ist der Basalmembrankomplex teilweise defekt.

Therapeutisch stehen heute neben einer professionalisierten Mundhygiene die
mechanische Elimination aller bakteriellen Belage, eine lokale antibakterielle
sowie eine antibiotische Therapie zur Verfligung. Die Forschung beschaftigt
sich aktuell mit einer Veranderung der intraoralen Bakterienkultur, um die Pla-
quebesiedelung und damit die Pathogenitat der Plaque positiv zu beeinflus-
sen. [RATEITSCHAK, 2002]

4.4.2. Cholesteatom und Parodontitis — der Vergleich

Betrachtet man die Atiologie, so fallt auf, dass &hnlich dem Cholesteatom auch
bei der Parondontitis eine bakterielle Genese in Frage kommt. Diese ist von
besonderer Bedeutung, will man die pathohistologischen Zusammenhange bei

der Cholesteatomgenese differenziert bewerten.

So findet sich in beiden Geweben ein zellulares und humorales Infiltrat, das in
qualitativer und quantitativer Auspragung dem Cholesteatom entgegengestellt
werden sollte. In beiden Fallen minden die geweblichen Veranderungen in die
Ausbildung eines Granulationsgewebes. Bei der Parodontitis gibt es auRerdem
akute und chronische Verlaufsformen, die unterschiedlichen Einfluss auf das
Taschenepithel — einer morphlogischen Besonderheit der Parodontitis - und
die Ausbildung des Basalmembrankomplexes haben durften. Beim Cholestea-
tom bildet sich dagegen ein Cholesteatomsack. Desweiteren findet bei beiden

Erkrankungen eine Knochendestruktion.
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Zusammenfassend gilt fir die Parodontitis, dass eine bakteriell induzierte Ent-
zundung zu einer Taschenbildung mit ortsfremdem Epithel und Knochende-
struktion fuhrt, beim Cholesteatom hingegen wird ortsfremdes Epithel von
nicht-bakteriellen Peptiden erkannt; die so induzierte Entziindung flhrt unter

Sackbildung zu einer Knochendestruktion.

Cholesteatom Parodontitis

Knochendestruktion

Ortsfremdes Epithel

Immunologische Reaktion

Granulationsgewebe

Sackbildung Taschenbildung

Tabelle 41: Gemeinsamkeiten von Cholesteatom und Parodontitis
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Gefrierschnitte von 28 Cholesteatomen mit

unterschiedlichen Entzindungsgraden immunhistochemisch untersucht.

Die Ergebnisse zeigten eine allgemeine Tendenz zu Zellhaufungen im Bereich
der Perimatrix. Dies fand eine signifikante Entsprechung bei den Praparaten
mit CD 40 Ligand und B7-1 Zielzellen.

[CD 40 Ligand : aktivierte T-Zellen;

B7-1 : T-Zellen (95% der CD 4 Helferzellen, 50% der CD 8 Surpressorzellen),
CTLA-4 (zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein-4), Trig-
gern von costimulierenden Signalen fiir eine Optimierung der T-Zell-

Aktivierung]

Wenn es zu einer Clusterbildung kam, fand diese ausschlieRlich im Bereich

der Perimatrix statt.

Diese Ergebnisse stlutzen die These, dass sich die Entziindungsreaktion vor-
wiegend in der Perimatrix abspielt. Frihere Studien konnten belegen, dass
sich dort auch Langerhanszellen clusterformig ansammeln, so dass von einer
das Entzindungsvorgehen dominierenden Interaktion beider Zellarten ausge-
gangen werden muss. Dies bestatigt aulerdem die Theorie von Jacob et al.,
dass die osseodestruktive Reaktion am wahrscheinlichsten durch eine entzun-

dungsbedingte Mediatorenfreisetzung in der Perimatrix ausgelost wird.

Ein weiteres Resultat dieser Studie ist dahingehend zu interpretieren, dass
aktivierte T-Zellen in Abhangigkeit von der klinischen Aggressivitat des Cho-
lesteatoms vermehrt auftreten. Beim Vergleich von schwach aggressiven Cho-
lesteatomen mit malig und stark aggressiven Cholesteatomen konnten ent-
sprechende Ergebnisse bei dem Praparaten mit CD 69 Zielzellen, tendenziell

auch bei den Praparaten mit CD 25 Zielzellen gefunden werden.

[CD 69 : aktivierte T- Zellen, Natural Killer-Cells und Makrophagen;
CD 25 : aktivierten T-Zellen.]
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Allgemein wurde aufRerdem auf das hyperproliferative Verhalten des Cho-
lesteatomepithels, mit seinen Permatrixfibroblasten und den vorwiegend in der
Matrix vorkommenden Keratinozyten eingegangen, wobei das ,aggressive”
Verhalten der Cholesteatommatrix vorwiegend durch Freisetzung von Zytoki-
nen und Wachstumsfaktoren aus Zellen des entzindlichen Infiltrats bestimmt
zu werden scheint. In der Perimatrix finden sich ausgepragte entzundliche In-
filtrate, bei der die clusterformig vorkommenden Langerhanszellen die Rolle
der Antigenprasentation Ubernehmen. T- und B-Lymphozyten stammen vor-
wiegend aus dem organisierten MALT (Mucosae-associated lymphoid tissue)
und migrieren im Rahmen des entziindlichen Prozesses in die Cholestea-
tomschleimhaut. Wahrend eine Hauptaufgabe der B-Lymphzyten in der Pro-
duktion von IgA-Antikorpern besteht, forcieren T-Helferzellen durch Emmitieren

von Zytokinen die Entzindungsreaktion.

Einen Ansatz, die noch offenen Fragen zur Athiologie und Pathohistologie zu
klaren, stellt der Vergleich von Cholesteatom und Parodontitis dar. Beide Er-
krankungen zeichnen sich durch einen entzundlichen Vorgang mit bakterieller
Beteiligung, immunologischer Reaktion und Knochendestruktion aus. Spatere

Studien mdgen diese Zusammenhange fur sich nutzbar machen.
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