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SaZetak

Cilj. Cilj naseg rada je bio uporediti histopatoloske i imunohistohemijskih karakteristike
holesteatoma izmedu grupa ispitanika razvrstanih u odnosu na stepen kostane destrukcije,
prisustvo /odsustvo infekcije i ekstenzivnost holesteatoma. Metod. Ispitivanje klinickih,
histopatoloskih i imunohistohemijskih parametara smo obavljali na uzorcima holesteatoma
30 pacijenata koji su operisani zbog stecenog holesteatoma srednjeg uva. Od klinickih
karakteristika steCenog holesteatoma istrazivali smo koStanu destrukciju, prisustvo /
odsustvo infekcije i ekstenzivnost holesteatoma. Od histopatoloskih karakteristika
holesteatoma istrazivali smo prisustvo keratina, zapaljenskog infiltrata i proliferaciju kola-
gena, a od imunohistohemijskih karakteristika holesteatoma ispitivali smo ekspresiju mark-
era za CD4 limfocite, za makrofage i antigen prezentujuce éelije, odnosno Langerhansove
éelije. Semikvantitativnom metodom izvrSeno je stepenovanje pojedinih histopatoloskih
parametara. U statistickoj analizi podataka pored standardnih statistickih metoda
aritmeti¢ke sredine, standardne devijacije koriscen je T-test za nezavisne uzorke i Mann-
Whitney U test. Za proucavanje medusobnih odnosa dve pojave kori$éena je Spearmanova
korelaciona analiza. Rezultati. Postoji visoko statisti¢ki znacajno veée vrednosti u ukup-
nom broju CD4 T limfocita i makrofaga u holesteatomima sa veéim stepenom kostane
destrukcije. Prisustvo infekcije je negativno koreliralo sa indeksom keratinizacije, a pozi-
tivno sa indeksom inflamatorne infiltracije, sa CD4 T Celijskim imunim odgovorom, kao i
ukupnim brojem makrofaga, dok nije uticalo na indeks proliferacije kolagena.

Zakljucak. Ispitivanjem histopatolo$kih parametara i imunohistoloskih parametara
holesteatoma ukazali smo na njihovu povezanost sa nekim klinickim manifestacijama ovog
oboljenja kao Sto su kostana destrukcija, ekstenzivnost patoloskog procesa i prisustvo
infekcije, kao i heterogenost u morfoloskoj slici i bioloskom ponaSanju ali i na razlicite
stadijume u razvoju holesteatoma u vreme njegovog proucavanja.

UvoD

Hirurskim le¢enjem, koje za sada predstavlja jedini tera-
pijski postupak, ne moze se uvek kompletno eradicirati

Holesteatom srednjeg uva predstavlja cistiCnu, benignu  holesteatom i prevenirati recidiv ovog oboljenja.
izraslinu ispunjenu keratinskim debrisom, koja pored Mehanizmi nastanka i razvoja holesteatoma nisu do-
destrukcije struktura srednjeg i unutra$njeg uva i oStecenja voljno poznati zbog ega postoji potreba za njegovim izu-
sluSne i vestibularne funkcije, moze da dovede do egzo- Cavanjem naroCito na molekularnom nivou. Postoji vise
kranijalnih i endokranijalnih komplikacija. aspekata izuCavanja etiopatogeneze ovog oboljenja. Jedan
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od njih ukljuCuje proucavanje intracelularnih mehanizama
signalizacije na nivou keratinocita u razli¢itim celijskim
fazama (proliferacija, diferencijacija, keratinizacija i apop-
toza) (1). Drugi aspekt se odnosi na izu¢avanja anatomskih i
drugih morfoloskih faktora mikrosredine srednjeg uva.
Posebno se izucavaju fizicki faktori (pritisak holesteatoma,
vlaga i drugi uslovi mikrosredine spoljnog slusnog hodnika
i srednjeg uva) na aktiviranje biohemijskih procesa koji se
odvijaju intracelularno, pre svega na nivou keratinocita ().
Jedan od nivoa istrazivanja su imunoloski i genetski faktori.

U izucavanju imunoloskih procesa istraziva¢ima su na
raspolaganju brojne metode kao Sto su histopatoloske,
imunohistohemijske i molekularno - bioloske tehnike zasno-
vane na ,,in situ® i ,,ex vivo‘ analizi tkiva holesteatoma, kul-
tura tkiva ili pojedinih celija izolovanih iz holesteatoma ali i
prouCavanja nastanka i razvoja oboljenja na razli¢itim ani-
malnim modelima G- 4.

Razvijanjem novih tehnika, narocito imunohistohemi-
jskih metoda kao i tehnika molekularne biologije omogude-
na su nova saznanja o patofiziologiji i patohistologiji holes-
teatoma (). Imunohistohemijske tehnike predstavljaju vrlo
podesne metodoloske pristupe jer se zahvaljujuéi ogromnom
spektru monoklonskih antitela jednostavno mogu identifiko-
vati brojne éelijske subpopulacije ali i proucavati ekspresija
razli¢itih molekula uklju¢enih u imunopatogenetska zbiva-
nja (0), Primena ovih metoda na tkivnim presecima omogu-
¢ava ne samo identifikaciju pojedinih celija ili molekula veé
i distrubuciju analiziranih celija i njihovu komunikaciju sa
susednim celijama kao i sa Celijama ekstracelularnog mat-
riksa. Takode se sve promene u tkivu mogu kvantifikovati a
samim tim i statistickim metodama obradivati.

Na bazi takve ideje vodilje, nasa istrazivanja su bila
usmerena na ispitivanje osnovnih histoloskih karakteristika
uzorkovanih holesteatoma a to su stepen keratinizacije,
obim zapaljenskog infiltrata i stepen proliferacije ekstracelu-
larnog matriksa, kao i prisustvo i distribucija CD4 T limfoci-
ta, makrofaga i Langerhansovih éelija u holesteatomu.

Cilj naseg rada je bio uporediti histopatoloske i imuno-
histohemijske karakteristike holesteatoma i utvrditi njihovu
medusobnu povezanost u grupama ispitanika razvrstanih u
odnosu na stepen kostane destrukcije, prisustvo /odsustvo
infekcije i ekstenzivnost holesteatoma.

MATERIJAL I METODE

U studiju je ukljuceno 30 bolesnika sa stecenim holes-
teatomom srednjeg uva, kod kojih je ucinjena operacija
srednjeg uva u periodu 2005-2009. godine. Bila su zastuplje-
na oba pola, starosti od 10 do 68 godina, od ¢ega su sedmoro
bila deca. Kod 19 bolesnika ucinjena je timpanoplastika, od
kojih je u 2 slucaja radena retimpanoplastika. Kod ostalih 11
bolesnika je radena radikalna timpanomastoidektomija, a u 2
od njih je radena reoperacija.

Klinicke karakteristike holesteatoma su odredene na
osnovu otomikroskopskog i intraoperativnog nalaza. Prvu
grupu (n = 16) su Cinili ispitanici sa destrukcijom susednih
kostanih struktura, dok je druga grupa obuhvatala bolesnike
bez destrukcije susednih kostanih struktura. U prvu grupu su
razvrstani bolesnici koji su, osim razorenih slusnih koscica,
imali i oStecenje zidova kavuma i mastoida (facijalni kanal,
labirint, tegmen timpanuma ili antruma, denudiranost dure
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ili sigmoidnog sinusa). Druga grupa (n = 14) je ukljucivala
ispitanike bez ovih ostecenja ili je registrovana minimalna
kostana destrukcija (npr. destrukcija dugog kraka inkusa ili
dela maleusa).

Prisustvo bakterijske infekcije je procenjivano na osnovu
nalaza brisa uva kao i otomikroskopskim i intraoperativnim
nalazom prisustva sekreta, inflamiranog polipa i granulacija,
vlaznog debrisa i macerirane koze spoljnog slusnog hodnika
(6), Na osnovu ovih parametara ispitanici su razvrstani u
grupu sa prisutnom infekcijom (n = 22). Grupu ispitanika sa
holesteatomima bez infekcije (n = 8) su ¢inili oni ispitanici
sa holesteatomima u vidu suve perforacije u atiku ili u zad-
njem gornjem kvadrantu sa prisutnim suvim holeste-
atomskim masama, suvim keratinom ili krustom.

Ekstenzivnost holesteatoma je procenjivana prema
zahvadenosti odredenih regija srednjeg uva i mastoida (atik,
zadnji timpanum, mezotimpanum, antrum, mastoid itd.). Na
osnovu ovog parametra svi bolesnici su razvrstani u dve
grupe. Prvu grupu (n = 20) su ¢inili ispitanici sa vise eksten-
zivnim holesteatomima koji su zahvatali tri i viSe regiona
srednjeg uva (npr. atik, antrum i mastoid ili atik, zadnji tim-
panum i mezotimpanum ili sve nabrojane regije). Drugu
grupu (n = 10) su ¢inili ispitanici sa manje ekstenzivnim
holesteatomima koji su zahvatali do dva regiona srednjeg
uva (npr. atik i antrum ili atik i zadnji timpanum).

Semikvantitativnom metodom izvr§eno je stepenovanje
pojedinih parametara kao $to su naslage keratina, zapaljens-
ki delijski infiltrat i proliferacija ekstracelularnog matriksa
(kolagena). IzvrSeno je bodovanje promena nakon Cega je
izraGunavan odgovorajuéi indeks.

Indeks keratinizacije je procenjivan na sledeci nacin:

0 = odsustvo naslaga keratina

1 = slabo izraZene keratinske naslage

2 = umereno izraZene keratinske naslage

3 = upadljivo izrazene keratinske naslage

Indeks zapaljenskog infiltrata je procenjivan na sledeci
nacin:

0 = odsutan delijski infiltrat

1 = slabo izrazen celijski infiltrat (prose¢no manje od 5
¢elija u jednom vidnom polju, uvecanje 40 x 10)

2 = umereno izrazen celijski infiltrat (5-20 éelija po jed-
nom vidnom polju, uvecanje 40 x 10)

3 = upadljivo izraZen Celijski infiltrat (viSe od 20 éelija
po jednom vidnom polju, uvecanje 40 x 10)

Indeks proliferacije ekstracelularnog matriksa (kolage-
na) je odreden na sledeéi nacin:

0 = odsustvo kolagena

1 = slabo izraZen kolagen

2 = umereno izrazen kolagen

3 = upadljivo izrazen kolagen

Imunohistohemijskim ispitivanjima je procenjivan celi-
jski sastav i ekspresija pojedinih markera u tkivu holeste-
atoma. Bojenje tkivnih preseka je vr§eno pomocéu imunohis-
tohemijskih metoda i to na parafinskim ili kriostatskim
presecima. Detekcija antigena je vrSena pomodu panela
monoklonskih antitela. Sva antitela su bila misji imunoglob-
ulini. U radu su kori$éena slededa anti-humana antitela: anti
- CD1a- antitelo (Dako), anti - CD4 - antitelo (Novocastra),
anti - CD68 - antitelo (Dako) i anti - HLA - DR - antitelo
(Serotec).
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U statistickoj analizi podataka pored standardnih sta-
tistickih metoda aritmeticke sredine, standardne devijacije
koriséen je T-test za nezavisne uzorke i Mann-Whitney U
test. Za proucavanje medusobnih odnosa dve pojave
koriséena je Spearmanova korelaciona analiza. Sve rezultate
smo statisticki obradili i gradirali na: statisticki bez znacaja
(p > 0,05), statisti¢ki znacajne (0,05 > p > 0,01), visoko sta-
tisticki znacéajne (0,01 > p > 0,005) i veoma visoko statisticki
znacajne (p < 0,005).

REZULTATI

U 16 od 30 holesteatoma (53,33%) bila je izraZzena kera-
tinizacija koja se manifestovala prisustvom velikih naslaga
keratina, slojevito rasporedenih i njihova eksfolijacija od
veceg dela epitela. U ostalih 14 holesteatoma keratin je bio
umeren ili slabo izrazen i obi¢no vezan za roZasti sloj
epitela. Rezultati prikazani u tabeli 1. pokazuju da je
prosecni indeks keratinizacije bio 2,10 + 0,77. Pojedini
holesteatomi su se sastojali od tankog epitela pri cemu su
celije bile rasporedene u 3-4 sloja. Po pravilu u ovakvim
holesteatomima keratinske naslage su bile najizraZenije. U
okviru histopatoloske heterogenosti holesteatoma treba
spomenuti prisustvo mikrocista sa keratinom ili keratinskih
perli u epidermisu. Izrazitu hiperplaziju epitela, pri ¢emu su
na pojedinim mestima epitelne celije bile rasporedene u 10-
12 slojeva, najc¢esce su pratili obimni zapaljenski infiltrati,
lokalizovani subepitelno u lamini propriji (perimatriksu). Po
pravilu, perimatriks je bio infiltrisan predominantno mono-
nuklearnim éelijama razli¢itog broja i distribucije. Celije su
bile retke, difuzno rasporedene pojedinacno ili u manjim
grupicama oko sitnih krvnih sudova ili su bile rasporedene u
obliku veéih grozdolikih ili folikularnih struktura. Celijski
agregati su bili najcesce lokalizovani subepitelno. Samo u
nekim holesteatomima dominirali su granulociti. Prose¢ni
indeks zapaljenskog infiltrata je bio 1,55 + 0,74 (tabela 1). U
pojedinim holesteatomima zapazen je karakteristiCan papi-
larni izgled perimatriksa zbog prisutnih pliéih ili dubljih
invaginacija epitela. U nekoliko holesteatoma zapazena je
hiperplazija granularnog sloja. Holesteatomi su se razliko-
vali 1 u odnosu na stepen zastupljenosti ekstracelularnog
matriksa. Prosecan indeks proliferacije kolagena je bio 1,31
+ 0,60 (tabela 1). U nekim holesteatomima bilo je upadljivo
prisustvo mladog granulacionog tkiva ili delovi sluznice
srednjeg uha.

Tabela 1. Histopatoloske karakteristike holesteatoma
procenjivane na osnovu semikvantitativne analize

Indeks N
(srednja vr. £ SD)

Obelezje posmatranja

Keratinizacija 2.10£0.77 30
Zapaljenski infiltrat 1.55+0.74 30
Proliferacija kolagena 1.31+0.60 30

Imunohistohemijske analize holesteatoma su pokazale
celularni sastav inflamatornog infiltrata, kao i ekspresiju
nekih od markera koji su ispoljeni na stromalnim celijama, a
koji su znac¢ajni za imune i zapaljenske procese. 1z tehni¢kih
razloga pojedina imunohistohemijska bojenja preparata nisu
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uspela, pa je za pojednine parametre ukupan broj uzoraka (n)
nesto manji od 30 ispitivanih.

CD4 marker je ispoljen predominantno na subpopulaciji
pomocénickih T limfocita i to u prose¢noj vrednosti 70,20 +
54,25; n =29. Samo retke CD4 celije su zapaZene u matrik-
su, najée$ée u bazalnom sloju epitela. Po pravilu ovakav
imunohistoloski nalaz se sretao kada je u perimatriksu u
subepitelnom sloju bio prisutan veliki broj CD4 Celija u lim-
focitnim infiltratima (slika 1).
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Slika 1. Obimna infiltracija perimatriksa holesteatoma CD4+
Celijama. U limfoidnim agregatima folikularnih karakteristika
znacajan broj limfocita je obojen CD4 monoklonskim antitelom.

Izvestan broj CD4 celija je imao karakteristike izduzenih
zvezdastih celija, dendriticne morfologije ili krupnijih Celija
karakteristika makrofaga. Najcesée je ekspresija CD4
molekula na ovim éelijama bila znatno slabija od ekspresije
ovog markera na limfocitima. Pojedini histopatolski preseci
holesteatoma na kojima su prikazani obimni infiltrati CD4
celija u obliku folikularnih struktura, nekoliko manjih infil-
trata lokalizovanih perivaskularno u obilnom perimatriksu
ili preseci sa retkim, pojedinacnim CD4 celijama najbolje
ilustruju imunofenotipsku heterogenost holesteatoma.

Koriséenjem anti-HLA-DR monoklonskog antitela iden-
tifikovane su APC (antigen prezentujuce celije). Na osnovu
morfoloskih karakteristika HLA-DR Cdelije su pokazivale
karakteristike dendriti¢nih Celija ukljucujuci i intraepitelne
Langerhansove celije, karakteristike makrofaga, ili limfoci-
ta. Najveéi deo APC od njihovog ukupnog broja / mm? pre-
seka tkiva (93,43 + 50,68; n = 28) je bio lokalizovan u
subepitelnim zonama. U pojedinim zonama perimatriksa sa
veoma diskretnim ili odsutnim éelijskim infiltratom, zapaze-
na je pojacana ekspresija HLA-DR markera na ¢elijama den-
driticne morfologije. U matriksu HLA-DR Ccelije su pokazi-
vale tipiCne karakteristike dendriti¢nih, Langerhansovih
celija i najbrojnije su bile u suprabazalnim slojevima. Medu-
tim, pozitivne celije su identifikovane i izmedu epitelnih
céelija bazalnog sloja, posebno na mestima guste mreze APC
u subepitelnim zonama. Kvantitaivnom analizom je nadeno
da su intraepitelne HLA-DR Celije ¢inile 4,93 + 4,24 % u
odnosu na ukupne nukleisane éelije epitelne zone (tabela 2).

CD68 predstavlja marker makrofaga. Rezultati prikazani
u tabeli 2. pokazuju znadajnu zastupljenost CD68* éelija u
holesteatomu (53,99 + 32,92 delija/ mm?2; n = 29). U matrik-
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Tabela 2. Imunohistohemijske karakteristike holesteatoma
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Grafikon 1. Poredenje indeksa keratinizacije izmedu holesteatoma
sa razlicitom koStanom destrukcijom

Procenat celija | Indeks / n
Broj éelija/ | (%) u odnosu | stepen
Markeri mm? na ukupan broj | ekspresije
(sr.vr. £ SD) | epit.Celija (srvr. £
(sr.vr. = SD) SD)
CD4 70.20 + 54.25| - - 29
HLA-DR | 93.43+50.68| 4.93+42 28
CD68 53.99+32.92| - - 29
CDla - 4.63 +4.00 - 27
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su su detektovane CD68" Celije samo u pojedinim holeste-
atomima tako da njihova analiza u ovom regionu nije poseb-
no istrazivana. Skoro svi makrofagi su bili lokalizovani u
perimatriksu, difuzno ili u vidu manjih odnosno vecih plaza
ili klastera. Ove celije su bile dominantnije u fokalnim infil-
tratima, posebno onim sa predominacijom T limfocita.

Na slici 2 prikazana je tipi¢na ekspresija CD68 moleku-
la u perimatriksu holesteatoma koja takode pokazuje
razli¢itu morfologiju CD68" éelija. U holesteatomu sa inten-
zivnom proliferacijom epitela, pseudo-tumorskih karakteris-
tika, zapaZen je znaCajan broj CD68% Celija infiltrisanih
izmedu epitelnih éelija.

CDla je marker subpopulacije dendriti¢nih Cdelija,
ukljucujuéi i Langerhansove intraepitelne dendriti¢ne celije.
Analizom ekspresije CD1a molekula uocena je velika het-
erogenost holesteatoma u pogledu broja Langerhansovih
celija. Najmanji broj CDIla" éelija je bio 0,6% a najveci
15,6% u odnosu na ukupan broj epitelnih celija. Tabela 2
pokazuje da su proseéne vrednosti CDla* ¢elija iznosile
4,63 + 4,00 % $to je priblizno odgovara procentu intraepitel-
nih HLA-DR ¢éelija 4,93 + 4,24 %. Na slici 3 prikazane su
tipicne morfoloske i imunohistohemijske karakteristike
Langerhansovih celija u hipertrofisanom epitelu matriksa.

Rezultati semikvantitativnih histopatoloskih parametara
su prikazani na grafikonima. Grafikon 1 pokazuje statisticki
znacajno vece vrednosti indeksa keratinizacije (2,46 £+ 0,52)
u holesteatomima sa manjom destrukcijom (grupa B) u
odnosu na holesteatome sa vecom koStanom destrukcijom
(grupa A - indeks keratinizacije 1,81 = 0,81; p <0,05).

Suprotno ovom nalazu, stepen inflamatornih promena
procenjivan preko indeksa zapaljenskog infiltrata je bio sta-
tisticki znacajno manji (p < 0.05) u grupi B (1,23 = 0,44) u
odnosu na grupu A (1,81 £ 0,81) (grafikon 2).
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A: Grupa holesteatoma sa veéom kostanom destrukcijom; n =16
B: Grupa holesteatoma sa manjom kostanom destrukcijom; n =14
*Statisticki znacajna razlika, p < 0.05

Grafikon 2. Poredenje indeksa zapaljenskog infiltrata izmedu
holesteatoma sa razli¢itom koStanom destrukcijom
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A: Grupa holesteatoma sa ve¢om kostanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom kostanom destrukcijom; n =14
*Statisticki znacajna razlika, p < 0.05

Grafikon 3. Poredenje indeksa proliferacije ekstracelularnog
matriksa (kolagena) izmedu holesteatoma sa razlicitom kostanom
destrukcijom
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B: Grupa holesteatoma sa manjom koStanom destrukcijom; n =14
*Statisticki znacajna razlika, p < 0.05
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Slika 2. Tipicna ekspresija CD68 molekula na makrofagima
razlicite morfologije u holesteatomu sa izrazenim perimatriksom

Slika 3. Tipican izgled intraepitelnih Langerhansovih celija u
matriksu holesteatoma, dendriticne morfologije
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Grafikon 4. Poredenje broja CD4" Celija izmedu
holesteatoma sa razlicitom kostanom destrukcijom

Era) GO Eaila f mm

A B

A: Grupa holesteatoma sa vecom kostanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom kostanom destrukcijom; n =14
*Veoma visoko statisticki znacajna razlika p < 0,005

Takode su promene u ekstracelularnom matriksu u
grupi holesteatoma sa manjom koStanom destrukcijom,
procenjivanje preko indeksa proliferacije ekstracelu-
larnog matriksa (kolagena) (1,08 + 0,28) bile statisticki
znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na grupu holes-
teatoma sa ve¢om kostanom destrukcijom (1,50 + 0,71)
(grafikon 3).

Ukupan broj CD4" T limfocita u tkivu holesteatoma
grupe A (99,26 + 53,23 / mm?) je bio veoma visoko sta-
tistiCki znacajno (p < 0,005) veéi u odnosu na broj ovih
¢elija u holesteatomima grupe B (34,43 £ 24,05 / mm?2)
(grafikon 4).

Analizom ukupnih HLA-DR déelija nisu nadene sta-
tisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa
(104,26 + 45,74 / mm? - grupa A; 78,99 + 53,50 / mm? -
grupa B). Takode nisu nadene statisticki znacajne razlike

% - grupa A; 4,72 + 4,98 % - grupa B).

Broj makrofaga, definisan na osnovu ekspresije CD68
molekula, je bio visoko statisti¢ki znacajno veci (p <
0,01) u grupi holesteatoma sa veéom kostanom destruk-
cijom (69,65 + 25,44 / mm?2 ) u odnosu na holesteatome
sa manjom ko$tanom destrukcijom (4,72 + 4,98 / mm?).

Nisu uocene statisticki znacajne razlike (p > 0,05)
izmedu grupe A i grupe B holesteatoma u pogledu broja
Langerhansovih (CD1a") celija (4,67 £ 3,66 % - grupa A,
4,59 £ 4,55 % - grupa B).

Na osnovu klini¢kih karakteristika holesteatoma, uzi-
majuci kao parametar infekciju, svi pacijenti su svrstani u
dve grupe:

Grupa C: holesteatomi sa prisustvom infekcije; n =22

Grupa D: holesteatomi bez prisustva infekcije; n = 8

Nakon odgovarajuée obrade podataka primenom
Man-Whitney U testa dobijeni su sledeéi kljuéni rezultati.

Rezultati prikazani u tabeli 3 pokazuju da je indeks
keratinizacije negativno, a indeks inflamacije pozitivno
kolerirao u odnosu na prisustvo infekcije, a da nije bilo
bitnijih razlika u ispitivanju indeksa proliferacije kolage-
na izmedu holesteatoma razvrstanih u odnosu na prisust-
vo / odsustvo infekcije.

Na osnovu klini¢kih karakteristika holesteatoma, uzi-
majuci kao parametar prosirenost patoloskog procesa, svi
pacijenti su svrstani u dve grupe:
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Tabela 3. Poredenje histopatoloskih i imunohistohemijskih para-
metara u holesteatomima razvrstanih u odnosu na prisustvo / odsustvo

infekcije
Procenat celija | Indeks / n
Broj éelija/ | (%) u odnosu | stepen
Markeri mm na ukupan broj | ekspresije
(sr.vr. £ SD) | epit.celija (sr.vr.

(sr.vr. £ SD) SD)
Grupa C
Indeks
keratinizacije |- - 2.00+0.76 | 22
Indeks
inflamacije - - 1.68 £0.78 | 22
Indeks
prol. kolagena | - - 1.32+0.65| 22
CD4 76.20 £ 60.16 | - - 22
HLA-DR 96.53 £53.35 | 4.66 + 3.61 - 20
CD68 55.12+£32.99 | - - 21
CDla - 429 +347 - 19
Grupa D
Indeks
keratinizacije |- - 243079 8
Indeks
inflamacije - - 1.14+038| 8
Indeks
prol. kolagena | - - 1.29+£049] 8
CD4 51.34+22.79 | - - 7
HLA-DR 85.68 +45.64 | 5.63 £5.76 - 8
CD68 51.03 +34.81 | - - 8
CDla - 5.45+522 - 8

Grupa C: Holesteatomi sa prisustvom infekcije
Grupa D: Holesteatomi sa odsustvom infekcije

3 A e o Tabela 4. Poredenje histopatoloskih i imunohistohemijskih parametara
ni u procentima intraepitelnih HLA-DR ¢elija (5,09 3,63y holesteatomima razvrstanih u odnosu na ekstenzivnost patoloskog

procesa
Procenat celija | Indeks / n
Broj celija/ | (%) u odnosu | stepen
Markeri mm? na ukupan broj | ekspresije
(sr.vr. £ SD) | epit.éelija (st.vr. £
(sr.vr. £ SD) SD)
Grupa E
Indeks
keratinizacije | - - 2.00+0.79] 20
Indeks
inflamacije - - 1.70 £ 0.80| 20
Indeks
prol. kolagena| - - 1.30+£0.57| 20
CD4 76.04 + 57.30| - - 20
HLA-DR 90.05 +£49.42| 451 +3.74 - 19
CD68 58.22 +£32.30| - - 19
CDla - 4.14+£3.50 - 19
Grupa F
Indeks
keratinizacije | - - 2.33+£0.71] 10
Indeks
inflamacije - - 122+ 044 10
Indeks
prol. kolagenal - - 1.33£0.71| 10
CD4 57.22 +47.20] - - 9
HLA-DR 100.56 £ 55.5p 5.82 £ 5.27 - 9
CD68 45.96 +34.30| - - 10
CDla - 5.80+5.07 - 8

Grupa E: Holesteatomi sa vecom prosireno$cu patoloskog procesa
Grupa F: Holesteatomi sa manjom prosirenos¢u patoloskog procesa
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Grupa E: holesteatomi sa vecom ekstenzivnos$éu pato-
loskog procesa; n =20

Grupa F: holesteatomi sa manjom ekstenzivnoséu pato-
loskog procesa; n =10

Nakon odgovarajuce obrade podataka primenom Man-
Whitney U testa dobijeni su rezultati, koji pokazuju da nije
bilo bitnijih razlika u ispitivanim ni histopatoloskim ni
imunohistohemijskim parametrima izmedu holesteatoma
razvrstanih u odnosu na stepen ekstenzivnosti patoloSkog
procesa (tabela 4).

Rezultati ispitivanja korelacije izmedu histopatoloskih
parametara (indeksa keratinizacije, indeksa zapaljenskog
infiltrata i indeksa proliferacije ekstracelularnog matriksa)
sa brojem (procentom) inflamatornih éelija pokazuje veoma
visoku statistiC¢ki znaCajnu negativnu korelaciju izmedu
indeksa keratinizacije i broja CD4 limfocita (p < 0,0001) i
makrofaga (p < 0,0001), a visoku statisticki znacajnu nega-
tivnu korelaciju izmedu indeksa keratinizacije i ukupnih
HLA-DR Ccelija (p < 0,01). Nije nadena statisticki znacajna
povezanost izmedu indeksa keratinizacije i broja intraepitel-
nih HLA-DR ¢elija (p > 0,05) i Langerhansovih CDla"
celija (p > 0,05).

Medusobna povezanost izmedu indeksa zapaljenskog
infiltrata i imunohistohemijskih parametara pokazuje veoma
visoku statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
indeksa zapaljenskog infiltrata i subpopulacije CD4 T lim-
focita (p < 0,005), a statisticki znac¢ajnu sa brojem makrofa-
ga (p < 0,05). Nije nadena statisticka znacajnost izmedu
indeksa zapaljenskog infiltrata i antigen-prezentujuéih éelija
(p > 0,05).

Sli¢na je situacija u korelaciji izmedu indeksa prolifera-
cije ekstracelularnog matriksa i imunohistohemijskih para-
metara. Postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija iz-
medu indeksa proliferacije kolagena i CD4 T limfocita
(p <0,05), kao i broja makrofaga (p < 0,05). Nije nadena sta-
tistiCki znac¢ajna razlika izmedu indeksa proliferacije kolage-
na i antigen-prezentujucih éelija (p > 0,05)

DISKUSIJA

U ovom radu kod 30 pacijenata operisanih od steCenog
holesteatoma srednjeg uva analizirane su promene u matrik-
su i perimatriksu holesteatoma koris¢enjem histopatoloskih
i imunohistohemijskih metoda i vr§ena njihova poredenja u
odnosu na razli¢ite klinicke manifestacije bolesti. Ispiti-
vanjem histopatoloskih parametara - stepena keratinizacije,
karakteristike epitelnih slojeva, obima i vrste zapaljenskog
infiltrata i indeksa proliferacije ekstracelularnog matriksa i
imunohistohemijskih parametara - prisustvo i distribucija
razli¢itih populacija celija u matriksu i perimatriksu holes-
teatoma, pokusali smo da ukaZzemo na njihovu povezanost sa
nekim klini¢kim manifestacijama ovog oboljenja kao $to su
kostana destrukcija, ekstenzivnost patoloskog procesa i pri-
sustvo infekcije.

Ispitivanjem histopatoloskih karakteristika holesteatoma
pokazana je heterogenost u morfoloskoj slici §to ukazuje na
njihovo razli¢ito biolosko ponasanje ali i na razliciti stadi-
jum u razvoju holesteatoma u vreme njegovog proucavanja.
Medutim, samo na osnovu morfoloske slike ne mogu se
objasniti brojne heterogenosti. Posto neki histopatoloski na-
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lazi odrazavaju samo jedan vremenski period u razvoju ste-
¢enog holesteatoma kod dece i odraslih, rezultati ispitivanja
treba analizirati zavisno od anatomskog mesta odakle je uzet
uzorak kao i vremena kada je taj postupak vren (7).

Histopatoloska ispitivanja su omogucila analizu matrik-
sa (broj 1 izgled keratinocita, distribuciju keratinocita po slo-
jevima, debljinu epitelog sloja, obim i izgled keratinskih
naslaga). Na osnovu opstih histoloskih karakteristika nadena
je izrazita heterogenost u debljini matriksa, a analizom ka-
rakteristika epitelnog sloja izrazita heterogenost u izgledu i
broju keratinocita, kao i njihove distribucije po slojevima. U
vecem broju holesteatoma zapazena je izraZena keratinizaci-
ja, odnosno hiperkeratinizacija, $to je potvrdeno od mnogih
autora 3 9). Vecina tih holesteatoma su imala tanji sloj
matriksa. Klini¢ki, kod ovakvih holesteatoma su bile naj-
izrazenije keratinske naslage. Histopatoloskom analizom u
trecini holesteatoma dokazana je hiperplazija holesteatom-
skog epitela, pri ¢emu su na pojedinim mestima éelije bile
rasporedene u 10-12 slojeva. U pojedinim holesteatomima
sa izrazitom hiperplazijom epitelnih slojeva uocene su ke-
ratinske perle i mikrociste sa keratinom unutar matriksa.
Izrazitu hiperplaziju epitela koja nastaje usled hiperproli-
feracije keratinocita najc¢esée su pratili obimni zapaljenski
infiltrati u perimatriksu. Hiperproliferacija holesteatomskog
epitela obi¢no je bila udruzena sa manjim stepenom kera-
tinizacije. U jednom holesteatomu zapazili smo obimnu pro-
liferaciju holesteatomskog epitela koja je formirala pseudo-
tumorsku leziju sa mitozama patoloskog izgleda. Mnogi
radovi su objavljeni bazerani prvenstveno na proliferativnim
markerima u matriksu holesteatoma, kakvi su PTEN, IDI,
CILD i dr. 3,9 10, 11, 12) Narogito su znagajna poredena
ekspresije proliferativnih markera koze spoljasnjeg slusnog
hodnika sa njihovim prisustvom u holesteatomu, jer su takva
istrazivanja bazi¢na u pogledu objasnjavanja etiologije
holesteatoma zbog Cega ga s pravom za holesteatom kaze da
je ,.koza na pogresnom mestu* (9,

Dobijeni rezultati imunohistohemijskog istrazivanja u
ovom radu tek treba da se dalje razraduju i daju smernice u
etiopatogenezi holesteatoma. Ispitujudi ekspresiju imunih
celija u holesteatomu, kakve su T limfociti, makrofagi i
Langerhansove éelije, pokusali smo da utvrdimo kako i
koliko inflamatorna komponenta ima ulogu u razvoju
holesteatoma. Pojacana imunoloska aktivnost ispitivanih
markera je naroCito bila razvijena u holesteatomima sa
tezom klini¢kom slikom sa ekstenzivnim, viSe destruktivnim
holesteatomom i prisutnom infekcijom S$to se slaze sa
istrazivanjima iz literature (12, 13, 14)_ Koli¢ina imunih éelija
i njihova distribucija u holesteatomu moze da pomogne u
razjaSnjenju patogeneze holesteatoma uporedujudi ih sa
patohistoloskim i klini¢kim karakteristikama holesteatoma.
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ZAKLJUCAK

1. Postoje visoko statisticki znacajno vece vrednosti u
ukupnom broju CD4 T limfocita i makrofaga u

infiltracije, dok nije uticalo na indeks proliferacije kolage-
na

4. Prisustvo infekcije pozitivno kolerira sa CD4 T celi-
jskim imunim odgovorom, kao i ukupnim brojem makrofa-

holesteatomima sa veéim stepenom koStane destrukcije ga

2. Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika prisustva
Langerhansovih celija prema i jednom parametru klinicke

slike holesteatoma

5. Na ekstenzivnost holestatomskog procesa ne uticu
ispitivane histopatoloske i imunohistohemijske karakteris-
tike holesteatoma

3. Prisustvo infekcije je negativno koreliralo sa indek-
som keratinizacije, a pozitivno sa indeksom inflamatorne

Abstract

Objectives. The aim of this study was to correlate histological and immunohistochemical
characteristics of cholesteatoma according to some clinical characteristics of
cholesteatoma as bone destruction, presence of infection or cholesteatoma extension.
Methods. We investigated clinical, histological and immunohistochemical characteristics
of cholesteatoma in 30 samples from operated patients with acquired middle ear
cholesteatomas. We classified all samples according to their clinical characteristics of
cholesteatoma as bone destruction, presence of infection or cholesteatoma extension and
histological characteristics of cholesteatoma as keratinisation, inflammatory process and
extra cells matrix proliferation. Expression of CD4 lymphocytes, macrophages and anti-
gen presenting cells, mostly Langerhans cells we investigated according to immunohisto-
cemical characteristics of cholesteatoma. A semi quantitative method was used to deter-
mine the level of some histological characteristic. We used independent group T-test and
Mann-Whitney U test to analyze statistical results, besides that we used standard statisti-
cal methods of arithmetical average. Spearman correlation analysis has been used to estab-
lish correlation between two characteristics of cholesteatoma.

Results. Expression of CD4 T lymphocytes and macrophages in cholesteatoma with more
bone destruction is highly statistically significant then in cholesteatoma with less bone
destruction. There is a negative correlation between presence of infection and keratinisa-
tion, but positive correlation between presence of infection and inflammatory process and
CD4 T cells immune response and total number of macrophages. Presence of infection
have no influence on extra cells matrix proliferation.

Conclusion. Researching histological and immunohistochemical characteristics of
cholesteatoma we dedicate their correlation with some clinical manifestations of
cholesteatoma as a bone destruction, presence of infection or cholesteatoma extension.
We found so many diversity in biological behavior through very different levels of
cholesteatoma development.
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