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Sažetak

Cilj. Cilj na{eg rada je bio uporediti histopatolo{ke i imunohistohemijskih karakteristike
holesteatoma izme|u grupa ispitanika razvrstanih u odnosu na stepen ko{tane destrukcije,
prisustvo /odsustvo infekcije i ekstenzivnost holesteatoma. Metod. Ispitivanje klini~kih,
histopatolo{kih i imunohistohemijskih parametara smo obavljali na uzorcima holesteatoma
30 pacijenata koji su operisani zbog ste~enog holesteatoma srednjeg uva. Od klini~kih
karakteristika ste~enog holesteatoma istra`ivali smo ko{tanu destrukciju, prisustvo /
odsustvo infekcije i ekstenzivnost holesteatoma. Od histopatolo{kih karakteristika
holesteatoma istra`ivali 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 prezentuju}e }elije, odnosno Langerhansove
}elije. Semikvantitativnom metodom izvr{eno je stepenovanje pojedinih histopatolo{kih
parametara. U statisti~koj analizi podataka pored standardnih statisti~kih metoda
aritmeti~ke sredine, standardne devijacije kori{}en je T-test za nezavisne uzorke i Mann-
Whitney U test. Za prou~avanje me|usobnih odnosa dve pojave kori{}ena je Spearmanova
korelaciona analiza. Rezultati. Postoji visoko statisti~ki zna~ajno ve}e vrednosti u ukup-
nom broju CD4 T limfocita i makrofaga u holesteatomima sa ve}im stepenom ko{tane
destrukcije. Prisustvo infekcije je negativno koreliralo sa indeksom keratinizacije, a pozi-
tivno sa indeksom inflamatorne infiltracije, sa CD4 T }elijskim imunim odgovorom, kao i
ukupnim brojem makrofaga, dok nije uticalo na indeks proliferacije kolagena.
Zaklju~ak. Ispitivanjem histopatolo{kih parametara i imunohistolo{kih parametara
holesteatoma ukazali smo na njihovu povezanost sa nekim klini~kim manifestacijama ovog
oboljenja kao {to su ko{tana destrukcija, ekstenzivnost patolo{kog procesa i prisustvo
infekcije, kao i heterogenost u morfolo{koj slici i biolo{kom pona{anju ali i na razli~ite
stadijume u razvoju holesteatoma u vreme njegovog prou~avanja. 
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UVOD

Holesteatom srednjeg uva predstavlja cisti~nu, benignu
izraslinu ispunjenu keratinskim debrisom, koja pored
destrukcije struktura srednjeg i unutra{njeg uva i o{te}enja
slu{ne i vestibularne funkcije, mo`e da dovede do egzo -
kranijalnih i endokranijalnih komplikacija. 

Hirur{kim le~enjem, koje za sada predstavlja jedini tera -
pijski postupak, ne mo`e se uvek kompletno eradicirati
holesteatom i prevenirati recidiv ovog oboljenja. 

Mehanizmi nastanka i razvoja holesteatoma nisu do -
voljno poznati zbog ~ega postoji potreba za njegovim izu -
~avanjem naro~ito na molekularnom nivou. Postoji vi{e
aspekata izu~avanja etiopatogeneze ovog oboljenja. Jedan



od njih uklju~uje prou~avanje intracelularnih mehanizama
signalizacije na nivou keratinocita u razli~itim }elijskim
fazama (proliferacija, diferencijacija, keratinizacija i apop-
toza) (1). Drugi aspekt se odnosi na izu~avanja anatomskih i
drugih morfolo{kih faktora mikrosredine srednjeg uva.
Posebno se izu~avaju fizi~ki faktori (pritisak holesteatoma,
vlaga i drugi uslovi mikrosredine spoljnog slu{nog hodnika
i srednjeg uva) na aktiviranje biohemijskih procesa koji se
odvijaju intracelularno, pre svega na nivou keratinocita (2).
Jedan od nivoa istra`ivanja su imunolo{ki i genetski faktori. 

U izu~avanju imunolo{kih procesa istra`iva~ima su na
raspolaganju brojne metode kao {to su histopatolo{ke,
imunohistohemijske i molekularno - biolo{ke tehnike zasno-
vane na „in situ“ i „ex vivo“ analizi tkiva holesteatoma, kul-
tura tkiva ili pojedinih }elija izolovanih iz holesteatoma ali i
prou~avanja nastanka i razvoja oboljenja na razli~itim ani-
malnim modelima (3, 4).

Razvijanjem novih tehnika, naro~ito imunohistohemi-
jskih metoda kao i tehnika molekularne biologije omo gu}e -
na su nova saznanja o patofiziologiji i patohistologiji holes -
teatoma (5). Imunohistohemijske tehnike predstavljaju vrlo
po des ne metodolo{ke pristupe jer se zahvaljuju}i ogromnom
spektru monoklonskih antitela jednostavno mogu identifiko-
vati brojne }elijske subpopulacije ali i prou~avati ekspresija
razli~itih molekula uklju~enih u imunopatogenetska zbiva -
nja (6). Primena ovih metoda na tkivnim presecima omogu -
}ava ne samo identifikaciju pojedinih }elija ili molekula ve}
i distrubuciju analiziranih }elija i njihovu komunikaciju sa
susednim }elijama kao i sa }elijama ekstracelularnog mat -
rik sa. Tako|e se sve promene u tkivu mogu kvantifikovati a
samim tim i statisti~kim metodama obra|ivati. 

Na bazi takve ideje vodilje, na{a istrazivanja su bila
usmerena na ispitivanje osnovnih histolo{kih 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 }elija u holesteatomu.

Cilj na{eg rada je bio uporediti histopatolo{ke i imuno-
histohemijske karakteristike holesteatoma i utvrditi njihovu
me|usobnu povezanost u grupama ispitanika razvrstanih u
odnosu na stepen ko{tane destrukcije, prisustvo /odsustvo
infekcije i ekstenzivnost holesteatoma. 

MATERIJAL I METODE 

U studiju je uklju~eno 30 bolesnika sa ste~enim holes -
teatomom srednjeg uva, kod kojih je u~injena 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 u~injena je timpanoplastika, od
kojih je u 2 slu~aja ra|ena retimpanoplastika. Kod ostalih 11
bolesnika je ra|ena radikalna timpanomastoidektomija, a u 2
od njih je ra|ena reoperacija.

Klini~ke karakteristike holesteatoma su odre|ene na
osnovu otomikroskopskog i intraoperativnog nalaza. Prvu
grupu (n = 16) su ~inili ispitanici sa destrukcijom susednih
ko{tanih struktura, dok je druga grupa obuhvatala bolesnike
bez destrukcije susednih ko{tanih struktura. U prvu grupu su
razvrstani bolesnici koji su, osim razorenih slu{nih ko{~ica,
imali i o{te}enje zidova kavuma i mastoida (facijalni kanal,
labirint, tegmen timpanuma ili antruma, denudiranost dure

ili sigmoidnog sinusa). Druga grupa (n = 14) je uklju~ivala
ispitanike bez ovih o{te}enja ili je registrovana minimalna
ko{tana 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,
vla`nog debrisa i macerirane ko`e spoljnog slu{nog 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
zahva}enosti odre|enih 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 vi{e eksten-
zivnim holesteatomima koji su zahvatali tri i vi{e 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 }elijski infiltrat i proliferacija ekstracelularnog matriksa
(kolagena). Izvr{eno je bodovanje promena nakon ~ega je
izra~unavan odgovoraju}i indeks. 

Indeks keratinizacije je procenjivan na slede}i na~in: 
0 = odsustvo naslaga keratina
1 = slabo izra`ene keratinske naslage
2 = umereno izra`ene keratinske naslage
3 = upadljivo izra`ene keratinske naslage
Indeks zapaljenskog infiltrata je procenjivan na slede}i

na~in:
0 = odsutan }elijski infiltrat
1 = slabo izra`en }elijski infiltrat (prose~no manje od 5

}elija u jednom vidnom polju, uve}anje 40 x 10)
2 = umereno izra`en }elijski infiltrat (5-20 }elija po jed-

nom vidnom polju, uve}anje 40 x 10)
3 = upadljivo izra`en }elijski infiltrat (vi{e od 20 }elija

po jednom vidnom polju, uve}anje 40 x 10)
Indeks proliferacije ekstracelularnog matriksa (kolage-

na) je odre|en na slede}i na~in: 
0 = odsustvo kolagena
1 = slabo izra`en kolagen
2 = umereno izra`en kolagen
3 = upadljivo izra`en kolagen
Imunohistohemijskim ispitivanjima je procenjivan }eli-

jski sastav i ekspresija pojedinih markera u tkivu hole ste-
atoma. Bojenje tkivnih preseka je vr{eno pomo}u imunohis-
tohemijskih metoda i to na parafinskim ili kriostatskim
presecima. Detekcija antigena je vr{ena pomo}u panela
monoklonskih antitela. Sva antitela su bila mi{ji imunoglob-
ulini. U radu su kori{}ena slede}a 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 statisti~koj analizi podataka pored standardnih sta-
tisti~kih metoda aritmeti~ke sredine, standardne devijacije
kori{}en je T-test za nezavisne uzorke i Mann-Whitney U
test. Za prou~avanje me|usobnih odnosa dve pojave
kori{}ena je Spearmanova korelaciona analiza. Sve rezultate
smo statisti~ki obradili i gradirali na: statisti~ki bez zna~aja 
(p > 0,05), statisti~ki zna~ajne (0,05 > p > 0,01), visoko sta-
tisti~ki zna~ajne (0,01 > p > 0,005) i veoma visoko statisti~ki
zna~ajne (p < 0,005).

REZULTATI

U 16 od 30 holesteatoma (53,33%) bila je izra`ena kera-
tinizacija koja se manifestovala prisustvom velikih naslaga
keratina, slojevito raspore|enih i njihova eksfolijacija od
ve}eg dela epitela. U ostalih 14 holesteatoma keratin je bio
umeren ili slabo izra`en i obi~no vezan za ro`asti sloj
epitela. Rezultati prikazani u tabeli 1. pokazuju da je
prose~ni indeks keratinizacije bio 2,10 ` 0,77. Pojedini
holesteatomi su se sastojali od tankog epitela pri ~emu su
}elije bile raspore|ene u 3-4 sloja. Po pravilu u ovakvim
holesteatomima keratinske naslage su bile najizra`enije. U
okviru histopatolo{ke heterogenosti holesteatoma treba
spomenuti prisustvo mikrocista sa keratinom ili keratinskih
perli u epidermisu. Izrazitu hiperplaziju epitela, pri ~emu su
na pojedinim mestima epitelne }elije bile raspore|ene u 10-
12 slojeva, naj~e{}e su pratili obimni zapaljenski infiltrati,
lokalizovani subepitelno u lamini propriji (perimatriksu). Po
pravilu, perimatriks je bio infiltrisan predominantno mono -
nuklearnim }elijama razli~itog broja i distribucije. ]elije su
bile retke, difuzno raspore|ene pojedina~no ili u manjim
grupicama oko sitnih krvnih sudova ili su bile raspore|ene u
obliku ve}ih grozdolikih ili folikularnih struktura. ]elijski
agregati su bili naj~e{}e 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 zapa`en je karakteristi~an papi-
larni izgled perimatriksa zbog prisutnih pli}ih ili dubljih
invaginacija epitela. U nekoliko holesteatoma zapa`ena je
hiperplazija granularnog sloja. Holesteatomi su se razliko-
vali i u odnosu na stepen zastupljenosti ekstracelularnog
matriksa. Prose~an 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.

Imunohistohemijske analize holesteatoma su pokazale
celularni sastav inflamatornog infiltrata, kao i ekspresiju
nekih od markera koji su ispoljeni na stromalnim }elijama, a
koji su zna~ajni za imune i zapaljenske procese. Iz tehni~kih
razloga pojedina imunohistohemijska bojenja preparata nisu

uspela, pa je za pojednine parametre ukupan broj uzoraka (n)
ne{to manji od 30 ispitivanih.

CD4 marker je ispoljen predominantno na subpopulaciji
pomo}ni~kih T limfocita i to u prose~noj vrednosti 70,20 `
54,25; n = 29. Samo retke CD4 }elije su zapa`ene u matrik-
su, naj~e{}e u bazalnom sloju epitela. Po pravilu ovakav
imunohistolo{ki nalaz se sretao kada je u perimatriksu u
subepitelnom sloju bio prisutan veliki broj CD4 }elija u lim-
focitnim infiltratima (slika 1). 

Izvestan broj CD4 }elija je imao karakteristike izdu`enih
zvezdastih }elija, dendriti~ne morfologije ili krupnijih }elija
karakteristika makrofaga. Naj~e{}e je ekspresija CD4
molekula na ovim }elijama bila znatno slabija od ekspresije
ovog markera na limfocitima. Pojedini histopatol{ki preseci
holesteatoma na kojima su prikazani obimni infiltrati CD4
}elija u obliku folikularnih struktura, nekoliko manjih infil-
trata lokalizovanih perivaskularno u obilnom perimatriksu
ili preseci sa retkim, pojedina~nim CD4 }elijama najbolje
ilustruju imunofenotipsku heterogenost holesteatoma. 

Kori{}enjem anti-HLA-DR monoklonskog antitela iden-
tifikovane su APC (antigen prezentuju}e }elije). Na osnovu
morfolo{kih karakteristika HLA-DR }elije su pokazivale
karakteristike dendriti~nih }elija uklju~uju}i i intraepitelne
Langerhansove }elije, karakteristike makrofaga, ili limfoci-
ta. Najve}i deo APC od njihovog ukupnog broja / mm2 pre-
seka tkiva (93,43 ` 50,68; n = 28) je bio lokalizovan u
subepitelnim zonama. U pojedinim zonama perimatriksa sa
veoma diskretnim ili odsutnim }elijskim infiltratom, zapa ̀ e -
na je poja~ana ekspresija HLA-DR markera na }elijama den-
driti~ne morfologije. U matriksu HLA-DR }elije su pokazi-
vale tipi~ne karakteristike dendriti~nih, Langer hansovih
}elija i najbrojnije su bile u suprabazalnim slojevima. Me|u -
tim, pozitivne }elije su identifikovane i izme|u epitelnih
}elija bazalnog sloja, posebno na mestima guste mre`e APC
u subepitelnim zonama. Kvantitaivnom analizom je na|eno
da su intraepitelne HLA-DR }elije ~inile 4,93 ` 4,24 % u
odnosu na ukupne nukleisane }elije epitelne zone (tabela 2). 

CD68 predstavlja marker makrofaga. Rezultati prikazani
u tabeli 2. pokazuju zna~ajnu zastupljenost CD68+ }elija u
holesteatomu (53,99 ` 32,92 }elija / mm2; n = 29). U matrik-

Tabela 1. Histopatolo{ke karakteristike holesteatoma 
procenjivane na osnovu semikvantitativne analize

Slika 1. Obimna infiltracija perimatriksa holesteatoma CD4+
}elijama. U limfoidnim agregatima folikularnih karakteristika

zna~ajan broj limfocita je obojen CD4 monoklonskim antitelom.

Obele`je posmatranja Indeks N
(srednja vr. ` SD)

Keratinizacija 2.10 ` 0.77 30

Zapaljenski infiltrat 1.55 ` 0.74 30

Proliferacija kolagena 1.31 ` 0.60 30
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su su detektovane CD68+ }elije samo u pojedinim holes te -
atomima tako da njihova analiza u ovom regionu nije poseb-
no istra`ivana. Skoro svi makrofagi su bili lokalizovani u
perimatriksu, difuzno ili u vidu manjih odnosno ve}ih pla`a
ili klastera. Ove }elije 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 tako|e pokazuje
razli~itu morfologiju CD68+ }elija. U holesteatomu sa inten-
zivnom proliferacijom epitela, pseudo-tumorskih karakteris-
tika, zapa`en je zna~ajan broj CD68+ }elija infiltrisanih
izme|u epitelnih }elija. 

CD1a je marker subpopulacije dendriti~nih }elija,
uklju~uju}i i Langerhansove intraepitelne dendriti~ne }elije.
Analizom ekspresije CD1a molekula uo~ena je velika het-
erogenost holesteatoma u pogledu broja Langerhansovih
}elija. Najmanji broj CD1a+ }elija je bio 0,6% a najve}i
15,6% u odnosu na ukupan broj epitelnih }elija. Tabela 2
pokazuje da su prose~ne vrednosti CD1a+ }elija iznosile
4,63 ` 4,00 % {to je pribli`no odgovara procentu intraepitel-
nih HLA-DR }elija 4,93 ` 4,24 %. Na slici 3 prikazane su
tipi~ne morfolo{ke i imunohistohemijske karakteristike
Langerhansovih }elija u hipertrofisanom epitelu matriksa. 

Rezultati semikvantitativnih histopatolo{kih parametara
su prikazani na grafikonima. Grafikon 1 pokazuje statisti~ki
zna~ajno ve}e vrednosti indeksa keratinizacije (2,46 ± 0,52)
u holesteatomima sa manjom destrukcijom (grupa B) u
odnosu na holesteatome sa ve}om ko{tanom 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-
tisti~ki zna~ajno manji (p < 0.05) u grupi B (1,23 ± 0,44) u
odnosu na grupu A (1,81 ± 0,81) (grafikon 2). 

Tabela 2. Imunohistohemijske karakteristike holesteatoma

Slika 2. Tipi~na ekspresija CD68 molekula na makrofagima
razli~ite morfologije u holesteatomu sa izra`enim perimatriksom

Slika 3. Tipi~an izgled intraepitelnih Langerhansovih }elija u
matriksu holesteatoma, dendriti~ne morfologije

CD4 70.20 ` 54.25 - - 29
HLA-DR 93.43 ` 50.68 4.93 ` 4.2 28
CD68 53.99 ` 32.92 - - 29
CD1a - 4.63 ` 4.00 - 27

Markeri

Broj }elija /
mm2

(sr.vr. ` SD)

Procenat }elija
(%) u odnosu
na ukupan broj
epit.}elija
(sr.vr. ` SD)

Indeks /
stepen
ekspresije
(sr.vr. `
SD)

n

A: Grupa holesteatoma sa ve}om ko{tanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom ko{tanom destrukcijom; n =14
*Statisti~ki zna~ajna razlika, p < 0.05

A: Grupa holesteatoma sa ve}om ko{tanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom ko{tanom destrukcijom; n =14
*Statisti~ki zna~ajna razlika, p < 0.05

A: Grupa holesteatoma sa ve}om ko{tanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom ko{tanom destrukcijom; n =14
*Statisti~ki zna~ajna razlika, p < 0.05

Grafikon 1. Pore|enje indeksa keratinizacije izme|u holesteatoma
sa razli~itom ko{tanom destrukcijom

Grafikon 2. Pore|enje indeksa zapaljenskog infiltrata izme|u
holesteatoma sa razli~itom ko{tanom destrukcijom

Grafikon 3. Pore|enje indeksa proliferacije ekstracelularnog
matriksa (kolagena) izme|u holesteatoma sa razli~itom ko{tanom

destrukcijom
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Tako|e su promene u ekstracelularnom matriksu u
grupi holesteatoma sa manjom ko{tanom destrukcijom,
procenjivanje preko indeksa proliferacije ekstracelu-
larnog matriksa (kolagena) (1,08 ± 0,28) bile statisti~ki
zna~ajno manje (p < 0,05) u odnosu na grupu holes -
teatoma sa ve}om ko{tanom destrukcijom (1,50 ± 0,71)
(grafikon 3). 

Ukupan broj CD4+ T limfocita u tkivu holesteatoma
grupe A (99,26 ` 53,23 / mm2) je bio veoma visoko sta-
tisti~ki zna~ajno (p < 0,005) ve}i u odnosu na broj ovih
}elija u holesteatomima grupe B (34,43 ` 24,05 / mm2)
(grafikon 4). 

Analizom ukupnih HLA-DR }elija nisu na|ene sta -
tis ti~ki zna~ajne razlike izme|u ispitivanih grupa
(104,26 ` 45,74 / mm2 - grupa A; 78,99 ` 53,50 / mm2 -
grupa B). Tako|e nisu na|ene statisti~ki zna~ajne razlike
ni u procentima intraepitelnih HLA-DR }elija (5,09 ` 3,63
% - grupa A; 4,72 ` 4,98 % - grupa B). 

Broj makrofaga, definisan na osnovu ekspresije CD68
molekula, je bio visoko statisti~ki zna~ajno ve}i (p <
0,01) u grupi holesteatoma sa ve}om ko{tanom destruk-
cijom (69,65 ` 25,44 / mm2 ) u odnosu na holesteatome
sa manjom ko{tanom destrukcijom (4,72 ` 4,98 / mm2).

Nisu uo~ene statisti~ki zna~ajne razlike (p > 0,05)
izme|u grupe A i grupe B holesteatoma u pogledu broja
Langerhansovih (CD1a+) }elija (4,67 ` 3,66 % - grupa A;
4,59 ` 4,55 % - grupa B). 

Na osnovu klini~kih karakteristika holesteatoma, uzi-
maju}i 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 odgovaraju}e obrade podataka primenom

Man-Whitney U testa dobijeni su slede}i klju~ni 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 izme|u holesteatoma razvrstanih u odnosu na prisust-
vo / odsustvo infekcije. 

Na osnovu klini~kih karakteristika holesteatoma, uzi-
maju}i kao parametar pro{irenost patolo{kog procesa, svi
pacijenti su svrstani u dve grupe: 

Tabela 3. Pore|enje histopatolo{kih i imunohistohemijskih para-
metara u holesteatomima razvrstanih u odnosu na prisustvo / odsustvo

infekcije

Grafikon 4. Pore|enje broja CD4+ }elija izme|u
holesteatoma sa razli~itom ko{tanom destrukcijom

Markeri

Broj }elija /
mm2

(sr.vr. ` SD)

Procenat }elija
(%) u odnosu
na ukupan broj
epit.}elija
(sr.vr. ` SD)

Indeks /
stepen
ekspresije
(sr.vr. `
SD)

n

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
CD1a - 4.29 ` 3.47 - 19
Grupa D
Indeks 
keratinizacije - - 2.43 ` 0.79 8
Indeks
inflamacije - - 1.14 ` 0.38 8
Indeks
prol. kolagena - - 1.29 ` 0.49 8
CD4 51.34 ` 22.79 - - 7
HLA-DR 85.68 ` 45.64 5.63 ` 5.76 - 8
CD68 51.03 ` 34.81 - - 8
CD1a - 5.45 ` 5.22 - 8

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

Grupa E: Holesteatomi sa ve}om pro{ireno{}u patolo{kog procesa
Grupa F: Holesteatomi sa manjom pro{ireno{}u patolo{kog procesa

Markeri

Broj }elija /
mm2

(sr.vr. ` SD)

Procenat }elija
(%) u odnosu
na ukupan broj
epit.}elija
(sr.vr. ` SD)

Indeks /
stepen
ekspresije
(sr.vr. `
SD)

n

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 4.51 ` 3.74 - 19
CD68 58.22 ` 32.30 - - 19
CD1a - 4.14 ` 3.50 - 19
Grupa F
Indeks 
keratinizacije - - 2.33 ` 0.71 10
Indeks
inflamacije - - 1.22 ` 0.44 10
Indeks
prol. kolagena - - 1.33 ` 0.71 10

CD4 57.22 ` 47.20 - - 9
HLA-DR 100.56 ` 55.56 5.82 ` 5.27 - 9
CD68 45.96 ` 34.30 - - 10
CD1a - 5.80 ` 5.07 - 8

Tabela 4. Pore|enje histopatolo{kih i imunohistohemijskih parametara
u holesteatomima razvrstanih u odnosu na ekstenzivnost patolo{kog

procesa

A: Grupa holesteatoma sa ve}om ko{tanom destrukcijom; n = 16
B: Grupa holesteatoma sa manjom ko{tanom destrukcijom; n =14
*Veoma visoko statisti~ki zna~ajna razlika p < 0,005
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Grupa E: holesteatomi sa ve}om ekstenzivno{}u pato-
lo{kog procesa; n = 20

Grupa F: holesteatomi sa manjom ekstenzivno{}u pato-
lo{kog procesa; n = 10

Nakon odgovaraju}e obrade podataka primenom Man-
Whitney U testa dobijeni su rezultati, koji pokazuju da nije
bilo bitnijih razlika u ispitivanim ni histopatolo{kim ni
imunohistohemijskim parametrima izme|u holesteatoma
razvrstanih u odnosu na stepen ekstenzivnosti patolo{kog
procesa (tabela 4). 

Rezultati ispitivanja korelacije izme|u histopatolo{kih
parametara (indeksa keratinizacije, indeksa zapaljenskog
infiltrata i indeksa proliferacije ekstracelularnog matriksa)
sa brojem (procentom) inflamatornih }elija pokazuje veoma
visoku statisti~ki zna~ajnu negativnu korelaciju izme|u
indeksa keratinizacije i broja CD4 limfocita (p < 0,0001) i
makrofaga (p < 0,0001), a visoku statisti~ki zna~ajnu nega-
tivnu korelaciju izme|u indeksa keratinizacije i ukupnih
HLA-DR }elija (p < 0,01). Nije na|ena statisti~ki zna~ajna
povezanost izme|u indeksa keratinizacije i broja intraepitel-
nih HLA-DR }elija (p > 0,05) i Langerhansovih CD1a+

}elija (p > 0,05).
Me|usobna povezanost izme|u indeksa zapaljenskog

infiltrata i imunohistohemijskih parametara pokazuje veoma
visoku statisti~ki zna~ajnu pozitivnu korelaciju izme|u
indeksa zapaljenskog infiltrata i subpopulacije CD4 T lim-
focita (p < 0,005), a statisti~ki zna~ajnu sa brojem makrofa-
ga (p < 0,05). Nije na|ena statisti~ka zna~ajnost izme|u
indeksa zapaljenskog infiltrata i antigen-prezentuju}ih }elija
(p > 0,05). 

Sli~na je situacija u korelaciji izme|u indeksa prolifera -
ci je ekstracelularnog matriksa i imunohistohemijskih para -
me tara. Postoji statisti~ki zna~ajna pozitivna korelacija iz -
me  |u indeksa proliferacije kolagena i CD4 T limfocita 
(p < 0,05), kao i broja makrofaga (p < 0,05). Nije na|ena sta-
tisti~ki zna~ajna razlika iz me|u indeksa proliferacije kolage-
na i antigen-prezentuju}ih }elija (p > 0,05)

DISKUSIJA

U ovom radu kod 30 pacijenata operisanih od ste~enog
holesteatoma srednjeg uva analizirane su promene u matrik-
su i perimatriksu holesteatoma kori{}enjem histopatolo{kih
i imunohistohemijskih metoda i vr{ena njihova pore|enja u
odnosu na razli~ite klini~ke manifestacije bolesti. Ispiti -
vanjem histopatolo{kih 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 }elija u matriksu i perimatriksu holes -
teatoma, poku{ali smo da uka`emo na njihovu povezanost sa
nekim klini~kim manifestacijama ovog oboljenja kao {to su
ko{tana destrukcija, ekstenzivnost patolo{kog procesa i pri -
sustvo infekcije.

Ispitivanjem histopatolo{kih karakteristika holesteatoma
pokazana je heterogenost u morfolo{koj slici {to ukazuje na
njihovo razli~ito biolo{ko pona{anje ali i na razli~iti stadi-
jum u razvoju holesteatoma u vreme njegovog prou~avanja.
Me|utim, samo na osnovu morfolo{ke slike ne mogu se
objasniti brojne heterogenosti. Po{to neki histopatolo{ki na -

lazi odra`avaju 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 vr{en (7). 

Histopatolo{ka ispitivanja su omogu}ila analizu matrik-
sa (broj i izgled keratinocita, distribuciju keratinocita po slo-
jevima, debljinu epitelog sloja, obim i izgled keratinskih
naslaga). Na osnovu op{tih histolo{kih karakteristika na|ena
je izrazita heterogenost u debljini matriksa, a analizom ka -
rak teristika epitelnog sloja izrazita heterogenost u izgledu i
broju keratinocita, kao i njihove distribucije po slojevima. U
ve}em broju holesteatoma zapa`ena je izra`ena keratinizaci-
ja, odnosno hiperkeratinizacija, {to je potvr|eno od mnogih
autora (8, 9). Ve}ina tih holesteatoma su imala tanji sloj
matriksa. Klini~ki, kod ovakvih holesteatoma su bile naj -
izra`enije keratinske naslage. Histopatolo{kom analizom u
tre}ini holesteatoma dokazana je hiperplazija holesteatom-
skog epitela, pri ~emu su na pojedinim mestima }elije bile
raspore|ene u 10-12 slojeva. U pojedinim holesteatomima
sa izrazitom hiperplazijom epitelnih slojeva uo~ene su ke -
ratinske perle i mikrociste sa keratinom unutar matriksa.
Izrazitu hiperplaziju epitela koja nastaje usled hiperproli -
feracije keratinocita naj~e{}e su pratili obimni zapaljenski
infiltrati u perimatriksu. Hiperproliferacija holesteatomskog
epitela obi~no je bila udru`ena sa manjim stepenom kera-
tinizacije. U jednom holesteatomu zapazili smo obimnu pro-
liferaciju holesteatomskog epitela koja je formirala pseudo-
tumorsku leziju sa mitozama patolo{kog izgleda. Mnogi
radovi su objavljeni bazerani prvenstveno na proliferativnim
markerima u matriksu holesteatoma, kakvi su PTEN, ID1,
CILD i dr. (8, 9, 10, 11, 12). Naro~ito su zna~ajna pore|ena
ekspresije proliferativnih markera ko`e spolja{njeg slu{nog
hodnika sa njihovim prisustvom u holesteatomu, jer su takva
istra`ivanja bazi~na u pogledu obja{njavanja etiologije
holesteatoma zbog ~ega ga s pravom za holesteatom ka`e da
je „ko`a na pogre{nom mestu“ (9).

Dobijeni rezultati imunohistohemijskog istra`ivanja u
ovom radu tek treba da se dalje razra|uju i daju smernice u
etiopatogenezi holesteatoma. Ispituju}i ekspresiju imunih
}elija u holesteatomu, kakve su T limfociti, makrofagi i
Langerhansove }elije, poku{ali smo da utvrdimo kako i
koliko inflamatorna komponenta ima ulogu u razvoju
holesteatoma. Poja~ana imunolo{ka aktivnost ispitivanih
markera je naro~ito bila razvijena u holesteatomima sa
te`om klini~kom slikom sa ekstenzivnim, vi{e destruktivnim
holesteatomom i prisutnom infekcijom {to se sla`e sa
istra`ivanjima iz literature (12, 13, 14). Koli~ina imunih }elija
i njihova distribucija u holesteatomu mo`e da pomogne u
razja{njenju patogeneze holesteatoma upore|uju}i ih sa
patohistolo{kim i klini~kim karakteristikama holesteatoma.
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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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ZAKLJU^AK

1. Postoje visoko statisti~ki zna~ajno ve}e vrednosti u
ukupnom broju CD4 T limfocita i makrofaga u
holesteatomima sa ve}im stepenom ko{tane destrukcije 

2. Ne postoji statisti~ki zna~ajna razlika prisustva
Langerhansovih }elija prema i jednom parametru klini~ke
slike holesteatoma 

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

infiltracije, dok nije uticalo na indeks proliferacije kolage-
na

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

5. Na ekstenzivnost holestatomskog procesa ne uti~u
ispitivane histopatolo{ke i imunohistohemijske karakteris-
tike holesteatoma 


