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Immunhistochemische
Untersuchungen von
Mittelohrschleimhautresten
im Cholesteatom*

Wachstumsfaktoren und Zytoki-
nen kommt eine wichtige Rolle im Rah-
men der zellulären Interaktionen, ins-
besondere der Regulation des Zell-
wachstums und der Differenzierung zu.
Die meisten Zellen des menschlichen
Körpers scheinen diese regulatorischen
Peptide in Abhängigkeit von ihrem Ak-
tivitätszustand bilden zu können [7, 11,
29]. Eine Überexpression von Wachs-
tumsfaktoren wurde dabei für die
Wundheilung [21], benigne „hyperpro-
liferative“ Erkrankungen, wie z.B. die
Psoriasis [20], sowie für eine Vielzahl
maligner Tumoren beschrieben [9, 12,
29]. Das Zytokin Interleukin-1, von dem
zwei strukturell miteinander verwand-
te Moleküle bekannt sind, kann von fast
allen Zelltypen, wie z.B. von B- und T-
Zellen, Hautkeratinozyten, Endothel-
zellen und Makrophagen synthetisiert
werden [10, 23]. Seine Produktion wird
durch Antigene, Toxine, Verletzungen
und Entzündungsprozesse induziert [1,
25].

Beim Cholesteatom handelt es sich
um einen chronischen Entzündungs-
prozeß, der sich durch sein progressives
Wachstum und die fortschreitende
Destruktion der epithelialen und knö-
chernen Mittelohrstrukturen auszeich-
net [14, 22, 31, 32, 34]. Welche Mechanis-
men und Faktoren dem hyperprolifera-
tiven Verhalten des Cholesteatomepi-
thels zugrunde liegen, ist noch nicht
geklärt. Einige Studien konnten ein mo-
difiziertes Proliferations-, Differenzie-
rungs- und Migrationsverhalten der
Keratinozyten der Cholesteatommatrix
belegen [3–5, 27, 28]. Das „aggressive“
Verhalten der Cholesteatommatrix
scheint durch die Freisetzung von Zyto-
kinen und Wachstumsfaktoren aus Zel-
len des entzündlichen Infiltrats beein-
flußt zu werden [1, 10, 15, 18, 22, 34].
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Zusammenfassung

Das Cholesteatom ist durch das Einwachsen
verhornenden Plattenepithels in das Mittel-
ohr charakterisiert. Um das Verhalten beider
Epithelien zu beschreiben, wurden 50 Chol-
esteatompräparate mit Mittelohrschleim-
hautanteilen immunhistochemisch auf die
Expression und Lokalisation von Interleukin-
1 (Il-1), „transforming growth factor-α“
(TGF-α), „epidermal growth factor“ (EGF),
„epidermal growth factor-receptor“ (EGF-R),
des Proliferationsmarkers MIB 1, des Proto-
onkogenprodukts c-myc und des Aktivie-
rungsmarkers 4F2 vergleichend untersucht.
Die Keratinozyten des Cholesteatoms besa-
ßen eine deutlich höhere Aktivierungs- und
Proliferationsrate als die Mittelohrschleim-
hautzellen. Die Epithelzellen der Mittelohr-
mukosa zeigten immunhistochemisch keine
Expression von TGF-α, EGF-R, Il-1 und c-myc,
im Gegensatz zur deutlichen Immunreaktivi-
tät der Cholesteatommatrix. Die lokale Frei-
setzung von Zytokinen und Wachstumsfak-
toren, wie TGF-α, EGF und Il-1 aus Zellen des
entzündlichen Infiltrats der Perimatrix, schei-
nen für das hyperproliferative Wachstums-
verhalten der Cholesteatommatrix von be-
sonderer Bedeutung zu sein. Die Ergebnisse
können als Erklärungsansatz für das Fort-
schreiten des Cholesteatomwachstums un-
ter Verdrängung der Mittelohrschleimhaut
dienen.
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Immunohistochemical investigations
on middle ear mucosa remnants in cases
with cholesteatoma

Summary

The development of a middle ear cholesteat-
oma is usually associated with chronic in-
flammation and displacement of the mucosa
present by the invading squamous epitheli-
um.To analyze the clinically different be-
haviors of both epithelia, we used immuno-
histochemical methods to study the distribu-
tion and expression of interleukin-1 (Il-1),
transforming growth factor-alpha (TGF-α),
epidermal growth factor (EGF), epidermal
growth factor-receptor (EGF-R), the prolifer-
ation marker MIB 1, c-myc proto-oncogene
product and activation marker 4F2. Results
stromal that keratinocytes in a cholesteat-
oma exhibited a much higher activation and
proliferation rate when compared to middle
ear mucosa cells. Middle ear epithelial cells
showed no immunoreactivity for TGF-alpha,
EGF-R, Il-1 and c-myc in contrast to the mar-
kedly positive immunoreactivity found in
cholesteatoma matrix.The local release of
cytokines and growth factors, such as TGF-al-
pha, EGF and Il-1 by inflammatory cells
seems to be an important factor for the hyper-
proliferative behavior of cholesteatoma epi-
thelium. Our findings could contribute to the
pathogenesis of middle ear cholesteatoma
and give a possible explanation for the sus-
tained progression of its growth leading to
displacement of the middle ear mucosa.
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Universität München – den Standards
der Deklaration von Helsinki entspre-
chend – entnommen.

Ein Teil der Präparate wurde in
flüssigem Stickstoff eingefroren, der
andere Teil wurde in 10%igem Forma-
lin fixiert und in Paraffin eingebettet.
Vom formalinfixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebe wurden 4 µm
dicke Schnitte angefertigt und über
Nacht luftgetrocknet. Das tiefgefrorene
Gewebe wurde nach Anfertigung 4 µm
dicker Schnitte luftgetrocknet, in Alu-
miniumfolie eingewickelt und bei
–80°C bis zur weiteren Aufarbeitung as-
serviert. Die jeweils verwendeten Anti-
körper können der Tabelle 1 entnom-
men werden.

Avidin-Biotin-Komplex-(ABC)-Methode

Nach der Blockierung der endogenen
Peroxidase mit Wasserstoffsuperoxid
erfolgte die Reduktion der unspezifi-
schen Bindungen mit Präimmunserum.
Der Inkubation mit dem Primäranti-
körper über 1 h bei 37°C schloß sich die

Um das biologische Verhalten der
angrenzenden und bei fortschreiten-
dem Wachstum des Plattenepithels
verdrängten Mittelohrmukosa näher
zu charakterisieren, führten wir ver-
gleichende immunhistochemische Un-
tersuchungen der Wachstumsfaktoren
TGF-α, EGF, EGF-R, sowie des Prolife-
rationsmarkers MIB 1, des proliferati-
onsassozierten Antigens 4F2 und des
Protoonkogenprodukts c-myc an Chol-
esteatompräparaten mit Mittelohr-
schleimhautanteilen durch. Anhand
der Expression und Verteilung der Zy-
tokine, Wachstumsfaktoren und Proli-
ferationsmarker sollten mögliche Ur-
sachen des „aggressiven“ Choleste-
atomwachstums dargestellt und disku-
tiert werden.

Material und Methoden

50 Cholesteatome mit Mittelohrschleim-
hautresten wurden im Rahmen der
operativen Sanierung des Mittelohrs an
den HNO-Kiniken der Ruhr-Universi-
tät Bochum und Ludwig-Maximilians-
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Tabelle 1
Auflistung der verwendeten Antikörper. Die Immunhistochemie für EGF, TGF-α
EGF-R und MIB 1 wurde an Paraffinschnitten, die Färbungen für Il-1, 4F2 und
c-myc an Gefrierschnitten durchgeführt (ABC Avidin-Biotin-Komplex-Methode,
PAP Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode, APAAP Alkalische-Phosphatase-anti-
alkalische-Phosphatase-Methode)

Antigen Antikörper/Verdünnung Methode Quelle

Epidermal growth Anti Human EGF, Ab-3 ABC Oncogene Science,
factor (EGF) (polyklonal)/1:300 New York, USA

Transforming Anti Human TGF-α, Ab-2 ABC Oncogene Science,
growth factor-α (monoklonal)/1:300 New York, USA
(TGF-α)

Epidermal growth Anti Human EGF-R, Ab-4 ABC Oncogene Science,
factor-receptor (polyklonal)/1:150 New York, USA 
(EGF-R)

Interleukin-1 Anti Human Il-1 PAP Genzyme, Boston,
(polyklonal)/1:20 USA

4F2 Anti Human F1/8 APAAP Prof. Sanchez-Madrid, Madrid,
(monoklonal)/1:1 Spanien

c-myc Anti Human c-myc APAAP Oncogene Science,
kodiertes 67 KD Protein, New York, USA 
Clone 9E10
(monoklonal)/1:20

MIB 1 Bakteriell exprimiertes ABC Dianova, Hamburg 
1002 bp Ki-67cDNA
Fragment
(monoklonal)/1:8
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Inkubation mit dem Brückenantikör-
per und dem peroxidasekonjugierten
Avidin-Biotin-Komplex für jeweils
30 min bei Raumtemperatur an. Das
als Substrat eingesetzte 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) rief eine rote Fär-
bung hervor. Die Schnitte wurden mit
Hämatoxylin gegengefärbt [17].

Alkalische-Phosphatase-anti-Alkali-
sche-Phosphatase (APAAP)-Methode

Die Gewebeschnitte wurden zuerst mit
Azeton für 10 min fixiert. Um unspezifi-
sche Bindungen zu blockieren, wurden
die Schnitte mit Schweineserum in ei-
ner Verdünnung von 1:5 für 20 min be-

ßend wurden die Proben nacheinander
mit dem Primärantikörper, mit dem
Brückenantikörper und dem PAP-Kom-
plex inkubiert. Die lnkubationszeit für
alle Antikörper betrug 30 min in einer
Feuchtkammer. Als Farbstoff diente 3-
Amino-9-Ethylcarbazol. Gegengefärbt
wurde mit Hämalaun [36].

Auswertung

Die Auswertung erfolgte lichtmikro-
skopisch (Zeiss® Axiophot Lichtmikro-
skop). Die Intensität der Färbung wurde
semiquantitativ von zwei unabhängi-
gen Beobachtern vorgenommen und
mit einer Unterteilung in eine negative
(–), schwache (+), mittelgradige (++)
oder starke (+++) Anfärbbarkeit mit
dem jeweiligen Antikörper unterteilt.

Ergebnisse

In 50 Cholesteatompräparaten konnten
Mittelohrschleimhautreste mit Über-
gangszonen zum Plattenepithel ge-
funden werden (Abb. 1). Die Proliferati-
ons- und Aktivierungsmarker MIB 1
(Abb. 2), 4F2 und das Protoonkogen-

handelt. Anschließend erfolgte die In-
kubation mit dem Primärantikörper
für 30 min in einer Feuchtkammer bei
37°C, danach mit dem Brückenantikör-
per (DAKO) und dem APAAP-Komplex.
Um die Farbreaktion zu entwickeln,
wurde die Neu-Fuchsin-Methode ver-
wendet [8].

Peroxidase-Anti-Peroxidase
(PAP)-Methode

Die Objektträger wurden für 10 min in
Azeton fixiert, wobei sie gleichzeitig
mit 0,3%igem Wasserstoffperoxid be-
handelt wurden, um die endogene Per-
oxidaseaktivität zu hemmen. Anschlie-

1 2

3 4

Abb. 1 . Übergangszone zwischen Cholesteatomepithel (links) und Mittelohrschleimhaut (rechts)
(HE-Färbung, Vergr. 400:1)

Abb. 2 . Immunhistochemisch angefärbt mit MIB-1-positive Immunreaktion in basalen Keratinozy-
ten der Cholesteatommatrix als Hinweis auf eine gesteigerte Proliferationsrate (Pfeile). Die Mittel-
ohrschleimhaut läßt sich nicht anfärben (APAAP-Methode, Vergr. 400:1)

Abb. 3 . TGF-α-positive Zellen in der Matrix und Perimatrix des Cholesteatoms (Pfeile) (ABC-Metho-
de, Vergr. 400:1)

Abb. 4 . Übergangszone zwischen Cholesteatomepithel und Mittelohrschleimhaut. Postive Immun-
reaktionen mit anti-EGF-R in den Kerationzyten der Cholesteatommatrix (Pfeile) (ABC-Methode,
Vergr. 400:1)



produkt c-myc konnten sowohl in basa-
len, als auch in suprabasalen Keratino-
zyten der Cholesteatommatrix nachge-
wiesen werden. Die plattenepithelialen
Anteile des Cholesteatomepithels zeig-
ten eine deutliche positive Färbung für
Interleukin-1, TGF-α und den EGF-R
(Abb. 3, 4). Dagegen konnte der EGF
nicht in den Keratinozyten nachgewie-
sen werden. In den angrenzenden
Mittelohrschleimhautresten fand sich
hingegen keine Immunreaktivität für
Il-1, EGF-R (Abb. 3), TGF-α (Abb. 4),
EGF, und c-myc und nur vereinzelt MIB
1- und 4F2-positive Mukosazellen
(Abb. 2).

In der Perimatrix der untersuchten
Cholesteatome mit Mittelohrschleim-
hautresten ließ sich ein verschieden
stark ausgeprägtes entzündliches Infil-
trat aus Histiozyten, Lymphozyten, mit
teils lymphofollikulären Reaktionszen-
tren, mehrkernigen Riesenzellen, Ma-
krophagen, Fibroblasten und Granulo-
zyten nachweisen. In den einzelnen
Stromazellen konnte eine unterschied-
liche Immunreaktivität für Il-1, TGF-α
(Abb. 3), EGF, EGF-R (Abb. 4), MIB 1
(Abb. 2) und 4F2 belegt werden. Inter-
leukin-1 α und β wurde vor allem in
Monozyten, Makrophagen, Endothel-
zellen und Fibroblasten dargestellt.
TGF-α und EGF-R ließ sich in Makro-
phagen und Endothelzellen nachweisen
(Abb. 3, 4). EGF wurde in fibroblastären
Zellen gefunden, wobei lediglich ein
Teil der Fibroblasten angefärbt war
(Abb. 3). Eine Übersicht aller Ergebnisse
ist in Tabelle 2 zusammengestellt.

Diskussion

Das Cholesteatom,als hyperproliferative
Mittelohrerkrankung, zeichnet sich
durch das fortschreitende Wachstum
des verhornenden Plattenepithels in
der Paukenhöhle unter Verdrängung
der Mittelohrschleimhaut aus [31, 32,
34]. Beide „konkurrierenden“ Epitheli-
en sind unterschiedlichen embryolo-
gischen Ursprungs [22] und weisen
ein unterschiedliches Zytokeratinver-
teilungsmuster auf [2]. Durch den zel-
lulären Aufbau beider Epithelien und
den Turn-over unter physiologischen
Bedingungen ergeben sich bereits deut-
liche biologische Unterschiede [1, 3].
Unter pathologischen Bedingungen im
chronisch entzündeten Cholesteatom
kommt es durch die Freisetzung von
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die eine gesteigerte metabolische Akti-
vität in den Epithelzellen der Mittelohr-
mukosa vermuten läßt, eine Überex-
pression von 4F2 im Cholesteatomepi-
thel gegenüber. Die Keratinozyten des
Cholesteatoms weisen nach Untersu-
chungen von Holly et al. andere hyper-
proliferative Erkrankungen, wie bei-
spielsweise der Psoriasis [16], vergleich-
bares Verteilungsmuster von 4F2, auf.

Im Hinblick auf die deutlich erhöh-
te Expression von Interleukin-1, TGF-α
und EGF-R weisen die Keratinozyten
der Cholesteatommatrix einen aktivier-
ten Zustand auf [1, 27, 28, 34]. Interleu-
kin-1 stimuliert im Rahmen der Wund-
heilung die Fibroblastenproliferation,
die ebenfalls in der Perimatrix des Chol-
esteatoms nachweisbar ist [25, 34]. Zu-
sätzlich könnten Il-1 und TGF-α als au-
tokrine Wachstumsfaktoren auf die Ke-
ratinozyten des Cholesteatomepithels,
nicht aber an den Epithelzellen der Mit-
telohrschleimhaut wirken [4, 28]. Die
fehlende Immunreaktivität für den
EGF-R ist ein Hinweis darauf, daß
die angrenzende Mittelohrschleimhaut
nicht auf das lokal freigesetzte EGF und
TGF-α reagieren kann. Die Bedeutung
der Zytokine und Wachstumsfaktoren
in bezug auf eine autokrine und/oder
parakrine Wachstumsstimulation des
Cholesteatomepithels, die Neovaskula-
risation und Knochendestruktion wur-
de bereits von Bujia et al. ausführlich
diskutiert [4, 5]. Weiterhin geht man da-
von aus, daß TGF-α bei der epidermalen
Neubildung und der Bildung von Gra-
nulationsgewebe eine wichtige Bedeu-
tung zukommt [29]. So gelang es Rapol-
lee et al. die mRNA für die transformie-
renden Wachtumsfaktoren TGF-α und
TGF-β, „platelet derived growth factor“
(PDGF)-A-Kette und „Insulin-like

Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu
proliferativen Stimuli, auf die beide
Epithelien unterschiedlich zu reagieren
scheinen [30, 34].

C-myc ist ein DNA-bindendes, nu-
kleäres Phosphoprotein, das in die Kon-
trolle der Zellproliferation und -diffe-
renzierung eingebunden ist [19]. In vie-
len Zellen wird als Antwort auf wachs-
tumsstimulierende Substanzen die
Expression der zellulären Protoonkoge-
ne c-fos und c-myc innerhalb von 1–2 h
induziert [19, 29]. Die ungleiche biolo-
gische Aktivität beider Epithelien
scheint nicht nur in der unterschiedli-
chen immunhistochemischen Expressi-
on von c-myc, sondern auch in der
durch MIB 1- und 4F2-Immunreaktivi-
tät eindeutig nachgewiesenen höheren
Wachstumstendenz der Keratinozyten
der Cholesteatommatrix ihren Aus-
druck zu finden. MIB 1 ist in der S-, spä-
ten G1-, G2- und M-Phase des Zell-
zyklus nachweisbar [6, 35]. In eigenen
Untersuchungen konnten wir feststel-
len, daß die Keratinozyten des Chole-
steatoms einen 2,3fach höheren MIB 1-
Index (MIB 1 positive Keratinozy-
ten/Gesamtanzahl der Keratinozyten)
besitzen als die der Gehörgangshaut
[35]. Die Mittelohrschleimhautreste zei-
gen nur vereinzelt MIB-1-positive Zel-
len, als Hinweis auf eine geringe Proli-
ferationsaktivität zu besitzen. Das Anti-
gen 4F2 wird sowohl während des ge-
samten Proliferationszyklus, als auch
schon in der späten G0- bzw. frühen G1-
Phase exprimiert und gilt als Hinweis
für eine Zellaktivierung. Der monoklo-
nale Antikörper F1/8, der gegen das An-
tigen 4F2 gerichtet ist, findet sich in der
regelrechten Haut ausschließlich in der
proliferierenden Basalzellschicht [12, 13,
23]. Dabei steht der Expression von 4F2,

Tabelle 2
Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen; negative (–),
schwache (+), mittelgradige (++) oder starke (+++) Markierung der
jeweiligen Zellen

Antikörper Mittelohrschleimhaut Cholesteatomepithel Perimatrix

EGF − − ++
TGF-α − +++ +++
EGF-R − +++ ++
Interleukin-1 − − ++
4F2 + +++ ++
c-myc − +++ −
MIB 1 + +++ ++



Fazit für die Praxis

Es ist bislang nicht geklärt, warum das ver-
hornende Plattenepithel, das im äußeren
Gehörgang im wesentlichen eine Schutz-
funktion wahrnimmt, im Mittelohr ausge-
prägte Destruktionen zur Folge hat. Zyto-
kine und Wachstumsfaktoren scheinen da-
bei einen wesentlichen Beitrag zum „ag-
gressiven“ Verhalten und Knochenabbau
des Cholesteatoms zu leisten. Durch die
Verwendung von Proliferationsmarkern,
wie z.B. MIB 1, läßt sich eine Abschätzung
über das Wachstumsverhalten des jeweili-
gen Cholesteatoms treffen.Trotz eines bes-
seren Verständnisses der Wachstumsme-
chanismen kann eine konservative Be-
handlung eine Cholesteatomerkrankung
nicht heilen, sondern höchstens das weite-
re Fortschreiten verlangsamen. Die opera-
tive Therapie ist daher die einzig vertret-
bare Behandlung dieser Mittelohrerkran-
kung.
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growth factor“ (IGF) an isolierten
Wundmakrophagen nachzuweisen [24].

Inwieweit die festgestellten Akti-
vierungen der Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren im Cholesteatomgewebe
als Ursache der Cholesteatomprolifera-
tion oder nur als Folge der auslösenden
Entzündung zu beurteilen sind und so-
mit nur mittelbar das destruierende
Wachstum des Cholesteatoms erklären,
kann anhand der vorliegenden im-
munhistochemischen Untersuchungen
nicht abschließend geklärt werden. Si-
cherlich spielen aber noch weitere Fak-
toren in dem komplizierten Netzwerk
der Zytokin- und Wachstumsfaktoren-
aktivierung eine wesentliche Rolle. So
konnten Ryan und Baird beispielsweise
den „fibroblast growth factor“ (FGF) in
entzündlich veränderter Mittelohr-
schleimhaut [26] sowie Fujioka und
Huang PDGF, die Zytokine TNF-α und
β als weitere proliferativ wirkende Fak-
toren in der Perimatrix des Choleste-
atoms nachweisen [15]. Möglicherweise
haben auch Viren, wie z.B. humane Pa-
pillomviren (HPV) eine Bedeutung bei
der Pathogenese des „aggressiven“
Cholesteatoms [33].

Zusammenfassend zeigen die Ke-
ratinozyten der Cholesteatommatrix
einen deutlich gesteigerten Aktivie-
rungszustand und eine erhöhte Prolife-
rationsaktivität im Vergleich zum Epi-
thel der Mittelohrschleimhaut. Die lo-
kale Freisetzung der untersuchten Zy-
tokine und Wachstumsfaktoren der
Perimatrix scheint einen wesentlichen
Beitrag zum hyperproliferativen Ver-
halten des verhornenden Plattenepi-
thels zu leisten. Weitere Untersuchun-
gen unter kontrollierten Bedingungen
einer Zellkultur oder eines Tiermodells
erscheinen notwendig, um die verant-
wortlichen Mechanismen näher er-
gründen zu können.
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