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Samenvatting

In vergelijking met modern onderzoek zoals gen expressie profiling lijkt deze stu-

die, die zich alleen richt op de expressie van eiwitten, tamelijk beperkt. Met be-

trekking tot het cholesteatoom zijn er echter sterke argumenten om de expressie

van bepaalde eiwitten te onderzoeken. Cellulaire signalerings routes zijn activerings

processen, die de cel motiveren tot een serie van reacties op een bepaalde toe-

stand in of buiten de cel, bijvoorbeeld als er sprake is van cellulaire stress. Een

dergelijke signalering is posttranscriptioneel, wat betekent dat activatie van een

signaal niet het gevolg is van een toename van een bepaald eiwit, dus na transcriptie

van het DNA, maar door het feit of een bepaald eiwit wel of niet geactiveerd is.

Bovendien zijn in het cholesteatoom het epitheel en het stroma zodanig met el-

kaar verstrengeld (Hoofdstuk 7, fig. 1) dat het onmogelijk is om, bijvoorbeeld met

eiwitsplitsende enzymen, het epitheel van het stroma te scheiden om met behulp

van moleculaire technieken de verschillende cellen ervan te onderzoeken. Daar-

naast, in de huid, hebben de cellen van de basale laag een ander eiwit expressie

profiel dan de cellen in de suprabasale lagen en in de stratum corneum. Het

onderzoek naar de aanwezigheid van verschillende eiwitten en de activatie daar-

van in cellen in bepaalde huidlagen is daarom van belang in deze studie.

In hoofdstuk 1 wordt het cholesteatoom beschreven vanuit een klinisch, morfo-

logisch, biologisch en moleculair gezichtspunt. Verschillende theorieën met be-

trekking tot het ontstaan van het cholesteatoom worden besproken. Op grond

van verschillende argumenten wordt onderscheid gemaakt tussen de benigne

(goedaardige) kenmerken van het cholesteatoom en die van een maligniteit

(kwaadaardige tumor). In dit hoofdstuk worden de kenmerken van wondgenezing

en ontsteking in het cholesteatoom, en de hieruit volgende complexiteit van de

eiwit signalering aangegeven.

In hoofdstuk 2 wordt een gedetailleerde beschrijving gepresenteerd van de ver-

schillende cellulaire signalerings routes en eiwitten, die onderzocht zijn in dit proef-

schrift. Deze routes, van celmembraan naar –kern, zijn de drie MAPKinases-, de

pAkt- en de TGFβ signalerings routes. Bovendien wordt uiteengezet hoe p53 ge-

activeerd kan worden, wat de invloed van p53 is op apoptotische processen en

wat de gecompliceerde rol is van p21cip1/waf1 met betrekking tot de cel cyclus.

In hoofdstuk 3, zijn de verschillen in de mate van proliferatie, cel cyclus arrest

en apoptose tussen cholesteatoom en controle huid vastgesteld. Onze resultaten

laten zien, dat in het epitheel van het cholesteatoom Ki-67 verhoogd aanwezig is

en dat dit vergezeld wordt van een toename van zowel p53 als van het cel cyclus

arrest eiwit p21cip1/waf1. Wij toonden ook een significant positieve correlatie aan

tussen p53 en p21cip1/waf1. Er was minimaal apoptose in het epitheel van het

cholesteatoom. Dit werd aangetoond door de actief Caspase 3 kleuring en de

TUNEL test. Het is van buitengewoon belang in de immunohistochemie om de
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juiste controles te gebruiken. Dit is maar al te waar gebleken met betrekking tot

de TUNEL test, want de vals-positieve TUNEL kleuring was een belangrijk  pro-

bleem dat in het begin van dit onderzoek opgelost moest worden. Het is veelbete-

kenend, dat in verschillende publicaties geen controles zijn gebruikt en/ of dat

foto’s van apoptotische cellen niet getoond worden, zodat deze studies niet be-

trouwbaar genoemd kunnen worden1,2. Het is van belang te onderkennen, dat

zowel een apoptotische morfologie als een positieve apoptotische kleuring aan-

wezig moeten zijn om een cel apoptotisch te kunnen noemen, dit is helaas niet

altijd het geval3,4. De resultaten van het onderzoek van het epitheel van het

cholesteatoom geven aan, dat de verhoogde proliferatie niet gecompenseerd wordt

door apoptose maar zou kunnen samengaan met cel cyclus arrest.

De resultaten van hoofdstuk 4 laten zien, dat in cholesteatoom epitheel de Ras/

Raf/ ERK1/2 MAPKinase signalerings route betrokken is bij de p53-afhankelijke

toename van p21cip1/waf1 expressie. Dit werd bevestigd door de gecorreleerde ex-

pressie van p53 en p21cip1/waf1 en die van p21cip1/waf1 en geactiveerde ERK1/2. Inte-

ressant is dat activatie van ERK1/2 geassocieerd wordt met zowel stimulatie als

met remming van cel proliferatie. De sterkte en de duur van de ERK1/2 activatie

bepaalt het antwoord van de cel: proliferatie of cel cyclus arrest. De door ERK1/2

bewerkstelligde opregulatie van proliferatie vereist een tijdelijk, laag ERK1/2

activeringssignaal, terwijl opregulatie van p21cip1/waf1 een sterk en langdurig ERK1/

2 activeringssignaal vereist. In het epitheel van het cholesteatoom zijn deze ver-

schillende processen zichtbaar door de enkelvoudige ERK1/2 expressie in het

proliferatieve compartiment. In de suprabasale lagen, waar langdurige ERK1/2

expressie aanwezig is, zijn de cellen ook positief bevonden voor het cel cyclus

arrest eiwit p21cip1/waf1. Aanhoudende remming van de cel cyclus veroorzaakt sta-

peling van epitheliale cellen die in G0-arrest zijn5. Wij concluderen daarom, dat in

het cholesteatoom overheersende cel cyclus arrest zou kunnen bijdragen aan

epitheliale hyperplasie.

Veranderingen in specifieke signaleringsroutes zouden de abnormale terminale

differentiatie kunnen verklaren van de keratinocyten in het cholesteatoom.

In hoofdstuk 5 is de correlatie onderzocht tussen terminale differentiatie en

signalering via de MAPKs. In dit hoofdstuk is aangetoond dat de aanwezigheid van

geactiveerd ERK1/2 en –p38 positief geassocieerd is met de expressie van

involucrine. Geactiveerd JNK lijkt niet betrokken te zijn bij dit proces. Dit geeft

aan, dat terminale differentiatie in het epitheel van het cholesteatoom geschiedt

via activatie van ERK1/2 en p38 signaleringsroutes. Onze resultaten zijn in tegen-

spraak met eerdere publicaties waarin p38 signalering het belangrijkste regule-

rend mechanisme wordt genoemd6. Wij konden ook niet de bevinding van Efimova

bevestigen met betrekking tot de p38-gerelateerde reductie van ERK1/2 activi-

teit7. In dit hoofdstuk wordt beargumenteerd dat groeifactor receptor activatie en

andere pro-inflammatoire responsen een parallelle  ERK1/2 and p38 signalering

teweeg zou kunnen brengen. Een andere reden voor autonome ERK1/2 activatie

zou kunnen zijn dat keratinocyten in het cholesteatoom onderworpen zijn aan een
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overlevingsprogramma veroorzaakt door verminderde cel-matrix hechting. Het is

aangetoond, dat de basaal membraan van het cholesteatoom afwijkend en on-

derbroken is8. Bescherming van cellen tegen apoptose door verminderde cel-ma-

trix binding is geassocieerd met, en vereist een langdurige ERK1/2 MAPK activatie9.

De aanname dat cholesteatoom keratinocyten onderworpen zijn aan een derge-

lijke hechtings-onafhankelijke overleving is in overeenstemming met onze eerder

aangetoonde langdurige ERK1/2 activatie en minimale apoptose10,11. Het opmer-

kelijke is dat dit overlevingsmechanisme van belang is bij de voortgang van weefsel-

herstel en, in de huid, voor de migrerende keratinocyten aan de frontlinie van de

wond. De argumenten van een parallele signalering ten gevolge van een door

inflammatie geinduceerde stress respons of van een keratinocyten-

overlevingsprogramma gedurende wondgenezing kunnen met betrekking tot het

cholesteatoomweefsel zeker waar zijn (persoonlijke communicatie met Efimova).

De bevinding in hoofdstuk 6 was dat het overlevingseiwit pAkt/PKB significant

verhoogd is ten opzichte van controle huid. Deze waarneming valt samen met de

resultaten uit eigen eerdere publikaties waarin minimale apoptose is aangetoond

in het epitheel van het cholesteatoom. Het eiwit dat betrokken is bij late terminale

differentiatie, filaggrine, werd significant verlaagd aangetroffen en hoewel aange-

toond is dat PI3K/Akt signalering betrokken is bij terminale differentiatie, konden

wij geen associatie aantonen tussen pAkt en filaggrine12. Involucrine, dat even-

eens betrokken is bij terminale differentiatie, was significant verhoogd, maar ook

tussen pAkt en involucrine konden we niet een relatie aantonen. In psoriasis ech-

ter, is melding gemaakt van eenzelfde differentiatie profiel: een verhoogde

involucrine expressie en een afwezigheid of verlaging van de hoeveelheid

filaggrine13,14. Er is gesuggereerd dat abnormale structuren van adhesiemoleculen

verantwoordelijk zouden kunnen zijn voor de ontregeling in productie van de com-

ponenten van de cornified envelope15. Deze suggestie is onlangs ondersteund

door een artikel van Calautti, waarin bewezen werd dat de cadherine-catenine

adhesie complexen nodig zijn om tot een differentiatie-specifieke activatie van

PI3K te komen12. Kortom, bescherming tegen apoptose geschiedt door middel

van geactiveerde Akt, maar voor de aanzet tot late differentiatie is nog een an-

dere component nodig: cel adhesie. Bij de analyse van de integriteit van

cholesteatoom weefsel vonden Naim et al. dat, in tegenstelling tot normale huid,

beta-catenine verminderd dan wel afwezig was in de suprabasale lagen van het

cholesteatoom16. Dit impliceert dat, in overeenstemming met onze eerdere

publicaties, verminderd of afwezig cellulair contact in cholesteatoom epitheel de

oorzaak kan zijn van zowel verhoogde involucrine als van een verlaagde filaggrine

expressie.

Van TGFβ wordt aangenomen dat het een spilfunctie inneemt bij wond genezing

en de onderzoeksvraag van hoofdstuk 7 was of in het cholesteatoom, de TGFβ

signalerings route is geactiveerd.

In de epithelia van cholesteatoom en huid vonden we overeenkomstige

expressies van TGFβ en geactiveerd Smad2 (pSmad2), maar in het cholesteatoom
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was de expressie van de antagonist Smad 7 verlaagd ten opzichte van normale

huid. De correlaties tussen TGFβ, pSmad2 en Smad7 zijn een indicatie dat Smad

activatie en remming beide operationeel zijn. Desalnietemin, ondanks de ver-

laagde Smad7 expressie leiden deze processen niet tot een significante toename

van pSmad2. Het is vermeld dat behalve de remming van Smad2 activatie, Smad7

een belangrijke rol lijkt te spelen bij het bewerkstelligen van apoptose door activatie

van de JNK signalerings route. De verlaagde Smad7- en onze eerder aangetoonde

niet verhoogde JNK expressie in cholesteatoom epitheel zou daarom kunnen dui-

den op bescherming tegen apoptose. In dit hoofdstuk vergelijken we in een pilot

studie de resultaten van deze studie met die van de resultaten van ons onderzoek

naar de MAPKinase signalerings route en we hebben correlaties gevonden tussen

TGFβ, pSmad2 en pERK1/2 (p=0.02 and 0.03). Wij veronderstellen dat in het

epitheel van het cholesteatoom, een standaard niveau van TGFβ effectief kan

worden door samenwerking met andere signalerings routes, en dat dit weer kan

leiden tot verhoogde transcriptie van verschillende genen. Een van deze genen

zou p21cip1/waf1 kunnen zijn, dat we eerder al verhoogd aanwezig hebben gevonden

en dat bovendien gerelateerd is aan ERK1/2 expressie10. Dit kan een fijn regulerings

mechanisme zijn van de TGFβ signalering, wat aangeeft dat eiwit signalering ver-

hoogd kan zijn, maar sterk gecontroleerd.

In het stroma van het cholesteatoom zijn TGFβ and pSmad2 verhoogd,

terwijl de Smad7 expressie gelijk was aan die in controle huid. EDA-fibronectine

(EDA-FN) accumulatie in het stroma van het cholesteatoom was excessief, terwijl

er geen EDA-FN aantoonbaar was in controle huid. In dit hoofdstuk wordt

beargumenteerd dat de verhoogde stromale expressies van TGFβ, pSmad2 en

EDA-FN, het cellulaire antwoord is op een langdurige ontsteking. Er zijn verschil-

lende redenen voor een dergelijke hypothese:1) het cholesteatoom kan worden

beschouwd als een “vreemd lichaam”, dat in het middenoor een steeds terugke-

rende (=chronische) ontstekingsreactie kan veroorzaken17. 2) De inflammatie is

chronisch omdat in de meeste cholesteatomen biofilms aanwezig zijn die

endotoxinen en bacteriën kunnen vrijmaken18. Evenals bacteriën kunnen

endotoxinen opnieuw de ontsteking initiëren door de cellen aan te zetten tot de

productie van cytokinen. 3) inflammatie kan zichzelf consolideren door het gebrek

aan clearance in de omsloten ruimte van het midden oor. Er kan ook een combina-

tie mogelijk zijn van deze drie factoren, of ze zouden allemaal een rol kunnen

spelen in de chroniciteit van het cholesteatoom. In dit hoofdstuk geven we aan,

dat het cholesteatoom een proces is van chronische wondgenezing, waaraan de

TGFβ signalerings route en de voortdurende ontsteking lijken bij te dragen
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In het epitheel van het cholesteatoom zijn verhoogde expressies gevon-

den van eiwitten die betrokken zijn bij proliferatie (Ki-67), cel cyclus arrest (p53

en p21cip1/waf1 ), voortijdige terminale differentiatie (involucrine) en overleving (pAkt).

Bovendien is aangetoond dat de activatie van MAPK- verhoogd is en geassocieerd

is met de TGFβ signalerings route. De eiwitten waarvan de expressie verlaagd

was, hebben betrekking op late terminale differentiatie (filaggrine) en apoptose

(actief Caspase3). We hebben verschillende correlaties gevonden tussen de ver-

schillende eiwitten die onderzocht zijn. We veronderstellen, dat deze correlaties

binnen de context passen van samenhangende signalerings processen. Het lijkt

dat deze connecties in zowel de MAPK- als de TGFβ signalering, cel cyclus arrest,

vroege terminale differentiatie en overleving ondersteunen, wat kenmerkend is

voor wondgenezing. Samenvattend suggereert dit, dat het epitheel van het

cholesteatoom zich gedraagt als een wond genezingsproces met migrerende

keratinocyten. Veel biologische karakteristieken van het epitheel van het

cholesteatoom kunnen verklaard worden met behulp van dit concept. Verhoogde

proliferatie, aangetoond door de proportioneel verhoogde Ki-67, wordt niet ge-

compenseerd door verhoogde apoptose. Dit kan hyperplasie verklaren, wat een

normaal fenomeen is in het cholesteatoom. Hypertrofie is ook frequent aanwezig

en kan veroorzaakt worden door cel cyclus arrest, maar ook door differentiatie,

omdat deze twee processen het cellulair volume doen toenemen19,20. Bovendien is

het aangetoond dat keratinocyten in een wondgenezingsproces hypertroof zijn

(wat derhalve een gevolg is van cel cyclus arrest en afwijkende differentiatie)21.

Afwijkende differentiatie, door de voortijdige expressie van involucrine maar ook

door de vermindering van filaggrine, kan veroorzaakt worden door verlies van

adhesie12,15. Dit verlies van adhesie kan veroorzaakt zijn door een onderbroken en

veranderde basaal membraan en/of een verminderde α catenine expressie. Beide

verschijnselen zijn eerder aangetoond in het epitheel van het cholesteatoom8,16.

Bovendien is het gebrek aan adhesie zichtbaar omdat in verschillende publikaties

op foto’s van een cholesteatoom een verwijding van de intercellulaire ruimtes te

zien is, dit laatste is ook vermeld als een fenomeen in wond genezing21. De af-

name van filaggrine kan ook een ander biologisch kenmerk van het epitheel van

het cholesteatoom verklaren: dat van parakeratose. Als de late terminale diffe-

rentiatie niet opgestart wordt, behouden de cellen hun kernen en wordt het weef-

sel parakeratotisch. Interessant is dat vroege terminale differentiatie, zoals aan-

getoond door involucrine expressie, de proliferatie niet doet stoppen, want

involucrine-positieve cellen zijn nog in staat om DNA te synthethiseren19. De toe-

name van TGFβ en pSmad2 in het stroma van cholesteatoom en de verhoogde

EDA-fibronectine duiden ook op een chronisch wondgenezingsproces. In het

cholesteatoom is dit proces duidelijk zichtbaar door de accumulatie van EDA-

fibronectine. Hoewel chronisch, nemen we aan, dat dit toch een onderdeel is van

normale wondgenezing want EDA-fibronectine is noodzakelijk voor normale, zelf-

beperkende wondgenezing22. Bovendien, bij normale wondgenezing is het laatste

signaal dat van de verdwijning van de ontstekingscellen. Het is vermeld dat dit

gebeurt door middel van apoptose23. In hoofdstuk 3, hoewel er minimaal apoptose
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was in het epitheel, vonden we vele apoptotische cellen in het stroma. De recurrency

van het cholesteatoom kan ook worden verklaard, want cellen kunnen, zelfs vele

jaren na verwonding, opnieuw geactiveerd worden24.

Samenvattend, in het cholesteatoom lijkt cellulaire signalering te verlopen langs

de lijnen van normale, maar chronische wondgenezing.

Toekomstig onderzoek.

Wij adviseren onderzoek te verrichten naar farmacologische interventies gericht

op ontstekings controle. Omdat de toediening van antibiotica niet erg succesvol is

gebleken- waarschijnlijk wegens de aanwezigheid van biofilms- denken wij dat

het gebruik van antimicrobiële peptiden een geschikte nieuwe therapie zou kun-

nen zijn.

Om meer inzicht te verwerven in het ontstaan van het cholesteatoom stellen wij

voor om de invloed van externe stimuli, zoals keratine deeltjes en endotoxinen,

op de eiwitexpressie en het eiwitsignaal profiel te bestuderen in het advancing

front van huid uit de buitenste gehoorgang en midden oorslijmvlies25.

Retractiepockets worden beschouwd als een voorstadium van cholesteatoom vor-

ming, hoewel de daadwerkelijke ontwikkeling tot een cholesteatoom niet te voor-

spellen is. Het is daarom van belang om de eiwitexpressie en het eiwit

signaleringsprofiel van retractiepocket weefsel te vergelijken met dat van

cholesteatoom. Wij doen daarnaast nog de aanbeveling om te bestuderen in hoe-

verre biofilms een rol spelen in de ontwikkeling en voortgang van het cholesteatoom.

Dit zou gedaan kunnen worden door middel van de detectie van zowel bacterie-

kolonies als van hun glycocalix laag in retractiepockets en in verschillende soorten

cholesteatoom.
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