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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Der Processus styloideus (SP) des Os temporale ist ein schlanker, spitz zulaufender
Knochenfortsatz, der anteromedial von der Unterseite des Schlafenbeins entspringt,
direkt anterior des Foramen stylomastoideum. Topographisch liegt er zwischen dem
aulleren Gehdrgang und dem Proc. mastoideus und verlauft nach unten, vorne und leicht
medial. Bei Erwachsenen betragt seine Standardlange typischerweise 20 bis 30 mm,
wobei anatomische Variationen haufig und klinisch relevant sind (Koshy et al., 2015).
Funktionell dient der SP als Ansatzpunkt fur mehrere ligamentare und muskulare
Strukturen. Dazu gehoren das Lig. stylohyoideum (SHL), das zum Cornu minus des Os
hyoideum zieht, sowie das Lig. stylomandibulare, das an der Mandibula ansetzt. Drei
Muskeln entspringen hier: M. styloglossus, M. stylohyoideus und M stylopharyngeus, die
an Bewegungen der Zunge, beim Schlucken und an der Hebung des Pharynx beteiligt
sind. Aufgrund seiner Nahe zu kritischen neurovaskularen Strukturen, wie dem N. facialis,
der A. carotis interna und der V. jugularis interna, kann eine pathologische Verlangerung
oder Ossifikation des SP oder der zugehorigen Bander zu klinischen Syndromen wie

dem Eagle-Syndrom fuhren (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Anatomie um den Processus styloideus mit

neurovaskularen Strukturen, sowie Bandern und Muskeln. Quelle: Eigene Abbildung



Das Eagle-Syndrom beschreibt ein seltenes, klinisch heterogenes Symptomenbild, das
durch eine pathologische Verlangerung des SP (Typ |) oder durch eine Ossifikation des
SHL (Typ Il) verursacht wird (Aydin et al., 2018; Karam & Koussa; 2017; Langlais et al.,
1986, Zamboni et al., 2019). Die resultierenden Beschwerden ergeben sich aus der
mechanischen Irritation oder Kompression neurovaskularer Strukturen im Hals- und
Schadelbasisbereich (Badheya et al., 2017; Khandelwal et al., 2011, Wong et al., 2011).
Haufige Symptome sind ein Fremdkoérpergefihl im Rachen, Dysphagie, Schwindel,
cervikofaziale Schmerzen, Tinnitus sowie neurologische Ausfalle (Abb. 2) (Balcioglu et
al., 2009; Searle & Searle, 2021). Die Atiologie sowie die klinische Prasentation sind stark

abhangig von Morphologie, Ausdehnung und Lokalisation der veranderten Strukturen
(Gozil et al., 2001).

Abb. 2: 3D Rekonstruktion von einem CT eines Eagle-Syndrom Patienten. Die Ansicht
zeigt den Schadel von leicht posterior und rechts lateral. Quelle: Eigene Abbildung
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Die initiale Beschreibung geht auf den HNO-Arzt Eagle zurick, der zwei Subtypen des
Syndroms unterschied: den ,klassischen Typ“ mit Symptomen wie Fremdkorpergefuhl im
Pharynx und den ,vaskularen Typ“ (Eagle WW, 1958), der durch Irritation oder
Kompression der A. carotis interna oder V. jugularis interna bedingte zerebrale und
vaskulare Symptome wie Schwindel, Kopfschmerz und Sehstorungen aufweist (Eagle
WW,1948; Eagle WW, 1949). Diese ursprungliche Einteilung von Eagle bezieht sich auf
klinische Symptome. Mit dem Wissen der letzten Jahrzehnte zeigt sich nun, dass sich
eine Einteilung auf dem Hintergrund anatomischer und bildgebender Verfahren, besser
eignet, um genauere Einteilungen zu etablieren, die der Diagnostik und der chirurgischen
Therapie gerecht werden. Aktuelle bildgebende Untersuchungen und intraoperative
Beobachtungen belegen, dass sich diese Subtypen auch morphologisch voneinander
unterscheiden: Wahrend der verlangerte SP typischerweise konisch zulauft und eine feste
Verbindung zur Schadelbasis aufweist, ist das ossifizierte Ligament schlank, zylindrisch
und hat meist keine direkte knocherne Verbindung zur Schadelbasis (Yagci et al., 2008;
Stopinska & Domitrz, 2022).

Die embryologische Herkunft der betroffenen Strukturen liefert weitere Hinweise zur
Differenzierung: Die Stylohyoidkette entsteht aus dem Reichert'schen-Knorpel, dem
Knorpelanteil des zweiten Kiemenbogens (Camarda et al., 1989; Vieira et a., 2015).
Dieser differenziert sich nach gangiger Lehrmeinung in finf Anteile: Tympanohyale,
Stylohyale, Ceratohyale, Hypohyale und Basihyale (Ommell et al., 1998, Revilla & Stuyt,
1989). Wahrend der proximale Anteil (Tympanohyale) zur Ausbildung der Vagina
processus styloidei, welche die knocherne Scheide am Schadelbasisansatz des SP ist,
aus der dieser entspringt und die als Ursprungsregion fur styloide Muskeln und Bander
dient, beitragt, formen Stylohyale und Ceratohyael den eigentlichen SP bzw. das SHL
(Abb. 3) (Frommer et al., 1974). Studien mit histologischer und mikroskopischer
Aufarbeitung konnten zeigen, dass eine isolierte Verlangerung des SP eher auf eine
ossare Hyperplasie der stylohyalen Segmente zurlckgeht, wahrend die ossare
Transformation des Ligaments auf metaplastische Umbauprozesse infolge chronischer
Reize, wie z.B. Trauma, zuruckgefuhrt wird (Morrison et al., 2012; Saccomanno et al.,
2021, Swain et al., 2017)
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Abb. 3: Schematische Darstellung der embryologischen Entwicklung der stylohyalen
Kette von der Schadelbasis bis zum Os hyoideum. Quelle: Eigene Abbildung

Die mikroanatomischen und biomechanischen Unterschiede der beiden pathologischen
Veranderungen fuhren nicht nur zu unterschiedlichen klinischen Manifestationen, sondern
beeinflussen auch wesentlich die chirurgische Zuganglichkeit. Intraoperative
Beobachtungen bestatigen, dass die Resektion eines verlangerten SP (Typ |) meist
technisch unkomplizierter ist als die Praparation eines ossifizierten Ligaments (Typ II),
das sich haufig tief in der Weichteilregion ohne knocherne Fixation findet und somit
operativ schwerer zu fassen ist (Heim et al., 2017).

Allerdings besteht weiterhin kein Konsens zur genauen Pathogense hinsichtlich der
Entstehung aus dem Reichert'schen Knorpel sowie die Entstehung des verlangerten PS
(Lengele & Dhem, 1989; Rodriguez-Vazquez et al., 2006).

Die hier vorgestellten Arbeiten sollen genauere Hinweise auf die Atiologie und
Pathogenese liefern. Die Kombination unserer Mikrocomputertomografie (uCT) Studie mit
unseren histologischen Ergebnissen zeigen die detaillierte Mikrostruktur und zellulare
Architektur der verlangerten Styloide. Neuere bildgebende Verfahren, insbesondere die
MCT, ermdglichen eine hochauflosende Analyse der Mikroarchitektur der betroffenen
Strukturen. Parameter wie die Trabekelstruktur, Dichteverteilung, Masse und Geometrie
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konnen exakt dargestellt und quantifiziert werden (Mdaller, 2009). In der in dieser Arbeit
vorgestellten pCT-gestutzten Untersuchung (Heim et al., 2023) konnte die strukturelle
Differenzierung beider Typen anhand ihrer Volumen- und Dichteverhaltnisse bestatigt
werden, was Ruckschlusse auf unterschiedliche Pathomechanismen zulasst.
Gleichzeitig konnen histologische Untersuchungen neue Erkenntnisse zur
Differenzierung der Ossifikationsformen sowie zur Relevanz embryologischer
Entwicklungspfade liefern. Die Kombination beider methodischer Ansatze — yCT und
Histologie — erlaubt jedoch eine umfassendere morphologische und pathogenetische
Einordnung des Eagle-Syndroms und liefert die Grundlage fur eine zielgerichtete
Diagnostik und Therapie.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Paper 1 — Histologische Methodik

1.2.1.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen einer retrospektiven Studie Uber einen Zeitraum von zwei Jahren wurden
Knochenpraparate von 24 Patienten mit gesicherter Diagnose eines Eagle-Syndroms
untersucht. Andere Differenzialdiagnosen mit vergleichbaren Leitsymptomen wurden im
Vorfeld sorgfaltig ausgeschlossen. Alle Patienten erhielten vor dem operativen Eingriff
eine computertomographische Bildgebung (CT). Die Studie wurde durch die zustandige
Ethikkommission (RIB) unter der Nummer 129-16 genehmigt.

1.2.1.2 Operatives Vorgehen

Die chirurgischen Eingriffe erfolgten in Allgemeinanasthesie Uber einen extraoralen
Zugang. Die Hautinzision betrug etwa 4 cm Lange und wurde ca. 3 cm unterhalb sowie
parallel zum Unterkieferrand gesetzt. Nach Durchtrennung des Platysmas erfolgte die
stumpfe Praparation bis zur Freilegung der Spitze des SP oder des ossifizierten SHL.
Nach Identifikation der Zielstruktur wurde das Ligament durchtrennt und der SP bis zur
Schadelbasis dargestellt. Anschlielend wurden kleinere ligamentare und muskulare
Anheftungen gelost, der SP stumpf von der Schadelbasis abgelost und entfernt.

Abschliel3end erfolgte ein schichtgerechter Wundverschluss.
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1.2.1.3 Histologische Untersuchungen

Insgesamt wurden n=21 resezierte Praparate histologisch aufgearbeitet: n=10
elongierte SPs (Typ I) und n = 11 ossifizierte SHLs (Typ Il). GemaR der Klassifikation nach
Langlais zeigte sich eine Verteilung von n =10 Typ-I-Praparaten, n=7 Typ-II-Praparaten
und n =4 Typ-lll-Praparaten.

Alle Proben wurden unmittelbar nach Resektion in 10 % neutral gepuffertem Formalin
fixiert, mit 0,5M EDTA (pH 8,0) entkalkt und in Paraffin eingebettet. Es wurden serielle
Schnitte mit einer Dicke von 5 ym angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin (HE), Alcianblau
(AB), Masson-Goldner-Trichrom (TC) und Periodic-Acid-Schiff (PAS) gefarbt. Eine
qualitative Befundung und forografische Dokumentation erfolgte an einem
Durchlichtmikroskop (Axio Scope, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland).

1.2.2 Paper 2 — Mikrocomputertomografie — Methodik (uCT)

1.2.2.1 Patientenkollektiv

In dieser Studie wurden pCT-Daten resezierter Knochengewebeproben von insgesamt 10
Patienten (6 Frauen, 4 Manner; Durchschnittsalter: 50,9 + 15,6 Jahre; Altersbereich: 24—
75 Jahre) mit gesichertem Eagle-Syndrom analysiert. Vier Patienten wiesen einen Typ-I-
Befund (elongierter SP) und sechs einen Typ-ll-Befund (ossifiziertes SHL) auf. Alle
Patienten wurden operativ Uber einen zervikalen Zugang behandelt.

1.2.2.2 Gewebeentnahme und uCT

Die Knochenproben wurden intraoperativ entnommen und unmittelbar in eine 4 %
Formaldehydl6sung Uberfuhrt. Innerhalb von 48 Stunden erfolgte die pCT-Untersuchung.
Zur Optimierung der Bildqualitat wurde das Praparat senkrecht auf einem Probentrager
mit Silikon fixiert. Die Aufnahmen wurden mit einem SkyScan 1174.4 V2 durchgefuhrt,
ohne Filter. Die PixelgrofRe der Bilder betrug 33,00 um, die Kameraauflosung 38,81 pym.
Die durchschnittliche Scanzeit lag bei 2,5 Stunden mit einem Rotationsschritt von 0,2
Grad.

Die Rekonstruktion der Bilddaten erfolgte mit der Software NRecon (SkyScan, Version
1.6.1). Die Konvertierung der Bilddaten von TIFF zu DICOM-Format wurde mittels
DICOM-Schnittstelle durchgefuhrt. Die Analyse der Bilddaten erfolgte initial mit IMPAX
EE (AGFA, Version 3.3.14.5). Fur die 3D-Rekonstruktion und die Bestimmung des
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Knochenvolumens wurde Origin Server 3.3 (Brainlab AG, Version 3.3.1.404) auf einem
Windows-10-System verwendet. Die Auswertung des Verhaltnisses von Knochen- zu
Weichgewebe erfolgte an sieben axial verteilten Messpunkten entlang der Langsachse

der Resektate. Die einzelnen Messwerte wurden fur jedes Praparat gemittelt.

1.2.2.3 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung und -verarbeitung erfolgte digital (Microsoft Excel, Version 12.3.6;
Microsoft Corporation, Redmond, WA). Alle Messwerte wurden als Mittelwert *
Standardabweichung (SD) angegeben. Gruppenvergleiche wurden mit dem ungepaarten
t-Test durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Histologische Resultate

Insgesamt wurden 24 Patienten mit gesichertem Eagle-Syndrom operativ behandelt (14
Frauen, 10 Manner; Durchschnittsalter: 44,8 £ 9,4 Jahre; Altersspanne: 24—61 Jahre).
Histologische Befunde

Makroskopisch  zeigten alle resezierten Praparate stabformige, langliche
Knochenstrukturen. In fast allen Fallen konnte histologisch der Ansatz des SHL an der
Spitze des SP identifiziert werden. In einem Fall (Typ IlI) konnte ein erhaltenes Ligament

mit eingelagerten Knochen- und hyalinen Knorpelstrukturen dargestellt werden.

Knochenstruktur

In samtlichen Praparaten beider Gruppen wurde Lamellenknochen nachgewiesen. Typ-I-
Prozesse zeigten in nahezu allen Fallen deutlich erkennbare spongidése Knochenbalkchen
(Trabekel), insbesondere im zentralen Bereich. Sechs Proben wiesen eine grobe
trabekulare Architektur auf. Im Gegensatz dazu zeigten Typ-ll-Proben (n=5) eher zarte,
weniger ausgepragte Trabekel. Innerhalb der Spongiosa fanden sich gelegentlich Reste
von rotem oder weillem Knochenmark. Das Periost war in nahezu allen Fallen erhalten.
Muskelansatze konnten aufgrund der operativen Praparation nicht nachgewiesen

werden.
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Knochenapposition

Eine subperiostale Knochenapposition entlang des Schaftes wurde haufiger bei Typ-I-
Proben (n=9) beobachtet als bei Typ Il (n=7). Die Neubildung von Knochen scheint
Uberwiegend uber eine vorhergehende Bildung von Faserknorpel mit anschlieRender
Ossifikation abzulaufen. In wenigen Fallen war eine direkte subperiostale Osteoidbildung
ohne vorbestehenden Knorpel sichtbar. Zwei Typ-II-Proben zeigten osteomartige Knoten

bzw. Knochensporne infolge epiperiostaler Osteogenese.

Styloidspitzen und Bander

In der Mehrzahl der Typ-I-Proben (n=9) sowie in sechs Typ-ll-Proben wurden
faserknorpelige Kappen an der Spitze des SP beobachtet. Hyaline Knorpelkappen fanden
sich in einem Typ-I- und drei Typ-llI-Fallen. In nahezu allen Proben konnten Zonen
chondraler Ossifikation in Richtung zur Basis des Styloids nachgewiesen werden.
Intramembrandse Osteogenese mit Bildung von Faserknochen war in einem Typ-I- und
zwei Typ-llI-Praparaten an den Spitzen erkennbar. Ligamente oder deren Reste konnten
histologisch regelmalig nachgewiesen werden, haufig mit hohem Anteil elastischer
Fasern. In einem Typ-I-Fall konnte ein langerer Bandanteil mit fokaler Osteogenese
dargestellt werden; in funf Typ-lI-Fallen war ligamentares Gewebe mit ossaren Anteilen

oder faserknorpeligem Umbau vorhanden.

Intraossare Knorpelreste

Ein zentrales histologisches Merkmal stellten intraossare Knorpelinseln unterschiedlicher
GroRe und Form dar. Diese waren besonders haufig bei Typ-ll-Proben (n=7)
nachweisbar, bei Typ | in drei Fallen. Die hyalinen Knorpelinseln zeigten deutliche
Abgrenzung zum umgebenden Knochengewebe und in vielen Fallen periphere oder
zentrale Ossifikationszonen. Einige Inseln wiesen degenerative Veranderungen mit
Chondrozytenapoptose und Matrixfibrillation auf. In vier Typ-I- und einem Typ-Il-Praparat
wurden faserknorpelige Reste innerhalb des Knochens identifiziert. Einige Proben zeigten

sowohl hyaline als auch faserknorpelige Reste.
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1.3.2 yCT-Resultate

In die Studie wurden insgesamt zehn resezierte Knochenproben von Patientinnen und
Patienten mit diagnostiziertem Eagle-Syndrom eingeschlossen (Typ I: n=4; Typ Il: n=6).
Das durchschnittliche Alter betrug 50,9+ 15,6 Jahre, wobei 6 Frauen und 4 Manner
untersucht wurden. Es zeigte sich eine ungleichmafige Geschlechtsverteilung hinsichtlich
der Eagle-Syndrom-Typen: Drei von vier mannlichen Patienten (75 %) wiesen einen Typ-
I-Befund auf, wahrend funf von sechs weiblichen Patienten (83,3 %) Typ Il zeigten.

Die quantitativen Analysen ergaben signifikante Unterschiede im Verhaltnis von
Weichgewebe zu Knochenanteil. In den axialen Ebenen betrug der durchschnittliche
Anteil an Weichgewebe bei Typ-I-Proben 14 %, wahrend Typ-lI-Proben einen Anteil von
26,5 % aufwiesen (P =0,0072). Daraus ergibt sich ein signifikant hdherer Knochenanteil
in den Typ-lI-Geweben im Vergleich zu Typ II.

Makroskopisch zeigten sich innerhalb der Gruppen relativ homogene Strukturen, wahrend
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Typen festgestellt wurden. Typ-I-Styloide
wiesen eine spitz zulaufende Form mit einem zur distalen Spitze hin abnehmenden
Durchmesser auf. Im Gegensatz dazu prasentierten sich Typ-llI-Proben — ossifizierte
Ligamente — als rohrenformige Strukturen mit gleichmaRigem Durchmesser und
abgerundeter Spitze.

Die mikroskopische 3D-Rekonstruktion ergab fur Typ | eine dichte Knochenarchitektur mit
groben Trabekeln und lokal kompaktem, teils spongidsem Knochengewebe. Im
Gegensatz dazu zeigten Typ-ll-Proben weite Markraume ohne typische spongidse
Architektur. Sie waren durch feine, dunne Trabekel und eine insgesamt geringere
strukturelle Dichte gekennzeichnet.

Im Rahmen der Volumenanalyse wurde das Gesamtvolumen der resezierten
Gewebeproben bestimmt und mithilfe der Hounsfield-Einheiten zwischen Knochen und
Weichgewebe differenziert. Der durchschnittliche Knochenanteil lag bei Typ-I-Styloiden
bei 74,6 % +2,8%, wahrend der Anteil bei Typ-ll-Ligamenten mit 57,3 % +10,1 %
signifikant niedriger war (P = 0,009).

Obwohl die morphologischen und ultrastrukturellen Unterschiede zwischen Typ | und Typ
Il deutlich erkennbar waren, ist aufgrund der geringen StichprobengrofRe eine
abschliellende statistisch belastbare Bewertung nur eingeschrankt moglich. Dennoch

weisen die erhobenen Daten auf grundlegende strukturelle Differenzen der beiden
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Pathomechanismen des Eagle-Syndroms hin und legen nahe, dass unterschiedliche
pathogenetische Prozesse an der Ausbildung dieser Varianten beteiligt sind.

1.4 Diskussion

Das Eagle-Syndrom stellt eine seltene, aber klinisch relevante Entitat dar, die durch eine
abnorme Verlangerung des SP (Typ |) oder eine ossifizierte Umwandlung des SHL (Typ
Il) charakterisiert ist (Hassani et al., 2024; Mayrink et al., 2012; Swanson et al., 2023).
Unsere uCT - und histologischen Untersuchungen belegen, dass es sich bei diesen
beiden Subtypen nicht nur um unterschiedliche morphologische Varianten, sondern um
pathogenetisch eigenstandige Entitaten handelt. Diese Unterscheidung hat wesentliche
Implikationen fur Diagnostik, Therapie und chirurgisches Vorgehen.

Typ | weist typischerweise einen konischen Verlauf des Knochens mit einem zum distalen
Ende hin abnehmenden Durchmesser und einer festen Verbindung zur Schadelbasis auf
(Thot et al., 2000). Die Struktur erscheint in der yCT homogen, mit ausgepragten
kortikalen Anteilen und dichter trabekularer Architektur (Abb. 4). Histologisch zeigt sich
lamellarer Knochen mit periostaler Knochenapposition und teilweise fibrokartilaginaren
Ubergangsformen. Die Elongation dieses Typs scheint durch hyperplastische Prozesse
bedingt zu sein, moglicherweise induziert durch chronisch-mechanische Belastung, etwa
durch Zungen- und Schluckbewegungen, die eine kontinuierliche Traktion auf den
Knochen ausiiben (Balasubramanian, 1964; Jeyaraj, 2021, Steinmann, 1968). Ahnlich
wie in anderen Regionen des Skeletts, wo es bei zunehmender muskularer
Beanspruchung an Ansatz und Ursprung von Muskulatur zu einer Verstarkung und
Hyperplasie von Knochengewebe kommen kann, beispielsweise durch den M. masseter
am Kieferwinkel (Jin Park et al., 2007), kommt es hier zu einer Knochenapposition an der

Styloidspitze durch vermehrte Muskelaktivitat und Traktion am Ligament (Abb. 5).
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Abb. 4: Typ | Styloid in Miko-CT Aufnahme mit dichter lamellarer und volumenstarker
Struktur und typischem spitz zulaufendem Ubergang in das Ligamentum stylohyoideum.
Quelle: modifizierte Abbildung nach Heim et al. 2023
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Abb. 5: Typ | Styloid, histologisches Praparat in HE-Farbung. Lamellarer Knochen und
fibrokartilaginare Ubergangsformen. Quelle: Eigene Abbildung

Typ Il hingegen zeigt eine zylindrische, gleichmallige Struktur mit homogener Dicke
entlang des gesamten Ligamentverlaufs. yCT und histologische Analysen weisen auf eine
geringere Mineralisierungsdichte hin, begleitet von einer reduzierten trabekularen
Komplexitat (Abb. 6). Auffallig ist das Vorkommen knorpeliger Inseleinschlisse mit
Anzeichen fur enchondrale Ossifikation (Abe et al., 2012). Diese Befunde sprechen fur
eine metaplastische Umwandlung ligamentaren Ursprungsgewebes, die aus dem
ceratohyalen Anteil des Reichert'schen-Knorpels hervorgeht (Dief et al., 2019; Fusco et
al., 2012). Die Entstehung dieser ossifizierten Strukturen konnte durch repetitive
Mikrotraumen oder entzundliche Reize beglnstigt werden, welche eine osteogene
Differenzierung von Bindegewebszellen induzieren konnen (Al-Amad et al.,, 2023;
Gonzalez-Garcia et al., 2021; Zhang et al., 2020). Ursachlich konnte hierbei eine
Traumatisierung vorangegangen sein. Dies kdnnen einerseits singulare traumatische
Ereignisse sein (Hochrasanzstrauma, wie Verkehrsunfalle, Skiunfalle, Sturze usw.), oder
repetitive Traumen, wie Schlage gegen den Kopf, etwa beim Boxen oder fehlerhaft
ausgefuhrte sportliche Aktivitaten mit Beteiligung der Nackenmuskulatur (Abb. 7).
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Abb. 6: Typ Il Styloid in Mikro-CT Aufnahme mit reduzierter trabekullarer und tubularer
Struktur. Quelle: modifizierte Abbildung nach Heim et al. 2023
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Abb. 7: Typ Il Styloid, HE-Farbung, * = hyliner Knorpel, Pfeile = Bandreste als Zeichen
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einer intraligamentaren Gewebemetaplasie. Quelle: Eigene Abbildung

Klinisch unterscheiden sich die beiden Typen ebenfalls deutlich. Typ I-Patienten berichten
haufiger Uber lokale Beschwerden wie ein Fremdkdrpergefuhl im Rachenraum, Tinnitus
oder Schmerzen im Bereich des Kieferwinkels. Dies lasst sich durch die feste knécherne
Verbindung zur Schadelbasis und die Nahe zu otologischen Strukturen erklaren. Typ II-
Patienten hingegen schildern haufiger Schwindel und kreislaufassoziierte Symptome,
insbesondere bei bestimmten Kopfbewegungen (Tadjer & Béjot, 2024, Zhou et al., 2019).
Diese konnen durch eine intermittierende Kompression der V. jugularis interna erklart

werden, was zu einer intrakraniellen Druckerhdhung fiihrt, ein Phanomen, das in der
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Literatur als ,jugular vein compression syndrome” beschrieben wurde (Bai et al., 2020;
Motoyama et al., 2024; Nonaka et al., 2021).

Ein weiterer relevanter Aspekt ist die chirurgische Therapie (Bargiel et al., 2023). Wahrend
Typ I-Formen aufgrund ihrer fixierten Lage oft leichter zu resezieren sind, erweisen sich
Typ [I-Strukturen als mobil und schwerer zu fassen, da sie haufig tiefer im
Weichteilgewebe des Halses eingebettet sind. Diese Mobilitat erschwert die praoperative
Planung und verlangert in vielen Fallen die Operationsdauer. Die haufigere Involvierung
sensibler neurovakularer Strukturen wie der V. jugularis, A. carotis, N. vagus, N.
glossopharyngeus, N. hypoglossus, sowie kleinere Gefaldabgange, kann zusatzliche
chirurgische Herausforderungen mit sich bringen (De Ravin et al., 2022). In unseren
Beobachtungen nahm die Operationszeit bei Typ II-Formen im Durchschnitt um ein Drittel

zu. Zudem erforderten sie eine ausgedehntere Weichteilpraparation (Khan et al., 2018).

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine prazisere Klassifikation des Eagle-Syndroms
erforderlich ist. Die bisherige Einteilung in ,klassisch® und ,karotid“ nach Eagle oder die
rein morphologische Einteilung nach Langlais wird der nachgewiesenen strukturellen
Diversitat nicht gerecht. Wir schlagen daher eine funktionell und histogenetisch
begrundete Differenzierung in Typ | (hyperplastisch, styloidal) und Typ Il (metaplastisch,
ligamentar) vor (Ho et al., 2015, Kawasaki et al., 2012). Diese Einteilung reflektiert sowohl
die unterschiedlichen histologischen Befunde als auch die klinischen Symptome und die
chirurgische Zuganglichkeit der betroffenen Strukturen. Einige Fallserien legen nahe,
dass die Entwicklung eines elongierten SP und auch die Ausbildung eines Eagle-
Syndroms eine familiare Haufung und somit einen genetischen Hintergrund haben konnte
(Morrison et al., 2012). Die Daten reichen allerdings bisher nicht aus, um ein eindeutiges
Vererbungsmuster festzustellen. Weiterhin wurde bislang kein bestimmtes Gen
ausgemacht, auf welchem das pathologische Wachstum begrindet sein kdnnte. Weitere
Studien an groReren Populationen konnten hier Aufschluss bringen.

Trotz der limitierten Fallzahl bestatigen unsere Daten die klinisch und biologisch
signifikanten Unterschiede beider Subtypen. Die hohe interindividuelle Variabilitat
innerhalb beider Gruppen sowie die limitierte Probenanzahl erfordern jedoch
weiterfuhrende Studien mit grof3eren Kohorten. Daruber hinaus konnten z.B.
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immunhistochemische oder molekularbiologische Charakterisierungen der ossifizierten
Strukturen Aufschluss Uber die genauen Differenzierungsprozesse geben, insbesondere
im Hinblick auf Signalwege, die an der metaplastischen Umwandlung beteiligt sind
(Gregory et al., 2004).

Insgesamt belegen unsere mikrostrukturellen und histologischen Untersuchungen, dass
beim Eagle-Syndrom pathogenetisch zwei Entitaten unterschieden werden konnen. Eine
standardisierte = Differenzierung ist fur Diagnostik, Therapieplanung und
Prognosebewertung essenziell. Kinftige Studien sollten daher nicht nur morphologische,
sondern auch funktionelle Parameter, wie bspw. biomechanische Faktoren, wie
Muskelzug und Traktionskrafte, als auch molekulare Parameter einbeziehen, um das
Verstandnis dieser komplexen Pathologie weiter 2zu vertiefen und die

Patientenversorgung nachhaltig zu verbessern.

1.5 Zusammenfassung

Das Eagle-Syndrom ist eine seltene Erkrankung, die durch eine abnorme Verlangerung
des SP (Typ I) oder durch die Ossifikation des SHL (Typ Il) verursacht wird. Die daraus
resultierenden Symptome konnen vielfaltig sein und reichen von Schluckbeschwerden bis
hin zu neurologischen Ausfallen.

In zwei komplementaren Studien wurde die histologische und mikrostrukturelle
Charakterisierung von resezierten Gewebeproben bei Patienten mit gesichertem Eagle-
Syndrom untersucht. Die erste Untersuchung fokussierte sich auf histologische Merkmale
bei insgesamt 24 Patienten. Dabei wurden 21 Praparate (Typ I: n=10, Typ Il: n=11)
mikroskopisch analysiert. Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der
Knochenstruktur, in der periostalen Knochenapposition sowie im Vorkommen intraossarer
Knorpelreste zwischen den beiden Typen. Die zweite Studie nutzte die yCT zur Analyse
der Mikroarchitektur von zehn resezierten Praparaten. Die Ergebnisse bestatigten
deutliche Unterschiede in Volumen, Dichte und Trabekelstruktur zwischen Typ | und Typ
Il. Typ-I-Prozesse wiesen eine dichtere Knochenarchitektur und geringeren

Weichgewebeanteil auf als Typ-Il-Ligamente.
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Die kombinierte Auswertung beider Methoden legt nahe, dass Typ | und Typ Il des Eagle-
Syndroms nicht nur morphologisch, sondern auch pathogenetisch unterschiedliche
Entitaten darstellen. Wahrend Typ | vermutlich durch hyperplastische Prozesse entsteht,
spricht bei Typ Il vieles fur eine metaplastische Umwandlung ligamentaren Gewebes.
Diese Erkenntnisse haben direkte Implikationen fur Diagnostik, Therapie und
chirurgisches Vorgehen. Eine funktionell und histogenetisch basierte Klassifikation konnte

zukunftig die Behandlung dieser komplexen Pathologie verbessern.
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Planung

Die Planung beider Arbeiten erfolgte zum malfigeblichen Anteil durch mich. Da bereits
wahrend der Planungsphase ein genauer Ablauf der Arbeit festgelegt werden musste, um
die prozeduralen Fehler im Verlauf moglichst zu minimieren, erfolgte vor Beginn eine
Enge Absprache mit meinem Doktorvater Professor Gotz (Doktorvater — Leiter des
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fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde) statt, da dieser mir einerseits die Arbeit am Mikro-
CT gestattete und mir andererseits die grundsatzliche Machbarkeit und Durchfihrung an
den Geraten erlauterte. Die Konzepte zur Durchfihrung, Auswahl der Gerate und
histologischen Farbungen, sowie die Fragestellungen der beiden Arbeiten erfolgten durch

mich.

Datenerhebung

Die Datenerhebung inkludiert bei den beiden Arbeiten noch zwei weitere Punkte.
Einerseits (erste Arbeit) die Einbettung der Praparate, sowie die Schnitte und Farbungen.
Hier erfolgte eine detaillierte EinflUhrung und ein fortlaufender Unterstitzungspozess
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Bei der Durchfuhrung der Bildgebung der Praparate (zweite Arbeit) unterstutzte mich Frau
Anna Weber (MTA) aus dem Labor fur Materialwissenschaften. Sie erlauterte die
genauen Ablaufe, von der Fixierung der Praparate, bis hin zur Gerateeinstellung und
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Die Datenerhebung beider Arbeiten erfolgte insgesamt maf3geblich durch mich selbst.
Auch im Bereich der Datenerhebung fanden regelmallige Abstimmungen mit Professor

Gotz und Professor Bourauel statt.
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Auswertung

Die Auswertung jeglicher Daten wurde von mir durchgefuhrt. Unter regelmalliger
Konsultation meines Doktorvaters wurden die vorliegenden Ergebnisse besprochen und
standig reevaluiert. Dies schlie3t die histologischen Farbungen ebenso ein, wie die
Auswertung des Bildmaterials der Mikro-CT Bilder. Messungen, Auszahlungen und
sonstige Ergebnisse wurden demnach unter regelmaRiger Absprache und Diskussion von
mir erhoben und in auswertbare Form uberfuhrt. Lediglich Metadaten wurden teilweise

gemeinsam ausgewertet.

Interpretation

Die Interpretation wurde durch mich selbst erarbeitet. Die Einordnung in die aktuelle
Literatur, sowie die Interpretation von neuen Ergebnissen, welche nur bedingt in die
aktuelle Literatur eingeordnet werden konnten, wurden selbststandig durch mich
erarbeitet. Insbesondere in der Interpretation der histologischen Befunde, zog ich in sehr
regelmaligen Abstanden meinen Doktorvater hinzu, um etwaige Folgefehler zu
vermeiden. Nach der Auswertung und Interpretation der einzelnen Falle, wurden
gemeinsam Erklarungsansatze erarbeitet, da bei vielen Fragestellungen keine

vergleichbare Literatur beim Thema ,Eagle-Syndrom® existiert.

Ich versichere, die Dissertationsschrift selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren

als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben
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Abstract

Objective The Eagle syndrome is a rare condition. The highly heterogeneous symptom complex arises from an elongated
styloid process or an ossified stylohyoid ligament. The causes of the pathological ossification processes are not fully under-
stood. This study aimed to investigate the histological structure of enlarged styloid processes (SP) and ossified stylohyoid
ligaments (SHL) in Eagle syndrome patients to understand their etiology and formation processes.

Methods A 2-year retrospective study was conducted, analyzing bone samples from 22 Eagle syndrome patients diagnosed
with either type I (enlarged SP) or type II (ossified SHL). Imaging, surgical planning, and histological investigations were
performed to characterize the bone structures. Histological analysis focused on bone structure, bone apposition, styloid tips
and ligaments, and intraosseous cartilage remnants. Covariates included patient demographics, surgical procedures, and
anatomical variations observed during histological examination. Microscopic analyses were conducted on tissue samples
using various staining techniques to evaluate bone structure, cartilage remnants, and signs of ossification.

Results Histological examination revealed lamellar bone in both type I and type II cases, with differences observed in bone
apposition and cartilage remnants. Subperiosteal bone apposition was more pronounced in type I cases, while cartilage
remnants with enchondral ossification were found in both types.

Conclusion Eagle syndrome comprises distinct types characterized by either enlarged SP or ossified SHL. Histological
findings suggest that both types involve osteogenesis from fibrous cartilage tissues and cartilage remnants, contributing to
bone tissue growth. Understanding these processes is crucial for effective diagnosis and management of Eagle syndrome.

Keywords Eagle syndrome - Styloid process - Stylohyoid syndrome - Stylohyoid ligament

Introduction choking sensation, dizziness, facial pain, tinnitus, and neu-
rological disturbances [2].

Eagle syndrome is an infrequent cluster of heterogeneous

symptoms caused by an elongated or abnormally shaped
styloid process (SP) (type I) or an ossified stylohyoid liga-
ment (SHL) (type II) [1]. The symptoms emerge due to an
impingement of the neurovascular structures in the vicinity
of the SP or the SHL. Common symptoms include a sensa-
tion of a foreign body in the throat, dysphagia, a persistent
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Embryological Development

The stylohyoid chain comprises the SP, the SHL, and the
lesser horn of the hyoid bone. According to Revilla and
Stuyt, the stylohyoid chain originates from Reichert’s carti-
lage, which forms the cartilaginous component of the second
branchial arch [3]. This arch contains ossification centers
with the potential to initiate mineralization processes in
response of certain stimulations [4]. The segmentation of the
embryologic derivation is further divided into five compo-
nents which begin to differentiate after 3 months of fetal life.
The proximal part is the tympanohyal. Following parts to the
distal ending are the stylohyal, ceratohyal, hypohyal, and
basihyal [5]. This theory suggests that the tympanic bone
and base of the SP arise from the tympanohyal component.

@ Springer



34

Journal of Maxillofacial and Oral Surgery

The main body of the SP arises from the stylohyal compo-
nent, and the hyoid bone forms from the hypohyal and basi-
hyal parts (Fig. 1). Lengele and Dhem [6] concluded slightly
deviating results in their histological studies. They suggested
that short styloids emerge solely from the tympanohyal part
of the Reichert’s cartilage, while long styloids develop from
the tympanohyal and the stylohyal part.

After investigating 50 human embryos and fetuses,
Rodriguez-Vazquez et al. [7] were convinced that the second
branchial arch contributes to only two segments which are
separated by mesenchymal tissue. First, a large component
which develops into the SP and second, a small distal part
from which the hyoid bone emerges. The ligaments and
small muscles that are attached to the SP derive from the
interjacent mesenchymal tissue. The SHL derives from the
ceratohyal part of the Reichert’s cartilage [8].

To date, no consensus exists regarding the developmental
processes of the SP in relation to the differentiation of the
second branchial arch. However, the second branchial arch

tympanohyal
\

stylohyalohyal
\

ceratohyal
\

minor horn

Fig.1 Schematic representation of the embryological derivation
of the styloid process and hyoid bone. The figure shows the differ-
ent anatomical parts of the SP and hyoid bone and the corresponding
embryological derivations of Reichert’s cartilage; tympanohyal =base
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plays an important role in connecting the aerodigestive tract
with the skull and hyoid bone [9].

Anatomy

Protruding from the inferior cranial base, the SP is an osse-
ous prominence neighbored by the mastoid process (poste-
rior lateral), the external acoustic meatus (lateral), the sty-
lomastoid and jugular foramen (posterior) and the carotid
canal in medial direction. In addition to the vascular struc-
tures passing through the skull base, the ansa cervicalis
branches, the cervical sympathetic chain and the hypoglos-
sal nerve travel posterolateral and inferior to the SP [10].
The close anatomical relationship of these structures (Fig. 2)
highlights the potential for various neurovascular and mus-
culoskeletal interactions between the elongated SP and its
surrounding tissues in the head and neck region [10].

ear canal

tympanic part of the temporal bone

basyhyal

Yeirr 202

of the SP; stylohyal=major part of the SP; ceratohyal =stylohyoid
ligament; hypohyal: minor horn of the hyoid bone; basihyal =hyoid
bone
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Fig.2 a Intraoperative situation after dissecting the stylohyoid liga-
ment from the tip of the styloid process. The right side of the image
shows the left ear. The cervical approach allows the view on almost
the complete elongated styloid process up to the skull base. The SP
was more than 8 cm long. b The resected SP is broken into two parts.

Pathology and Symptoms of a Prolonged Styloid
Process

Ossification of the SHL leads to decreased mobility,
flexibility, and elasticity of the ligament. Neurovascular
structures located medial to the ligament are at risk of
compression or entrapment by the ossified structure [11].

Eagle subdivided the syndrome into a classic and a
vascular type. Subsequently, he associated the classic type
to a group of symptoms caused by an impingement of cranial
nerves by the styloid tip and the vascular type caused by
pressure on the carotid artery (CA) and internal jugular vein
v [12].

Preoperative CT scans are most suitable for
sufficient surgery planning [13] and reveal two different
morphologies of the structures. Firstly, a large SP with
a pointed tip and a body with decreasing diameter in
proximal-distal direction and a rigid connection to
the skull base. The second entity is characterized by
an ossified ligament, tubular shaped with no change in
diameter throughout its course and often no ossified
connection to skull base. Even if not fully elucidated, a
strong correlation between traumatic events in the neck
region and ligament ossification is described [14]. An

It measures about 9 cm. The SP shown is the exact same from figure
number 2. ¢ 3D CT-reconstruction of the SP and calcified SHL. View
is from dorsolateral showing an almost complete ossification of the
ligament between skull base and hyoid bone

elongation of the SP itself without reactive metaplasia of
the ligament is triggered mainly by hyperplasia and may
result in a growth pattern evolved by traction forces at the
tip provoking elongation [6].

In a recent micro-CT study, we further proposed the
differentiation in the etiology concerning type I and II
forms [15].

Aim of this study was to identify the detailed
histological structure of enlarged SP and ossified
stylohyoid ligaments to strengthen this hypothesis.

Materials and Methods
Patients

In a 2-year retrospective study, we investigated bone
samples of 24 patients diagnosed with Eagle syndrome.
Other diagnosis leading to alike and typical symptoms
were carefully excluded. All patients obtained CT scans
prior to surgery. Ethical approval was given by the RIB
(no. 129-16).
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Surgical Procedure

Surgical interventions were performed under general anes-
thesia via extraoral approach [16]. The incision of the skin
was 4 cm long and about 3 cm underneath and parallel to
the jaw line. The platysma was dissected, and the tip of the
SP or ossified ligament was exposed by blunt preparation.
After identifying the structure, the stylohyoid ligament
was cut, and the SP prepared up to the skull bone (Fig. 2).
Smaller ligaments and muscles were detached, and the SP
was bluntly disconnected from skull base and extracted
(Fig. 3). Platysma and skin were sutured. A 4-cm skin inci-
sion was made approximately 3 cm inferior and parallel to
the mandibular margin.

Histological Investigation
We performed histological analysis on n =10 resected

enlarged SPs (Type I) and n =11 ossified ligaments (Type
D) [15].

According to the classification by Langlais, a
distribution of n =10 specimens of type I, n="7 specimens
of type 2, and n=4 specimens of type 3 was observed [17].

All excised specimens of the ESPs were fixed in 10%
neutral formalin, decalcified with 0.5 M EDTA solution
(pH 8.0), and embedded in paraffin for further processing.
Uniform sections of 5 pm thickness were cut from the SPs
and ossified ligaments and were stained with Hematoxylin
and Eosin (HE), alcian blue (AB), trichrome Masson-
Goldner (TC) and periodic acid Schiff (PAS) stainings.
Microscopic analyses were performed with a transmitted
light microscope (Axio Scope, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Germany).

Fig.3 a Reconstruction of SP of case a6 consisting mostly of com-
pact bone containing small medullary cavities and hyaline cartilage
remnants (asterisks), tip on the left side; H.E.; b Reconstruction of
the SP of case b2 representing stylohyoid ligament (arrow) with dis-
tal bone formation containing large hyaline cartilage remnants (aster-
isks) and hyaline cartilage rod (asterisk) proximally, tip on the left
side; H.E.; both original magnification (0.m.)x2.5 ¢ Reconstruction
of SP of case a9 showing cancellous bone with large medullary cavi-
ties containing fat marrow and large hyaline cartilage remnants (aster-
isks) in the center, tip on the left side with ongoing osteogenesis; d
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Reconstruction of SP of case al0 showing cancellous bone with small
medullary cavities containing red marrow (stars), tip on the left side;
both H.E., 0.m. X 5; e SP of case b10, compact cortical bone (c) with
cancellous bone containing large medullary cavities with mixed bone
marrow (stars), asterisk: hyaline cartilage remnant; trichrome staining
(tc), 0.m.x5; f SP case b6, compact cortical bone (c) with cancellous
bone containing large medullary cavities with mixed bone marrow
(stars), p=periosteum; H.E., o.m. X 10
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Results

A total of 24 patients were diagnosed with Eagle syndrome
and subsequently underwent resection of the SP and SHL
(female: n=14; male: n=10). The mean age of the patients
was 44.8 +9.4 years, ranging from 24 to 61 years of age.

Histology

Macroscopically and in lower magnification all specimens
appeared as rod-like longish bones (Fig. 3a, ¢, d); some of
them broken into several pieces artificially. In nearly all cases
remnants of inserting stylohyoid ligaments into the styloid
tip were observed. In one case b2, a stylohyoid ligament
could be retrieved presenting as tendon with intersectional
bone and hyaline cartilage rods embedded (Fig. 3b).

Bone Structure

The histological analysis shows lamellar bone in all cases
of both groups. The styloid bone in type I cases was char-
acterized by the appearance of cancellous bone in almost
every sample. N=6 samples showed coarse cancellous bone
trabeculae, especially in the central parts of the specimens
(Fig. 3c and d). In general, less and more tender trabeculated
bone was observed in type II (n=5) cases. Within the can-
cellous bone, remnants of red or white bone marrow could
be seen sometimes (Figs. 3c—f, 4b). Periosteum was found

in nearly every case (Figs. 3f, 4a, c¢). Due to surgical proce-
dures, insertions of styloid muscles were missing.

Bone Apposition

Subperiosteal bone apposition along the shaft (Fig. 4a—d)
of the styloid specimens was detected more frequently in
type I (n=9) specimens in contrast to n=7 cases in type
II bones. New bone formation obviously is proceeded by
subperiosteal formation of fibrous cartilage with subsequent
bone remodeling (Fig. 4b, c). In only few cases newly formed
osteoid without cartilage could be shown subperiosteally.
In two type II cases a6, al0 epiperiosteal osteogenesis
forming osteoma-like bony nodules or spiculae could be
seen (Fig. 4d).

Styloid Tips and Ligament

In n=9 cases of type I specimens and n =06 cases of
type II specimens fibrous cartilage caps at the tip were
observed (Fig. 4e, ), hyaline cartilage caps in only n=1
case of type I styloid and 3 cases of type II (Fig. 4h). In
nearly all cases zones of cartilage osteogenesis toward
the proximal end were obvious. In n=1 of type I styloids
and n=2 of type II styloids ongoing intramembranous
osteogenesis at the tips forming fibrous bone could be
observed (Fig. 4g). Inserting stylohyoid ligament fibers
or fiber remnants into the tip was seen very often (Fig. 4e,
h). Among these fibers, a high amount of elastic fibers
could be observed. In only one case of type I specimens, a

Fig.4 a SP of case b4, mid-shaft region consisting of compact bone
(©) wing PAS-positive staining of subperiosteal fibrous cartilage
(fc), p=periosteum; PAS staining, o.m.x5; b SP of case bl1, mid-
shaft region showing intra- and epiperiosteal ossification (o), star:
medullary cavity; H.E., o.m. X 10; ¢ SP of case al0, mid-shaft region
showing bony apposition layers (o) on the surface, p=periosteum;
H.E., 0.m.x20; d SP of case a6, osteoid-like nodule (arrow) on the
bone surface; tc, o.m. X 5; e Tip of SP of case a4 showing stylohyoid

ligament insertion (arrow) into small layer of fibrous cartilage layer
(fc); H.E., 0.m.x 10; f Tip of SP of case bl showing cap of fibrous
cartilage (fc); H.E., 0.m.x 10; g Tip (right side) of SP of case 5227
with ongoing intramembranous osteogenesis forming fibrous bone
(fb); H.E., 0.m.x20; h Tip of SP of case a6 showing cap of hyaline
cartilage (asterisk), arrows: remnants of stylohyoid ligament; alcian
blue staining (ab), 0.m. x5
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longer stylohyoid ligament tissue was detected with signs
of focal osteogenesis and focal fibrous tissue cartilage.
Longer ligament tissues were also detected in n=15 type
II cases, including an accessory intraligamentous bone in
one case and fibrous cartilages in another (Fig. 3b).

Intraosseous Cartilage Remnants

Intraosseous cartilage remnants appearing as cartilage
islands of different size and form were a frequent finding
(Figs. 3a, b, ¢, e, 5a—d). In n="7 cases of type Il and n=3
cases of type I styloid specimens hyaline cartilage islands
with clear demarcation to the surrounding bone were seen,
most of them showing signs of peripheral or chondral

Fig.5 a SP of case a9, large hyaline cartilage remnant (asterisk) in
the center of the mid-shaft showing signs of peripheral osteogenesis
(arrows): H.E., 0.m.Xx 10; b SP of case a6, cartilage remnant (aster-
isk) within compact bone showing peripheral osteogenesis (arrows);
ab, 0.m. X 10; ¢ SP of case b2, border between ossifying hyaline carti-
lage remnant (asterisk) and compact bone (c); H.E., 0.m. X 10; d same
specimen as in Fig. 5c, center of hyaline cartilage remnant showing

@ Springer

perichondral mineralization (asterisks) and apoptotic chondrocytes
(arrows); PAS, 0.m.x40 e SP of case a2, central part with areas of
fibrous cartilage (fc) intermingled with ossified areas (o); H.E.,
o.m. X 10; f SP of al3, central part showing remnants of fibrous car-
tilage (fc) with partly alcianophilic staining (blue), o=1amellar bone;
ab, o.m. x20
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ossification (Fig. 5a and c). Some islands also were in a
stage of degeneration with chondrocyte apoptosis and matrix
fibrillation (Fig. 5d). In n=4 cases from type I specimens
and only one from type II fibrous cartilage remnants were
intermingled with bone (Fig. 5e, f). There were also a few
specimens showing both types of cartilage remnants.

Discussion

Our study revealed histological findings of enlarged
styloid processes (SP) and ossified stylohyoid ligaments
(SHL) causing Eagle syndrome. Currently, there is still
discord about which anatomical structure, arising from the
Reicherts cartilage, defines the origin of the single parts of
the stylohyoid chain. Lenegele and Dhem suggest that small
styloids emerge only from the tympanohyal part, while at the
same time the stylohyal and ceratohyal part degenerate into
the ligament. Further, they claim that in large styloids, the
stylohyal part evolves into bone tissue until the age of eight
[5]. Revilla and Stuyt assert that the SP mainly emerges
from the stylohyal component and the tympanohyal part
contributes only to the base of the SP [3]. In a recent study,
we determined that two different anatomical variants cause
Eagle syndrome [15]. Type I describes an enlarged SP. Type
II describes the ossification of parts of the SHL. To the best
of our knowledge, this differentiation is not considered in the
literature of histological investigations on Eagle syndrome.
We could not identify clear indicators of whether the SHL
or the SP primarily originates from the tympanohyal or
stylohyal component. However, the anatomical shape, the
osseous ultrastructure, and the density of the cancellous
bone showed only small differences between the groups.

In all tips of the SP and the distal parts of the ossified
SHL, we found ligament insertion sites. The tip of the SP
or likewise the most distal part of the ossified SHL plays
an important role in the growth pattern of the structure.
We found fibrous cartilage as well as hyaline cartilage caps
in most of the specimens. Earlier studies reported about
cartilaginous caps, while a recent histological investigation
of ten cases found none of these caps and no evidence of
enchondral ossification [18]. We found numerous cartilage
caps with signs of calcified cartilage tissues and tidemarks
as a sign for enchondral ossification. Lengele and Dhem
[6] already mentioned this process as a possible cause
for growth in an early paper. Nevertheless, Jeyaraj [18]
hypothesized that traction forces and mechanical stress
may induce metaplasia in mesenchymal components of
the SHL and pluripotent periosteal cells, leading to the
elongation of the SP. We assume that osteogenesis is
additionally emanating from the fibrous cartilage tissue
at the tip of the SP and distal part of the SHL. Likewise,
Kim et al. investigated positive staining for HSP-70 and

HO-1 in ten samples of elongated SPs. HO-1 is known
for a downregulation of osteoclasts and upregulation of
osteogenous differentiation. Dense staining was shown
in the apical periosteal tissue. HSP-70 is a marker for
bone apposition. Summarizing our findings, we believe
that both groups of cartilaginous tissue play a role in the
growth of SP and ossification of SHL.

In all but one case of type II specimens and two-thirds
of type I specimens we discovered cartilage islets. Most
of these islets showed enchondral ossification. Previous
studies suggested that the cartilage islets are remnants of
the Reichert’s cartilage and have the potential for enchondral
ossification and subsequently for growth of the styloid or
ossification of the SHL [19]. In our study, we were able
to confirm this theory by showing clear ossification from
hyaline islets.

The SHL has the potential for ossification processes [20].
Historically, but also in recent literature tonsillectomy is
considered as a predisposing factor [21]. Further, trauma
in the head and neck area is discussed to be a risk factor for
ossification processes in the SHL [22]. Recently, researchers
discovered an association between root canal treatment and
ossification of the SHL, with a stronger correlation than
tonsillectomy, age and trauma [23]. However, in three
cases of our study, we found signs for osteogeneses in the
ligament. The reason for the rare finding in only three cases
may be the absence of ligament tissue in almost all of our
specimens. Nevertheless, evidence for ossification within
ligament tissue could be shown.

Ectopic calcification of soft tissue is known as
inappropriate biomineralization [24]. Fibroblasts and
osteoblasts are almost indistinguishable by gene expression
profiles. Further, there are no specific genes expressed by
osteoblasts that indicate biomineralization. Moreover,
osteoblasts can be seen as sophisticated fibroblasts, which
have the ability to form a mineralized extracellular matrix
when exposed to a sufficient environment and stimulus [25].

Based on the micro-CT findings in our latest study [15],
we expected an increased mineralization of type I bone tissue
compared to type II. Since type I tissue originates from the
skull base and type II bone emerges from newly formed
bone in the ligament. The comparability of mineralization
processes in both group is limited by the rather small number
of specimens. However, the mean overall mineralization of
bone tissue was higher in type I styloids compared to type
IT ossified ligaments. Since we discovered rather soft bone
tissue within the ligaments during surgery of symptomatic
type II cases, we suppose that early stages of ligament
ossification have the potential to be responsible for severe
symptoms. Surgery may be then performed in an early
stage of ossification and mineralization which might be the
reason for decreased mineralization processes of the type II
specimens in comparison with type I styloids.
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Table 1 Listing of all specimens including the patients’ age and sex, as well as histological characteristics related to bone metabolism

No Sex Age Bone structure Subperiost. apposition Tip Cartilage islets Ligament
a. ypel
al f 40  Compact, lamellar — Ligament +, hyaline, -
insertion, fibrous  ossification
cartilage
a2 f 43 Compact, lamellar (+), fibrous cartilage Ligament +, fibrous fibrous cartilage,
insertion, fibrous  cartilage ossification
cartilage
a3 m 37 Compact, lamellar (+), fibrous cartilage Ligament - -
insertion, fibrous
cartilage
a4 m 37 Compact, lamellar (+), fibrous cartilage Ligament - -
insertion, fibrous
cartilage
a5 m 40 Compact/ +, fibrous cartilage Ligament - -
cancellous, insertion, fibrous
lamellar cartilage
a6 f 50  Compact, lamellar + + Ligament +, hyaline -
insertion cartilage,
ossification
a7 m 50 Compact/ - Ligament +, fibrous and -
cancellous, insertion hyaline cartilage
lamellar
a8 m 50 Compact, lamellar — Ligament (+), fibrous -
insertion, cartilage
hyaline cartilage
a9 f 45  Compact/ +) Ligament + +, hyaline Osteogenesis
cancellous insertion (?), cartilage,
lamellar fibrous cartilage,  ossification
ossification
al0 f 61  Compact/ + + +, fibrous cartilage Fibrous cartilage, +, fibrous -
cancellous ligament cartilage
lamellar insertion (?)
all f 42 Compact/ + Ligament +, hyaline and -
cancellous insertion, fibrous  fibrous cartilage
lamellar cartilage
al2 f 51  Compact, lamellar; — Ligament +, fibrous -
bone- marrow insertion, fibrous  cartilage
cartilage
al3 f 50  Compact, lamellar + Ligament - -
bone insertion, fibrous
cartilage
b. ypell
bl f 59  Compact, lamellar (4) - Ligament (+), fibrous -
insertion, cartilage
fibrous cartilage,
ossification
b2 m 35 Compact, lamellar — - Ligament +, hyaline + +, hyaline
insertion cartilage, cartilage,
ossification ossification
b3 m 49 Compact, lamellar — +, fibrous Ligament - -
cartilage insertion, fibrous
cartilage
b4 m 31 Compact, lamellar (+) + Ligament + +, hyaline -
insertion, fibrous  cartilage
cartilage
b5 m 51 Compact, lamellar, — - Ligament +hyaline cartilage Intersectional
cancellous insertion tendon (?)
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Table 1 (continued)

No Sex Age Bone structure Subperiost. apposition Tip Cartilage islets Ligament
b6 f 52 Compact, lamellar, (+) + Ligament (+), hyaline -
cancellous insertion, cartilage
hyaline cartilage
b7 f 51 Compact, lamellar (+) +, fibrous Ligament ++, hyaline and -
cartilage insertion, fibrous  fibrous cartilage
cartilage
b8 m 40 Compact, lamellar (+) +, fibrous Ligament (+) hyaline and -
cartilage insertion, fibrous cartilage
hyaline cartilage,
ossification
b9 f 24 Compact, lamellar + +) Ligament +, hyaline -
insertion,
hyaline
cartilage
bl0 f 30  Compact, lamellar, + - Fibrous ++, hyaline -
cancellous cartilage, cartilage,
ligament insertion  ossification
bll f 57  Compact, lamellar — ++ Ligament ++, hyaline -
insertion, fibrous  cartilage,
cartilage ossification

The overall bone structures within the two types were
rather similar. Both types showed lamellar bone (Table 1).
Even though subperiosteal bone apposition could not be
determined in every case, we consider it to be an important
growth mechanism for the thickening of the SP. In earlier
studies, Lengele and Dhem observed peristyloid calcified tis-
sues that could be followed from the distal part, down to the
tip of the SP. These phenomena could be detected in short
and long styloids [6]. In the present study, the subperiosteal
apposition could be observed in most of the cases. Fre-
quently, an intermediate stadium of fibrous cartilage form-
ing into bone tissue could be noted. One case even showed
an osteoma-like bone apposition (Fig. 4d).

The present study has some limitations. Due to the lim-
ited number of specimens, the results of the semiquantita-
tive evaluation are not fully representative. Further, the bone
samples showed a wide diversity within the structure which
made it difficult to define regions of interest. Some of the
samples may have been incomplete which did not allow to
evaluate the tip, ligament or other structures of every sample
for comparison. Other histological characteristics showed
an anatomically wide distribution within the bone sample.

Despite the limited number of cases, certain peculiarities
were observed that can be distinguished between the histo-
logically differentiable type I and type II. Surgically, operat-
ing on type II cases was more challenging. Since the ossified
ligament was often significantly more mobile in the neck and
frequently adhered to the soft tissues, the surgeries took, on
average, one-third longer. The duration of symptoms prior
to surgery was highly heterogeneous, ranging from 3 weeks
to 12 years. The average pain intensity across all cases and

symptoms showed no significant difference between the
two groups. However, it became evident that tinnitus and
ear noises occurred only in type I cases which we explain
through the fact that the styloid attached to the skull base in
type I has the ability to irritate the middle ear and inner ear.
Similarly, foreign body sensations were more common in the
type I group. Improvements in symptoms after surgery were
comparable in both groups; however, ear problems persisted
the longest which may be due to the fact that central nervous
disorders often show a memory-like effect even when the
focus is erased.

Conclusion

Eagle syndrome may be either caused by type I (enlarged
SP) or type II (ossified SHL). Both types should be
distinguished, due to their different processes of formation
and embryologic development. However, osteogenesis is
emanating from the fibrous cartilage tissue at the tip of the
SP and distal part of the SHL. Subperiosteal bone apposition
is responsible for thickening of SP and ossified SHL.
Cartilage islets are found in both types and show additional
enchondral ossification that may also promote bone tissue
growth.

Surgically, operating on type II cases is more challenging.
Ear noises and foreign body symptoms are more common in
type 1. Auditory symptoms tend to persist the longest post-
operatively and, in some cases, may not resolve completely.
Type I and II can thus be differentiated in several aspects,
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ranging from histopathology to the postoperative clinical
situation.
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