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OSSZEFOGLALAS: Az otosclerosis az emberi oticus capsula
gyulladésos csontatépiilési zavara, amelyet a sejtosztddas-
és az apoptdzis-, tumor nekrozis faktor-alfa éltal 1étreho-
zott szabélyozési zavara jellemezhet. Az otosclerosis kor-
szovettani jellegzetességeit az elmilt évtizedekben részle-
tesen tanulméanyoztik és lefrtak, azonban a kiilénbozs
korszovettani- és klinikai stddiumokban észlelhets osteoc-
last-osteoblast anyagcserezavar molekularis bioldgiai jel-
lemzése még nem fejez8dott be. Negyven stapedectomia
soran eltivolitott, ankyloticus stapes talp (N=40, férfi-
ak=17, n8k=23) korszovettani vizsgilatat végeztiik el:
hagyoményos hematoxylin-eozin festést és hCIAP1/2-
(apoptozis inhibitor) valamint granzyme-b (apoptdzis in-
duktor) specifikus immunofluoreszcens vizsgalatot végez-
tiink. Negativ kontrollként négy darab egészséges stapes
talpat alkalmaztunk, melyeket eseménytelen fiilészeti
anamnézissel rendelkezd cadaverekbdl tavolitottunk el.
Az aktiv otosclerosist (N=19) a hCIAP1/2 apoptézis in-
hibitor fehérjék rendkiviil erds immunreakcidja jellemez-
te, ezzel szemben a granzyme-b specifikus immunreakcié
elhanyagolhatd jel6lsdést mutatott. Az inaktiv otosclero-
sis (N=8) esetén lényegében forditott immunreakcidt ta-
pasztaltunk, hiszen a granzyme-b erdteljes expresszidja
mellett a hCIAP1/2 specifikus immunreakcié hidnyzott. A
nem-otosclerosisos stapes fixdcick (N=13) és a negativ
kontrollként hasznalt stapes talpak (N=4) nem adtak ér-
tékelhetd granzyme-b specifikus reakciét, azonban a hCI-
AP1/2 komplex expresszidja finomszemcsés cytoplasmati-
cus fest6dés formajaban megfigyelhetd volt. Az apoptdzist
gatld és serkents fehérjék kifejez6dési szintje és mintdzata
statisztikailag is erGteljes Osszefiiggést mutatott a stapes
ankylosis szovettani diagndzisival és ezen beliil az otoscle-
rosis kérszovettani aktivitasaval (y2-proba, p<0,05). Az
otosclerosis aktiv és inaktiv stddiumaiban ellentétesen és
szokatlan mértékben kifejez8d8 apoptdzis inhibitor (hCI-
AP1/2) és induktor (granzyme-b) fehérjék a sejt-tdlélés és
az apoptdzis szabalyozasi zavaréra utalnak.

KuLcsszavak: apoptézis, granzyme-b, hCIAP1/2, nem-
otosclerosisos stapes fixacid, otosclerosis, sejt-tilélés

SUMMARY: Otosclerosis is an inflammatory bone remodel-
ing disorder of the human otic capsule, which might be
characterized by disturbed balance of cellular survival and
apoptosis due to increased expression of inflammatory cy-
tokines, mainly tumor necrosis factor-alpha. Histological
characteristics of otosclerosis have been well described
during the latest decades; however, the grading of differ-
ent histopathological and clinical stages has not been at-
tributed precisely to the molecular biology of the patho-
logically increased metabolism of osteoclast-osteoblast ax-
is. Forty ankylotic stapes footplates (N=40, males=17, fe-
males=23) removed by stapedectomy were histologically
analyzed: conventional hematoxylin-eosin staining and
hCIAP1/2 (inhibitors of apoptosis) and granzyme-b
(apoptosis inductor) specific immunofluorescent assays
were performed. Four normal stapes footplates obtained
from cadavers with negative otological history were em-
ployed as negative controls. Active otosclerosis (N=19)
was featured by robust expression of apoptosis inhibitor
proteins hCIAP1/2 and negligible expression of granzyme-
b. Inactive cases of otosclerosis (N=8) were characterized
by inverse reaction: granzyme-b was highly expressed;
however, hCIAP1/2 specific immunoreactions were ab-
sent. Non-otosclerotic (N=13) and normal stapes speci-
mens (N=4) showed no considerable granzyme-b expres-
sion and moderate hCIAP1/2 specific immunoreactions.
The expression pattern and level of apoptosis inhibitors
and inductors showed strong correlation with the histo-
logical diagnosis and activity of otosclerosis (y* test,
p<0.001). Detection of the inversely expressed apoptosis
inhibitor (hCIAP1/2) and inductor (granzyme-b) proteins
in active and inactive stages of otosclerosis demonstrates
pathological regulation of cell survival and apoptosis.
These results might provide the molecular basis of oto-
sclerotic bone remodeling disorder.

KEYWORDS: apoptosis, cell survival, granzyme-b, hCI-
AP1/2, non-otosclerotic stapes fixation, otosclerosis

Bevezetés

Az otosclerosis az emberi oticus capsula gyullada-
sos csontatépiilési zavara, amely a stapes talp rogzii-
lése és a belssfiil csontos tokjaban megjelend oste-
olyticus gbcok révén progressziv vezetéses és/vagy

szenzorineuralis hallascsokkenést okoz (1). Az otosc-
lerosisos gocok kizardlag az oticus capsulaban illetve
az ennek részeként felfoghaté stapes talpban jelen-
nek meg (1, 2). Az otosclerosis kérszévettani jelleg-
zetességeit és stadiumait az elmilt évtizedekben rész-
letesen leirtak; mégis felmeriil a kérdés, hogy az ak-
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tiv, illetve az inaktiv otosclerosis egyazon csontremo-
dellizacids zavar (otosclerosis-otospongiosis) egymés-
sal 6sszakapcsolhaté stddiumai-e, vagy kiilonbozs fo-
lyamatok egymastdl fiiggetlen manifesztaci6i?

Korébbi tanulményok eredményei szerint az aktiv
otosclerosisos gécokban nagymennyiség{i tumor nek-
r6zis faktor-alfa (TNEF-alfa) szabadulhat fel (2-5). A
TNF-alfa molekulaméreténél fogva (<50 kDa)
konnyen bediffundal a perilympha (Corti-lympha)
térbe, ahol megviltoztatva a kiilsd szdrsejtek elektro-
motilitasat, végss soron szenzorineuralis hallascsok-
kenést eredményez (5-7). A stapes talp otosclerosi-
sos atépiilése esetén a vestibularis felszin hyalinporc
rétege sériil, majd eltfinik, helyén lacunik és micro-
porusok alakulnak ki, melyek a TNF-alfa kidramlas
csatorndiként szolgalhatnak. A fenti elképzelést Ré-
pdssy és mtsai elegans elektronmikroszkdpos vizsgala-
taik soran szintén megerGsitették az otosclerosisos
stapes talpakban (8).

A TNEF-alfa két receptorral rendelkezik (9-11).
Az I-es tipustt TNF-alfa receptor (TNFRI, member of
TNF superfamily I) a biologiai hatasok lényegesen
szélesebb spektrumaval rendelkezik, mint a Il-es ti-
pusi TNEF-alfa receptor (TNFRII, member of TNF
superfamily-II) (10, 11). Az I-es és II-es TNF-alfa re-
ceptorokkal Osszefiiggésbe hozhaté jelatviteli folya-
matok koziil legfontosabbnak az Ggynevezett ,death
domain” medialt és kaszpaz-fiiggs apoptdzis indukcid
tinik (11-13). A TNF-alfa receptorok TRADD
(TNF receptor associated death) doménjei hozzako-
tédnek a FADD (fas-associating death domain contai-
ning protein) fehérjékhez, melyek a CPC-8 (cysteine
protein caspase-8) kaszpaz komplexek kialakuldsat
medidljak (13). A kaszpaz-8 jeldi fehérjék a legers-
sebb apoptézis effektorok kozé tartozva, igen gyors
programozott sejthalalt okoznak (11, 13).

Az apoptézis a sejthaldl egy specidlis formija,
amely a nekrozistdl funkciondlisan és morfolégiailag
is kiilonbozik (9, 10,14). Altalénossagban, az apop-
tozist a nuclearis chromatin kondenzécidja, a cytop-
lasma zsugorodésa, az endoplasmaticus reticulum té-
gulata és a sejtmembran holyagszer(i zarvanyai jel-
lemzik (13). Az apoptézis kétféle ttvonalon mehet
végbe: 1. a Bcl-2 4ltal gatolhat6 vagy masnéven int-
rinsic titon, melyet intracellularis karosodasok, cellu-
laris stressz, fejlédési rendellenességek és toxikus té-
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nyezSk inditanak el; és 2. a kaszpaz-8/10 fiiggs- vagy
extrinsic titon, melyet a ,death receptorok” ligandkoté-
se indukal (9, 10, 13, 14). A ,death receptorok” akti-
valédasa a TNF-szupercsalad ligandjainak (pl. TNF-
alfa) receptorkotidése révén kovetkezik be (15). A
TNE-szupercsaladhoz tartozé ligandok felszabadul4-
sa az immunrendszer konkrét cytotoxicus valaszaihoz
kothetd, melyek bizonyos virusfert&zések-, illetve a
CD8 pozitiv T-lymphocytdk (CTL, cytotoxic T
lymphocyte) és a természetes SlGsejtek (NK, natural
killer cells) érése és aktivalédasa soran alakulnak ki
(10, 13, 15).

Eddigi megfigyeléseink alapjan azt feltételeztiik,
hogy az otosclerosisban tapasztalhaté gyulladésos
csontatépiilési zavart az apoptozist gatlé (hCIAP1/2)
és serkentd (granzyme-b) fehérjék fiziologids egyen-
stilyanak TNEF-alfa altal okozott felboruldsa okozhat-
ja. Az 1-es tipusd (hCIAPI1, baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat 2) és a 2-es tipust (hCIAP2, baculo-
viral inhibitor of apoptosis repeat 3) apoptdzis inhibito-
rok olyan fehérjék szupercsaladjaba tartoznak, ame-
lyek a TNF-alfa receptor asszocidlt faktorok
(TRAF1, TRAF2) megkotése és az ICE-szer(i (inter-
leukin-1 converting enzyme) protedzok degradéldsa ré-
vén gatoljak az apoptozist (14, 16, 17). A hCIAP1 a
menadion altal indukélt apoptozist is gatolja (18, 19,
20). Ennek emlitése azért is fontos, mert a menadion
(és még szdmos toxicus szer, pl. cisplatin) hatasira
szabadgyokok keletkeznek, melyek kdzponti szerepet
toltenek be bizonyos szenzorineuralis hallascsokke-
nések pathogenezisében.

A granzyme-b-t (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocy-
te-associated serine esterase 1) CD8 pozitiv cytotoxi-
cus T-sejtek és NK-sejtek termelik (13, 19). Jelenleg
azt feltételezik, hogy a fenti sejtek azaltal védik meg
a szervezet egészséges sejtjeit, hogy a kiilonbozd,
nem-sajat felszini antigéneket kifejezs, altaldban
intracelluldris pathogénekkel fertdzott sejtekben
apoptézist indukélnak (9, 10, 14). A granzyme-b
kozponti szerepet tolt be a célsejtek gyors apoptdzis
indukci6jaban (10, 14).

Tanulmanyunkban otosclerosisos és nem-otoscle-
rosisos stapes talpak hCIAP1/2 és granzyme-b exp-
ressziés mintézatat vizsgiltuk az otosclerosis kérszo-
vettani aktivitdsaval Osszevetve, azzal a céllal, hogy
felfedhessiik az otosclerosis egyes stddiumai kozote
észlelhetd atmenet molekularis bioldgiai hatterét.

Anyagok és médszerek

Betegek és kontroll mintdk

Tanulminyunkban negyvennégy stapes talp

(N=44, férfiak=20, nck=24) koérszovettani és im-
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munfluoreszcens vizsgalatat végeztiik el. A fenti
mintak koziil negyven ankyloticus volt (N=40, férfi-
ak=17, n6k=23), ezeket stapedectomia sordn tavo-
litottak el. Az eltavolitott stapes mintidkat azonnal
pufferelt formalin oldatba helyeztiik. A betegek 4tla-
géletkora 42,19 év volt (tartomany: 21-67 év). A ta-
nulminyban felhasznalt mintékat elGzetes szdvettani
vizsgalatok alapjan (H.E. festés) valogattuk ki egy
nagyobb, ankyloticus stapes mintakbol 4ll6 anyagbol
(N=217), annak érdekében, hogy kisebb és repre-
zentativ otosclerosisos- valamint nem-otosclerosisos
stapes mintakbol 4ll6 vizsgélati csoportokat nyer-
jiink. A stapes fixaci6 klinikai diagndzisat az otosco-
pos-, az audiolégiai- és a tympanometrids leletekre
alapoztuk. Az 1000 Hz-es frekvencidn mért csont-1ég
koz legalabb 30 dB volt. A preoperativ tympanomet-
ria sordn az esetek 27%-dban A-tipusd, mig 73%-
dban As-tipust tympanogramot kaptunk. A stapes
fix4cio a betegek kétharmadaban klinikailag kétolda-
li volt, azonban minden beteg esetén csak egy stapes
mintit elemeztiink, mivel a rovid vizsgalati id&szak-
ban az esetek nagy tobbségében csak egy oldali sta-
pedectomia tortént. Negativ kontrollként négy ese-
ménytelen fiilészeti anamnézissel rendelkezs cada-
verbdl szarmazé jobb oldali stapes talpat alkalmaz-
tunk (az eltavolitas az exitust kdvets 24 6ran beliil
tortént, férfiak=3, n6=1). A negativ kontrollok 4t-
lagéletkora 53,2 év volt (tartomény: 48—63 év). A
stapes mintikat 2009. februar és 2009. november ko-

zott gytijtottik (PTE, AOK, Fil-Orr-Gégészeti és
Fej-Nyaksebészeti Klinika; SZTE, AOK, Fiil-Orr-
Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika; Bajcsy-Zsi-
linszky Koérhaz, Fiil-Orr-Gége Osztaly). A tanul-
manyt az Egészségiigyi Tudomanyos Tanécs Tudoma-
nyos Kutatdsetikai Bizottsdga az ETT-TU-
KEB/200811354789 nyilvantartasi szimon engedé-
lyezte.

Szovettani és hCIAP1/2- valamint granzyme-b
specifikus immunfluoreszcens vizsgdlat

A negyvennégy stapes mintat 10%-os (m/v) puffe-
relt formalin-oldatban fixiltuk, majd 0,5 M-os Na-
EDTA oldatban (natrium etilén-diamino-tetraace-
tat, 72 6ra, 4 °C) dekalcinaltuk. A mintakat 15%-os,
analitikai tisztasdga zselatinba 4gyaztuk (24 ora,
56 °C), majd 4%-os (m/v) paraformaldehid oldatban
Gjrafixaltuk (24 6ra, 20 °C). A megszilardult zsela-
tinbol kiképzett szovettani blokkokat krioprotekcié
céljabosl 20%-o0s (m/v) szacharéz oldatba helyeztiik
(2 6ra, 4 °C), majd 10 wm vastagsdgi metszetekre
szeleteltitk (—40 °C) (MNT cryomicrotome, Slee,
Németorszag). A metszeteket 0,1 M-os, 0,02% (m/v)
natrium azidot is tartalmazé PBS-ben (phosphate-
buffered saline) taroltuk 4 °C-on. A 10 um vastagsa-
gl metszetsorozatokbdl két parhuzamos vizsgalatot
végeztiink: 1. hagyomanyos hematoxylin-eozin
(H.E.) festés; és 2. hCIAP1/2 valamint granzyme-b

specifikus immunofluoreszcens vizsgalat. A hema-

1. tablazat

A hCIAP-1/2 és a granzyme-b apoptdzis markerek expresszidja kiilonb6z6 okokbdl fixalt és
normalis stapes talpakban

Szovettani lelet (N=44) | 'ThCIAP-1 | ’hCIAP-2 | 3granzyme-b

Otosclerosis (N=27)

Aktiv- (N=19) ++++ ++++ —/+

Inaktiv- (N=8) - —/+ 44+

Hyalinporc réteg ++ +++ —/+
Nem-otosclerosisos stapes fixdcié (N=13)

Annularis calcificatio N=11) + + -

Haemosiderosis (N=2) + + _

Hyalinporc réteg ++ +++ _
Normilis stapes talpak (N=4) ++ ++ _

Hyalinporc réteg ++ +++ _

ThCIAP-1 — hivatalos (PubMed Génbank) név: baculoviral IAP (inhibitor of apoptosis) repeat-containing 2;
2hCIAP-2 - hivatalos (PubMed Génbank) név: baculoviral IAP (inhibitor of apoptosis) repeat-containing 3;
3granzyme-b — hivatalos (PubMed Génbank) név: cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1.

Az immunfluoreszcens rakcidk intenzitasa és mintazata: +: gyenge annuldris immunreakcié; ++ gyenge homogén

2z

immunreakcié; ++ + er8s homogén vagy gyenge granuléris immunreakcid; +++ + erds sszefolyo és erSteljes gran-

ularis reakcid; — negativ reakcié

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 56(1), 2010

251



toxylin-eozin festés részleteit korabbi tanulménya-
inkban mar bemutattuk. A metszetek masik részét
0,2 M-os, Protein Block™ oldatot is tartalmaz6 PBS-
ben mostuk (20 perc, 20 °C) (1% [m/v], bovine se-
rum albumin [BSA], 0,09% [m/v], natrium azid,
0,1% [m/v], Tween-20) (BioGenex, CA, Egyesiilt
Allamok). A blokkolt metszeteket 0,005 mg/ml kon-
centricioju poliklonalis kecske anti-human hCIAP1
antitest oldattal inkubéltuk (100 wl, 0,02% [m/v]
natrium azid, 20 °C, 246ra, folyamatos razas) (R&D
Systems, Egyesiilt Allamok). Az els§ elsédleges anti-
testet 0,2 M-os PBS oldattal kimostuk. Ezt kévet&en
a metszeteket 0,005 mg/ml koncentriciéja poliklo-
nalis szamar anti-human hCIAP2 antitest oldattal
inkubaltuk (100 ul, 0,02% [m/v] natrium azid, 20 °C,
24 o6ra, folyamatos razas) (R&D Systems, Egyesiilt
Allamok). A masodik elsédleges antitestet szintén
0,2 M-os PBS oldattal mostuk ki. Végiil a harmadik

e

primer antitesttel torténd inkubalds kovetkezett:
0,02 mg/ml koncentraciéjia monoklonélis egér hybri-
doma anti-huméan granzyme-b specifikus antitest ol-
dat (100 wl, 0,02% [m/v] natrium-azid, 20 °C, 24
6ra, folyamatos razés) (R&D Systems, Egyesiilt Alla-
mok). A harmadik elsédleges antitestet szintén 0,2
M-os PBS oldattal mostuk ki. A mosasi lépéseket ko-
vet8en a metszeteket 0,005 mg/ml koncentricioja,
Northern Lights™ mark4jt, szamar anti-kecske IgG
oldattal inkubaltuk, mely NL-493 fluorokrémot tar-
talmazott (50 wl, 20 °C, 12 ora, folyamatos razas)
(R&D Systems, Egyesiilt Allamok). Az els6 mésod-
lagos antitestet 0,2 M-os PBS-ben mostuk. Ezutin a
masodik secunder antitest hozzdadéasa kovetkezett:
0,005 mg/ml Northern Lights™ kecske anti-szamar
[gG NL-557 fluorokrommal jelslve (50 wul, 20 °C, 12
6ra, folyamatos razés) (R&D Systems, Egyesiilt Alla-
mok). Mosast kovetSen a metszeteket végiil a har-

hCIAP1

granzyme-b

1. dbra. A hCIAP1/2 és a granzyme-b expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata aktiv otosclerosis esetén.

A: Aktiv otosclerosisos géc a stapes talp hdtsé pélusaban (H.E.). Hypercellularitas és tdgult pseudovascularis terek
(fekete nyil) észlelhettk. A fehér nyil egy tdgult érre mutat.

B: A hCIAP1 expresszié kimutatdsa az el6z6 metszetben. Az osteoclastok élénk, granularis és perinuclearis hCIAP1
specifikus immunreakciét adnak. A kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a hCIAP1 kifejezédést adé osteoc-
lastokat.

C: Az otosclerosisos géc sejtjei intenziv homogén, cytoplasmaticus hCIAP2 specifikus immunreakciét mutatnak. A
kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a hCIAP2 kifejezédést adé osteoclastokat.

D: A granzyme-b specifikus immunreakcié gyakorlatilag negativ. A fehér nyilak az otosclerosisos gécok tagult

pseudovascularis tereit mutatjdk.
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madik masodlagos antitesttel inkubaltuk: 0,005
mg/ml koncentraciéji, Northern Lights™ markaja,
szamar anti-egér [gG, mely NL-637 fluorokrémot
tartalmazott (50 ul, 20 °C, 12 6ra, folyamatos rizas)
(R&D Systems, Egyesiilt Allamok). Minden antitest
inkubécios 1épést steril nedves kamrdban végeztiink
el. A targylemezre felszedett metszeteket UV-fény 4t-
ereszt$ fedGanyaggal fedtiik le (PromoFluor Antifade
Reagent, Promocell, Németorszdg). A szdvettani
metszetek fényképezését UV-fény alatt, atlagosan
96-123 ms expozicids id6vel végeztiik el. Az NL-493
jeld flourokrémnal 510-, az NL557-jel{inél 574-, mig
az NL637-jeltinél 650 nm-es gerjesztési hullimhosz-
szat alkalmaztunk. A digitalis fényképeket jpeg fajl-
formatumban archivaltuk (Axioskop2 MOT, Axiovi-
sion 4.0, Zeiss, Németorszag).

Eredmények

A tanulmanyban szerepls stapes talpakbdl két
parhuzamosan elemzett metszetsorozatot készitet-
tiink, melyeket hagyomanyos hematoxylin-eozin fes-
tésnek és hCIAP1/2 valamint granzyme-b specifikus
immunfluoreszcens vizsgalatnak vetettiink ald. A
részlegesen eltivolitott és utélag nem rekonstruélha-
to stapes talpakat kizartuk a tanulmanybdl, hiszen az
ovilis ablakban maradt eliils- illetve hatso stapes
talp részletek tartalmazhattak a valédi csontos fixa-
ciét okozé elvéltozéast. Azok a fragmentélt minték,
amelyeket a szdvettani orientacié és a bedgyazas so-
ran sikeresen rekonstruiltunk, a tanulmanyban ma-
radtak. Korszovettani vizsgalattal aldtdmasztott
otosclerosist 27 ankyloticus stapes talpban diagnosz-

granzyme-b

2. dbra. A hCIAP1/2 és a granzyme-b expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata csokkent aktivitdsit otosclerosis esetén.
A: Mérsékelt aktivitdsit otosclerosisos goc a stapes talp eliilsé pélusdban (H.E.). A pseudoseptumokkal elvdlasztott
pseudovascularis tereket fekete nyil mutatja. A fehér nyil egy tdgult eret mutat. Az osteoid alapdllomdny még hyper-
cellularis, a cementvonalak azonban szabdlytalan fonatos és koncentrikus mintdzatot mutatnak. Az otosclerosisos géc
osteoclastjai iires hypochromaticus magokkal biré sejt haloként jelennek meg.

B: A hCIAP1 expresszié kimutatdsa az el6z6 metszetben. Az otosclerosisos 1éziét alkoté osteoclastok, kizepesen erds,
annularis immunreakciét mutatnak. A kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a hCIAP1 kifejezédést adé oste-
oclastokat.

C: A hCIAP2 specifikus immunreakcié gyenge granularis cytoplasmaticus festédést mutat. A kis képinzert nagyobb
nagyitdssal mutatja be a hCIAP2 kifejezddést adé osteoclastokat.

D: A granzyme-b expresszié intenziv homogén cytoplasmaticus mintdzatot kéwet. A kis képinzert nagyobb nagyitdssal
mutatja be a granzyme-b kifejezédést adé osteoclastokat.
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granzyme-b

3. dbra. A hCIAP1/2 és a granzyme-b expresszié immunfluoreszcens vigsgdlata inaktiv otosclerosis esetén.
A: Inaktiv otosclerosisos géc a stapes talp eliilsé polusdban. Hypocellularitas, hypovascularisatio, jelzett basophilia és
a cementvonalak fonatos szerkezete figyelhets meg (H.E.). A hyalinporc réteg deformdlt (fekete nyil). EP: eliilsé p6-

lus, ESZ: eliilsé szdr, ST: stapes talp.

B: A hCIAP1 specifikus immunreakcié gyenge annularis festddési mintdzatot mutat.
C: A laesiot alkots sejtek hCIAP2 expresszidja elhanyagolhaté mértékii. A fehér nyil egy eret jelol, melynek endothe-

liuma jelentds hCIAP2 expressziét mutat.

D: Szemben az apoptézis inhibitorokkal, a granzyme-b specifikus immunreakcié rendkiviil élénk, homogén cytoplas-
maticus festodést ad. A kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a granzyme-b kifejezddést ado sejteket.

tizaltunk. Ezen betegek kozott az otosclerosisos goc
19 esetben volt aktiv és 8 esetben inaktiv (I. tabld-
zat, 1. dbra, 2. dbra, 3. dbra). Az aktiv otosclerosist
vaskos, deformalt stapes talp jellemezte, amelyben a
cementvonalak szabalytalan, fonatos elrendez&dést
mutattak. Ebben az esetben az otosclerosisos géc jel-
legzetesen basophil fest6dést mutatott; a hypervas-
cularisalt, fibrosus stroméban szdmos tébbmagvi os-
teoclast és szabdlytalan osteoblast volt felfedezhetd.
Az otosclerosisos gécok Osszességében ,svdjci sajtra”
emlékeztets szerkezetet mutattak, amely a tdgas és
kotSszovetes septumokkal tagolt pseudovascularis
tereknek koszonhetd. Ezen terek valéjaban a Hows-
hip-tipust osteolyticus lacuniknak felelnek meg (1.
dbra, 2. dbra). Az inaktiv otosclerosist szdvettanilag
elsGsorban eosinophil fest6dés, valamint a cement-
vonalak fonatos és helyenként lamellaris elrendezs-

dése jellemezte. Az osteoclastok és az osteoclastok
hidnyoztak, helyiiket ,halo” sejtek foglaltak el. A
pseudovascularis terek kozel teljes obliteratiét mu-
tattak. A teljesen atépiilt csontallomanyt hypocellu-
laritas, avascularisatio és intenziv eosinophil fest&dés
jellemezte (3. dbra). A tizenhirom nem-otosclerosi-
sos stapes talpban annularis calcificatiét (eosinophil
extracellularis matrix, csdkkent cellularitas és hypo-
vascularisatio; N=11) és haemosiderosist (teljes 4t-
épiilés a stapes talpban szdmos haemosiderophaggal;
N=2) talaltunk (I. tdbldzat, 4. dbra).

A stapes talpak vestibularis felszinének hyalinporc
rétegében elhelyezkedd chondrocytdk minden eset-
ben erés hCIAP1/2 specifikus fest6dést mutattak (1.
tablazat, 4. abra). A granzyme-b specifikus immunre-
akci6 ezzel szemben negativ volt (1. tdbldzat, 4. dbra).
Ez az eredmény nem volt meglepd, hiszen ezek a sej-
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‘ hCIAP2

4. dbra: A hCIAP1/2 és a granzyme-b expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata nem-otosclerosisos stapes fixdcick és

egészséges stapes talpak esetén.

A: annularis calcificatio (H.E.). A stapes talp deformadlt, acellularis, a cementvonalak lamellaris mintdzatot kévet-

nek. A hyalin réteg feltoredezett (fekete nyil).

B: Az el6z6 metszetben gyenge annularis hCIAP1 expresszié észlelhetd.
C: A hCIAP2 szintén gyenge annularis kifejezédési mintdzatot mutat.

D: A granzyme-b specifikus immunreakcié negativ.
E: Normadlis stapes talp (H.E.).

F: Az el676 metszetben gyenge annularis hCIAP1 expresszi6 észlelhetd.
G: A hCIAP2 szintén gyenge annularis kifejez6dési mintdzatot mutat.
H: A granzyme-b expresszidja nem mutathaté ki. A beillesztett kisebb képek a stapes talp vestibularis felszinén lévd
hyalinporc réteg hCIAP1 és hCIAP2 specifikus immunreakcidjét mutatjdk. A szovettani diagnézistdl fiiggetleniil, a

22

chondrocytdk erds, annularis reakciét adnak az apoptdzis inhibitor fehérjékkel szemben

tek az egész élet soran perzisztalé embryonalis ma-
radvanyként foghatdk fel, amelyek a programozott
sejthalal jeleit nem mutatjak. Ezek a nyugvé, immor-
talizalt chondrocyték lehetnek a stapedialis otoscle-
rosis kiindulasi sejttipusai.

Az apoptozis inhibitor (hCIAP1/2) és induktor
(granzyme-b) fehérjék expresszids szintjei és minta-
zata statisztikailag szignifikdns dsszefiiggést mutatott
az otosclerosis szdvettani aktivitdsaval (X2-préba,
p<0,05) (I. tdblazat). Az aktiv otosclerosist a tagas
pseudovascularis {irokben elhelyezkedd, szdmos
tobbmagvt osteoclast tipusd 6ridssejt jellemezte,
amelyek igen élénk, granularis hCIAP1 és hCIAP2
antigén expressziét mutattak (1. dbra). A hCIAP2

fehérjével szemben, amely homogén cytoplasmaticus
expressziot mutatott, a hCIAP1 kifejez8dését granu-
laris perinuclearis mintézat jellemezte (1. dbra, 2. db-
ra). Aktiv otosclerosis esetén a granzyme-b immun-
reakci6 negativ volt, amely erSteljesen gatolt apop-
tozisra és a hagyoményos metszeteken is megfigyel-
hetd élénk sejtproliferaciéra utal (1. dbra). Ebben az
esetben a sejt-tilélés is megnovekedett az élettani-
hoz képest, de ez a pillanatképként értelmezhets
H.E. festett metszeteken nem interpretalhaté. Az ak-
tiv otosclerosissal szemben az elrehaladott, inaktiv
otosclerosist kisszamd, gyenge linearis vagy negativ
hCIAP1 és hCIAP2 expressziot mutatd osteoclast
jellemezte (3. dbra). A H.E. festett metszeteken az
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AKTIV OTOSCLEROSIS

Genetikai prediszp ozicié (CD46)
Kanyarévirus (IMV)

°®, .I

Sejtosztodas, megnivekedett sejt-tilélés,
osteoclast aktivacio, hypervascularizacio

5. abra

INAKTIV OTOSCLEROSIS

. Apoptoticus sejtek
0

%
TUres (halo) sejt . =
L

-

Inaktiv -
osteoclast

NK sejt . cDs T
TL

v

Ures sejtek, apoptézis, az osteoid allomany
mennyisége novekszik, hypo-, avascularizacio

5. dbra: Az otosclerosis egyes korszovettani stddiumai kézétti dtmenetet dbrdzolé sematikus diagramm.
Az aktiv otosclerosist az NK- és a CDS8 pozitiv T-sejtek dltal termelt TNF-alfa és TRAF felszabadulds jellemzi,
amely osteoclast aktivdciét, fokozott sejt-titlélést és hypervascularisatiét eredményez. Az aktivdlt osteoclastok még

tobb TNF-alfdt termelnek, mellyel az osteoclast precursorok toborzdsdt érik el. Negativ feed-back folyamatként foko-
z0dik az apoptézis inhibitor fehérjék expresszidja, mely a TNF-alfa dltal indukdlt apoptézist gdtolva, majd lassitva a
sejtek tilélését biztositja.

Az inaktiv otosclerosist nagy mennyiségii avascularisalt osteoid alapdllomdny jellemzi, melybél az osteoclastok madr

hianyoznak. Az aktivdlt immunsejtek tovdbbi akkumuldcidja intenziv granzyme-b és perforin felszabaduldssal jar,
amely a célsejtek apoptozisdhoz és az otosclerosisos folyamat kiégéséhez vezet.

Réwiditések ag dbrdban:

CD8+TL: CD8 pozitiv T-lymphocyta, CD46: kanyarévirus receptor, hRCIAP1: apoptézis inhibitor,

hCIAP2: apoptézis inhibitor, MV: kanyarévirus, NK-sejt: naturdl killer sejt, TNF-alfa: tumor nekrézis faktor-alfa,
TNEFRI: I-es tipusit TNF-alfa receptor, TNFRII: Il-es tipusii TNF-alfa receptor,

TRAF1: TNF-alfa receptor asszocidlt faktor 1, TRAF2: TNF-alfa receptor asszocidlt faktor 2.

inaktiv otosclerosist iires, chromatin-mentes sejtar-
nyékok jellemezték, amelyek rendkivil erGteljes
granzyme-b specifikus immunreakciét adtak (2. 4bra,
3. dbra). Ez a megfigyelés a programozott sejthalal
aktiv folyamatara utal.

Szemben az otosclerosisos stapes talpakkal, a
nem-otosclerosisos stapes fixaciok esetén és az egész-
séges stapes talpakban a granzyme-b expresszi6jat
nem tudtuk igazolni (4. dbra). A hCIAP1/2 apopto-
zis inhibitor fehérjék gyenge (élettani) immunreakci-
6t mutattak, amely gatolt apoptdzisos folyamatra

utal (4. dbra).

Megbeszélés

Megfigyeléseink tovéabbi informaciéval szolgdlnak
az otosclerosis gyullad4sos pathogenezisét- és a kii-
16nboz8 kérszdvettani stadiumok dtmeneteinek mo-
lekuléris hatterét illetGen.

Az aktiv otosclerosisban megfigyelheté fokozot
csontremodellizicié pathogenezise jelenleg is tiszta-
zatlan. Kiiléndsen nehéz erre magyarazatot adni az
oticus capsula sajatos anyagcseréjének fényében. Az
oticus capsula és a stapes talp enchondralis tipusi
csontosodasa a sziiletést kdvetd egy évben fejezddik
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be (1). A csontosodas befejeztével, az oticus capsula-
ban, normélis koriilmények kozott nem észlelhets a
csontrendszerre egyébként jellemzs, folyamatos
csontatépiilés (1). Egy éves kor utin a belsdfiil cson-
tos tokjaban biokémiai mdédszerekkel sem osteoblast-
sem osteoclast aktivitds nem mutathaté ki (1).

Az otosclerosis kialakuldsdban minden bizonnyal
genetikai tényezSk is szerepet jatszanak, de a pontos
oroklésmenet maig tisztdzatlan (21, 22). A csalddfa-
kutatds modszerét alkalmazé epidemiolégiai- és po-
puldcids genetikai vizsgdlatok szerint a csalddilag
halmozott stapes ankylosis 40-50%-0s penetrancii-
val jellemezhetd autoszémalis domindns 6roklésme-
netet kovet (21, 23, 24). A genetikai kapcsoltsigi
(linkeage) tanulmanyok nyolc otosclerosisos 16kusz
(OTSC1, OTSC2, OTSC3, OTSC4, OTSCs,
OTSCo6, OTSC7, OTSCS8) létét feltételezik, ame-
lyek a 15q, 7q, 6p, 16q, 3q, 6q és a 9p kromoszomé-
kon helyezkednek el (21, 22). Annak ellenére, hogy
ezen lokuszok feltérképezése megtortént, hozzdjuk
sem gént, sem innen transzlalodott fehérjét nem si-
keriilt kotni, ennek megfelelen nincs elképzelésiink
az altaluk érintett molekularis folyamatokrdl (21, 23,
24). A genetikai vizsgalatok legtdmadhatébb pontja
az, hogy a kiilonboz8 szerzsk Ggy végeztek genetikai
kapcsoltsagi tanulmanyokat, hogy a klinikailag sta-
pes ankylosissal jellemezhet$ betegeket otosclerosi-
sosnak tekintették; azonban ennek megerdsitésére
szdvettani vizsgalatokat nem végeztek (21-24). A
fenti megfontoldsokon til, a hagyomanyos monogé-
nes oroklésmenetet sugalmazé elméletek szamos to-
véabbi kérdést vetnek fel: 1. minden ismert, stapes fi-
xacidhoz kapcsolodé génmuticié (pl. NOG) nem-
otosclerosisos stapes fixaciot okoz, 2. ha valéban mo-
nogénes az 6roklésmenet, akkor az otosclerosis miért
nem gyermekkorban manifesztalédik?, 3. hogyan il-
leszthetd a gyulladésos-osteolyticus folyamat a mo-
nogénes droklésmenetbe? 4. miért egy komplex sza-
bélyozé rendszer zavarat észleljik és miért nem
egyetlen géntermék funkciézavara domin4l?

Az otosclerosis genetikai hatterének legelfogadha-
tobb magyarazatit a CD46-tipust kanyardvirusre-
ceptorok kiilonbozd splicing varidnsainak véltozatos
expresszidja adhatja (25). A kanyarévirus etiolégiai
szerepe az otosclerosis pathogenezisében az elmlt
hisz évben meriilt fel (1-3). A kanyar6virus orga-
notropizmust mutat az oticus capsula irdnt, amely ki-
zardlag a paramyxovirus receptor (CD46) izoformédk
sajatos kifejez6dési mintdzatdval magyarizhat6. Ka-
rosi és mtsai négy Gj CD46 splicing varidnst azonosi-
tottak otosclerosisos stapes talpakban: osl, 0s2, 0s3
és 0s4 (25). Az Gjonnan leirt CD46 variansokat rovi-
debb vagy hidnyzé transzmembrian domének illetve

egy meglehet&sen ritka és pathologiss jelatvitellel bi-
16 cytoplasmaticus farok jellemzi, azonban virusksts
képességiik véltozatlan (25). Més szerzékhoz hason-
l6an azt feltételezziik, hogy az otosclerosis pathoge-
nezisében a legfontosabb tényezs a folyamatosan ki-
fejez8d8 viralis antigének altal kivaltott masodlagos
autoimmun reakcié (1, 2). Az otosclerosis korai sta-
diumaiban észlelhets, fokozott I-es és Il-es tipusd
TNF-alfa receptor expresszié a gyullad4sos osteolyti-
cus kaszkad aktivalodasat eredményezi (12). Szamos
gyulladdsos cytokin (TNF-alfa, IL-1, IL-2, IL-6,
TGF-béta) és csontspecifikus szabilyozé fehérje (os-
teoprotegerin  [OPG], bone morphogenetic protein
[BMP], dystrophic dysplasia sulfate transporter
[DDST]) tovéabbi mésodlagos szerepet jatszhat eb-
ben a folyamatban (4, 5, 26, 27).

Jelen megfigyeléseink jol illeszkednek az osteoc-
last-TNF-alfa-RANK tengely molekularis szint{i in-
terakcidinak kordbban leirt zavardhoz. A hCIAP1 és
a hCIAP2 fehérjék fokozott expresszidja lehet a mo-
lekuléris véalasz az aktiv otosclerosisban megfigyelt,
NK-sejtek és osteoclastok dltal medialt intenziv
TNEF-alfa felszabadulasra. A TNEF-alfa hozzakotsdik
a sajat tn. decoy receptoraihoz (TNFRI és TNFRII),
aktivilja a TNF-alfa receptor asszocialt faktorokat
(TRAF1 és TRAF2) és a viltozatos death domének
aktivaciojaval feltartéztathatatlanul elinditja a prog-
ramozott sejthalal folyamatat. Az apoptdzis inhibitor
fehérjék nem lépnek kozvetlen kapcsolatba a TNE-
alfaval és a TNF-alfa receptorokkal, azonban biolé-
giai hatéasaikat kozvetve a TRAF1 és a TRAF2 inak-
tivacidjaval gatoljak (14, 19). Ezenkiviil a hCIAP1 és
a hCIAP2 kozvetleniil képes a TNF-alfa receptor al-
tal aktivalt kaszpaz-3 és kaszpaz-7 fehérjékhez kotsd-
ni, tljes mértékben gatolva ezzel proteolyticus aktivi-
tasukat (13). Az apoptozis inhibitor fehérjék patho-
l6gidsan megemelkedett expresszidja végiil fokozott
sejt-talélést, sejtproliferaciot és kiterjedt osteoclast
aktivaciot okoz (5. dbra). Korabbi tanulményok sze-
rint egy aktiv otosclerosisos géc atlagos élettartama
5-7 év kozott mozog (1, 4, 5). Ezen id@szak alatt a
TNF-alfa- és a kovetkezményes hCIAP vélasz lassan
kimeriil, amely az otosclerosisos goc cstkkend vascu-
larisati6jaban és az osteoclastok inaktivacijdban
nyilvanul meg (5. dbra). Az osteoid alapallomany
mennyisége megnd, az osteolyticus lacundk és a pse-
udovascularis terek besziikiilnek. A csékkend aktivi-
tast otosclerosisos géc perivascularis tereiben az ak-
tivalt NK-sejtek és a CD8 pozitiv cytotoxicus T-
lymphocytak tovabbi akkumul4ciét mutatnak. Ez a
stadium az otosclerosis szdvettani értelemben vett
gyogyuldsa (“histological healing”) (1); azonban mole-
kularis szinten sejtdestrukcio zajlik, amely az NK-sej-

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 56(1), 2010

257



tek és cytotoxicus T-sejtek altal felszabaditott
granzyme-b-nek és perforinoknak készonhetd (5. db-
ra). Elkezd6dik az immun-medialt apoptdzis moleku-
l4ris kaszkadja, mikdzben a fokozédoé osteoprotegerin
felszabadulas tovabbi calcificatiot eredményez (5. db-
ra). A cementvonalak fonatos, koncentrikus szerke-
zete az inaktiv otosclerosisra jellemzd lamellaris min-
tizatba megy 4t. A felfokozott csontatépiilés vég-
pontja az osteoid alapallomdny sejtes elemeinek elt{i-
nését eredményezd apoptoézis (kiégett otosclerosis)
(12) (5. dbra). Visszatérve korabbi és jelenlegi ered-
ményeinkhez, hangsilyozzuk, hogy az otosclerosisos-
és a nem-otosclerosisos stapes fixacidk etiopathoge-
nezise teljes mértékben kiilonbozik (4, 5, 12).

Jelen megfigyeléseink alatdmasztjdk a TNF-alfa és
a TNF-alfa 4ltal el6idézett apoptdzis kdzponti szere-
pét az otosclerosisban észlelhets gyullad4sos csonti-
tépiilés pathogenezisében. Mivel az otosclerosisos
csontban proinflammatorikus cytokinek — elsGsorban
TNE-alfa — termel8dnek, bioldgiai szerek (anti-TNE-
alfa antitest) helyi vagy szisztémas alkalmazasa széba
johet az otosclerosis aktiv stadiumait kisér$ szenzori-
neuralis hallascsokkenés kezelésében (28-31).

Kovetkeztetések

Osszefoglalva, az otosclerosis az emberi oticus
capsula Osszetett csontremodellizaciés zavara, mely-
nek oka a sejt-tdlélés és az apoptdzis kozotti egyen-
stly megbomlésa lehet. A perzisztens kanyardvirus-
fertézés, autoimmun-gyulladdsos folyamatok, hor-
mondlis- és metabolikus tényez8k ugyancsak szerepet
jatszhatnak az otosclerosis pathogenezisében. Mivel
az otosclerosis diagndzisa tovabbra is az eltavolitott
stapes talpak korszovettani vizsgalatan alapul, pros-
pektiv, parhuzamosan végzett szovettani- és moleku-
laris biolégiai tanulméinyok sziikségesek a betegség
hatterének feltérképezéséhez. Ezek a jovSbeni tanul-
méanyok elengedhetetleniil fontosak annak érdeké-
ben, hogy megtaléljuk az otosclerosist kisérd szenzo-
rineurdlis halldscsokkenés legmegfelelbb gydgysze-
res kezelését.
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Zusammenfassung: Az otosclerosis az emberi oticus capsu-
la gyulladdsos csontatépiilési zavara, amelyet a sejtoszto-
dés- és az apoptdzis-, tumor nekrozis faktor-alfa 4ltal lét-
rehozott szabalyozasi zavara jellemezhet. Az otosclerosis
koérszovettani jellegzetességeit az elmilt évtizedekben
részletesen tanulmanyoztak és leirtdk, azonban a kiilénbo-
26 koérszovettani- és klinikai stddiumokban észlelhetd os-
teoclast-osteoblast anyagcserezavar molekularis bioldgiai
jellemzése még nem fejez&dott be. Negyven stapedectomia
sordn eltdvolitott, ankyloticus stapes talp (N=40, férfi-
ak=17, n8k=23) korszovettani vizsglatit végeztiik el:

hagyomanyos hematoxylin-eozin festést és hCIAP1/2-
(apoptézis inhibitor) valamint granzyme-b (apoptdzis in-
duktor) specifikus immunofluoreszcens vizsgilatot végez-
tiink. Negativ kontrollként négy darab egészséges stapes
talpat alkalmaztunk, melyeket eseménytelen fiilészeti
anamnézissel rendelkezd cadaverekbdl tavolitottunk el.
Az aktiv otosclerosist (N=19) a hCIAP1/2 apoptdzis in-
hibitor fehérjék rendkiviil erds immunreakcidja jellemez-
te, ezzel szemben a granzyme-b specifikus immunreakcié
elhanyagolhaté jelolsdést mutatott. Az inaktiv otosclero-
sis (N=8) esetén lényegében forditott immunreakciét ta-
pasztaltunk, hiszen a granzyme-b erdteljes expresszidja
mellett a hCIAP1/2 specifikus immunreakcié hidnyzott. A
nem-otosclerosisos stapes fixdcick (N=13) és a negativ
kontrollként hasznalt stapes talpak (N=4) nem adtak ér-
tékelhetd granzyme-b specifikus reakciét, azonban a hCI-
AP1/2 komplex expresszidja finomszemcsés cytoplasmati-
cus fest6dés formajaban megfigyelhetd volt. Az apoptdzist
gatlo és serkentd fehérjék kifejez6dési szintje és mintdzata
statisztikailag is erGteljes Osszefiiggést mutatott a stapes
ankylosis szovettani diagndzisaval és ezen beliil az otoscle-
rosis korszovettani aktivitasaval (y?-préba, p<0,05). Az
otosclerosis aktiv és inaktiv stddiumaiban ellentétesen és
szokatlan mértékben kifejez8d6 apoptdzis inhibitor (hCI-
AP1/2) és induktor (granzyme-b) fehérjék a sejt-talélés és
az apoptozis szabalyozési zavarira utalnak.
KULCSSZAVAK: apoptdzis, granzyme-b, hCIAP1/2, nem-
otosclerosisos stapes fixacid, otosclerosis, sejt-tilélés
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