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OSSZEFOGLALAS

Szerz6k humaén felnétt és fetalis belséful strukturait vizsgaltdk immunhisz' okémiai
médszerrel apoptosis kimutatasa céljabél. Kisérleteik soran kimutattak, hogy mig a
fetalis belséfulstrukturak magas apoptotikus aktivitassal rendelkeznek, addig t uman
felnétt belséfiillben nem volt apoptosis kimutathatd. A proliferating cell nuclear anti-
gén (PCNA) parhuzamos immunhisztokémiai kimutatdsdval informaciét kaptak az
apoptotikus aktivitas és a sejtek proliferatios aktivitdsdnak 8sszefiiggésérsl. In vitro
kisérlet soran a belséfill Aktinomycin-D-vel tértént perfundaldsa utdn indukalt
apoptosist lehetett kimutatni. Kisérleteik sordn felvetik, hogy az apoptosis mechaniz-
musa szerepet jatszik a bels6fil funkciézavarainak kialakuldsaban.

BEVEZETES

A belséful funkeiézavaraival - a hallascsokkenéssel és a vestibularis zavarokkal - na-
ponta taldlkozunk a fiil-orr-gégészeti munkank soran. Mégis koztudott, hogy adott eset-
ben - a legrészletesebb kivizsgalas ellenére is - nehéz megallapitani a kialakult funkciéza-
var kivalté okat, arrél pedig még kevesebb informaciéval rendelkeziink, hogy az igazolt vagy
feltételezett etiolégiai 4gens milyen mechanismus Gtjan fejti ki hatasat. A leggyakoribb
etiolégiai tényezdk koziil a hypoxidrol, virus fert6zésrdl, anyagesere zavarokrol, az apoptosis
kutatasok soran kideriilt, hogy képesek apoptosis kivaltasara (4, 10, 13, 16). Ez a tény, va-
lamint az, hogy még nincsenek adatok a belséfillben potencialisan lejatszédé apoptotikus
folyamatokrol, inspirélta kutatdsainkat e téma iranyaba.

Az apoptosis a fiziol6gias sejthalél olyan specidlis forméja, mely hatérozott morfols-
giai és biokémiai jellegzetességei alapjan tisztan elkiilonithetd a sejt nekrosisdtél. Az
apoptotikus sejt sejtfala hosszu ideig megtartja integritasat, megakadalyozva ezzel az el-
pusztult sejt alkotérészeinek — proteolitikus enzimek, toxikus anyagoknak — a sejt kornye-
zetébe vald kijutasat, igy tjabb gyulladasos folyamat, nekrosis indukalasat (1, 5, 10, 11).
Az apoptosis kialakuldsanak jelensége id6rendileg jol elkiilonithetd, egymast kovetd mor-
folégiailag jellemezhet§ fazisai vannak. Ezek a krotamin kondenzalddasa, a sejtmag és
cytoplazma zsugorodéasa, végiil az ugynevezett apoptotikus testek kialakuldsa a
cytoplazméan belill. Az apoptosis olyan fizioldgias folyamatokban szerepel, mint az emld-
sok szoveteinek involicidja, az embrionalis fejlédés, a szovetek és szervek homeostasisanak
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fenntartdsa, az immunrendszer érése, de jelentdsége van olyan patholdgias allapotokban,
mint az autoimmun és gyulladdsos folyamatok, onkogenesis, tumor progressio, az
Alzheimer-kérban észlelheté neurolégiai degeneracié vagy az arteriosclerosis
etiolégidjaban (1, 3, 6, 14, 15, 17).

Jelen vizsgélataink céljanak tekintettiik, hogy informéaciét nyerjiink a human felnétt
és fetalis belsdfiilben zajlé apoptotikus jelenségekrél, feltételezve, hogy az apoptosis szere-
pet jatszik a bels6fiil homeostasisanak fenntartasaban és a kiillonb6z6 funkciézavarral tar-
sul6 patholégias térténésekben.

ANYAG ES MODSZER

Tempordlis csontmintdk:

22 temporalis csontot tavolitottunk el autopsia soran 6-24 éraval a halal beallta utan
a klass zikus Schuknecht médszerrel (12) 34-75 éves kort felndtt betegekbdl (13 férfi, 9
né). Az elhunytak kértérténetében nem talaltunk a belséfil funkciézavarara utalé adatot.
15 beteg kardiovasculéris insufficiencidban, 5 elérehaladott malignus daganatos betegség-
ben, mig 2 beteg acut hasi térténés miatt halt meg. Harom beteg haldlat megel6zden nagy
dézist kombinalt cytostaticus kezeléshen részesiilt.

Egy acut pancreatitisben meghalt beteg jobb oldali temporalis csontjat Actinomycin-
D-vel perfundaltuk, majd szobahémérsékleten inkubaltuk az apoptosis indukélasa célja-
bél (4). A bal oldali belséfiilet, a szokasos, korabbiakban mar ismertetett modon kezeltitk
és kontrollként hasznaltuk (7).

A felnétt belssfillekkel parhuzamosan négy, 13-15 hetes human fetus belséfilét is
tanulmanyoztuk, melyek Rh-incompatibilitas illetve anyai okok miatt haltak el.

Az eltavolitott csontmintdkat — a fetalis mintak kivételével — perfundéltuk,
dekalcinéltuk és paraffinba agyaztuk (7).

Apoptosis kimutatdsa:

Az apoptosis kimutatdséra, a paraffinba dgyazott metszeteket proteinase-K-val (20
ug/ml) 15 percig szobahémérsékleten eldkezeltiik. Desztillalt vizzel valé mosés utén a ki-
mutatasra az ,, ApopTag-Plus in situ apoptosis detection peroxidase kit”-et hasznéaltuk
(Oncor, Gaithersburg, MD) a gyarté Gtmutatasainak megfelelGen.

A kit az els§ 1épéshen az apoptotikus sejt fragmentalédott DNS-éhez digoxigenin-
nuclentid-triphosphat complexet kit egy enzim (terminal deoxynucleotidyl transferase) se-
gitségével, amit peroxidase kotésben 1év anti-digoxigenin ellenanyaggal reagéltat. A re-
akciét 3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrocloride (DAB) substrat hozzdadéasaval teszi latha-
téva (Vector Laboratories).

A human belséfiilben zajlé proliferaciés aktivitast a proliferating cell nuclear anti-
gén (PCNA) immunhisztokémiai kimutatasaval teszteltik.

EREDMENYEK

A preparalt metszeteken a belsofiil cochlearis és vestibularis strukturai is jél felis-
merhetGek maradtak.

A felnétt beteganyagbdl szarmazott csontpreparatumok vizsgalata sordn az ApopTag
peroxidase kit segitségével gyakorlatilag nem kaptunk pozitiv festdést 17 esetben, sem a
belséfiil cochledris sem a vestibularis strukturait illeten (1/A. dbra). Egy esetben, egy 34
éves testikularis tumorban szenvedett beteg belséfill prepardatuméban sikeriilt apoptosist
kimutatni a Corti-szerv és a stria vascularis teriiletén (1/B. dbra). Ez a betg kozvetleniil a
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1/a. abra.

Human cochlearészlet (125X). Immunhisztokémia (Apop Tag peroxidase kit). Apoptosis

gyakorlatilag nem detektalhato. (Nyil: egy apoptotikus sejt a Reissner membran allomanyaban. ‘
RM: Reissner membran. Insert: Reissner membran részlet 400X csillag: apoptotikus seijt. "
nyilhegy: festédést nem mutaté sejt).

1/b. abra.

Human cochlearészlet (200X) Immunhisztokémia (Apop Tag peroxidase kit). Szamos apoptotikus

sejt lathato a stria vascularis regiojaban (nyil) és néhany a Corti-szerv teriiletén (nyilhegy). Insert
(400X) Stria vascularis részlet, apoptozist mutatéd sejtek.

1/c. abra.

Human cochlearészlet (125X). Immunhisztokémia (Apop Tag peroxidase kit). Negativ kontroll
(Aktinomycin-D-vel nem perfundalt cochlea). ST: scala tympani.

1/d. abra. .

Human cochlearészlet (200X). Immunhisztokémia (Apop Tag peroxidase kit). Aktinomycin-D-vel
perfundalt cochlea. Nagyfoku apoptotikus aktivitas a stria vascularis és a Corti-szerv teriiletén.

Nyil: Corti szerv, nyilhegy: spiral limbus, csillag: stria vascularis, ST: scala tympani, nyitoit nyil:
apoptotikus sejtek. Insert (400X). Apoptotikus sejtek a spiral limbus teriiletén.
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1/e. abra.

Fetalis belséfilrészlet (200X) Immunhisztokémia (Apop Tag peroxidase kit). Apoptotikus aktivitas
a csontosodo porcszévetben és az epithelialis sejtekben. Nyil: apoptotikus sejtek a
porcszdvetben, nyilhegy: apoptotikus sejtek a kdtészdvetben, csillag: apoptotikus sejt az
epithelialis rétegben.

1/f. abra.

Fetalis belséfulrészlet (125X) Immunhisztokémia PCNA. Szamos fest6d6 sejtmag a csontvel6ben
és a porcszovetben, ami jelzi a nagyfoku proliferatios aktivitast. Nyil: pozitiv festédés és
mesenchymalis szovetekben, a csontvel6ben (nyitott nyil), a sensoriepithelialis elemekben
(nyilhegy), csillag: otocysta lumene.

halalat megel6z6en nagy dézist kombinalt cytostaticus terapiaban részesilt (cysplatin,
vinblas*in, bleomycin). Mivel a korabbi felnéttekb6l szarmazé szovetmintak esetében - be-
leértve a két szintén cytostatikummal kezelt beteget — sem lehetett apoptosist kimutatni,
felmer alt benniink, hogy az alkalmazott médszer nem alkalmas dekalcinalason atesett és
paraffinba dgyazott metszetek vizsgalatara.

Ugyanakkor, mivel az egyetlen pozitiv minta egy el6zetesen cytostaticummal kezelt
betegbdl szarmazott, ugy gondoltuk, hogy a detektdlt apoptosist az alkalmazott cytos-
taticum indukalhatta. Ebbdl a feltevésbél kiindulva egy acut pancreatitisben meghalt be-
teg egyik oldali temporalis csontjat, a kivétel el6tt egy jol ismert apoptosist indukalé agens-
sel, Actinomycin-D-vel perfundaltuk, majd 4 6raig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ugyan-
ezen beteg masik oldali temporalis csontjat kontrollként hasznélva, a hagyomanyos mé-
don preparaltuk.

Az Actinomycin-D-vel perfundalt metszeteken kifejezett apoptotikus aktivitas volt
detektalhaté (1/D. dbra), mig a kontrollként beallitott metszeteken nem volt apoptosis ki-
mutathaté (1/C. dbra).

A felnGtt anyagtol eltéren kifejezett apoptotikus aktivitast észleltiink a fetélis pre-
paratumokon (1/E. dbra). Mig a felngtt human belséfilstruktirakban immunhisz-
tokémiailag PCNA pozitivitdst nem sikeriilt kimutatni, addig a fetalis bels6fill magas
apoptotikus aktivitdsa jol korreldlt az e metszeteken parhuzamosan észlelt nagyfoku
proliferatios aktivitast jelz6 PCNA pozitivitassal (1/F. dbra).

MEGBESZELES

Kisérleteink f6 céljanak tekintettiik, hogy informdciét nyerjiink a human felngtt és
fetalis belséfiilben potenciélisan zajlé apoptotikus folyamatokrol. Feltételeztik, hogy ha-
sonléan mas szovetek, szervek embrionélis fejldéséhez, az apoptosis szerepet jatszik fizi-
ologias kortilmények kozott is az osztodas folyaman keletkezett genetikailag karosodott
sejtek kikiiszobolésében, illetve a mar véglegesen kialakult finom sensorineuréalis strukta-
ra homeostasisanak fenntartasaban.

Mivel irodalmi adatok szerint, bizonyos kortlmények kozott szamos exogén és endo-
gén faktor is képes az apoptosis indukalasara, gy gondoltuk, hogy az apoptosis mechaniz-
musa jelentds lehet a belséful funkciézavarainak pathologiai hatterében, igy szerepet jatsz-
hat a presbiacusis, valamint szdmos eddig idiopathidsnak vélt sensorineuralis hallas¢sok-
kenés kialakulasaban.

Inspiralt minket az a tény, hogy eddig humén vonatkozéasban belséfilet érintd
apoptosisra vonatkozo irodalmi adat nem 4ll rendelkezésre, csupan allitksérletek adatai

9).
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Kisérleteink soran a vizsgalt fetalis bels6fiil mintakon a varakozasunknak megfele-
16en kifejezett apoptotikus aktivitast lehetett detektalni, ami korrelalt a PCNA
monoklonalis ellenanyaggal vizsgalt nagy proliferatios aktivitéssal. Ezzel szemben az 4l-
talunk feldolgozott felngtt anyagbél szdrmazé belséfiil metszeteken egy minta kivételével
a felhasznalt metodika segitségével gyakorlatilag nem sikeriilt apoptosist kimutatni. En-
nek valészinii magyarazata, hogy a felnétt belssfiil mint fontos érzékszerv, magasan diffe-
rencialt, stabil, megéllapodott struktira, ami mint postmitotikus rendszer éppen az allan-
d6, j6 funkcié biztositéka. Ebben a rendszerben kicsi annak a valészintisége, hogy a kelet-
kez apoptosist tetten érjik. Ennek megfelelden nem kaptunk pozitiv festédést PCNA vizs-
galata soran.

Az egyetlen apoptosisra pozitiv festédést adé belséfiil minta egy testikularis tumor-
ban meghalt és halaldt megel6z6en nagy dézist, kombinalt cytostaticus kezelésben része- |
sult betegbdl szarmazott. Bar a masik két cytostaicus kezelésen atesett beteg esetében nem |
sikeriilt apoptosist kimutatni, feltételeztiik, hogy az észlelt apoptosist a cytostatikum in-
dukalhatta (8).

Ennek bizonyitasara egy akut pancreatitisben meghalt beteg egyik oldali co:hleajat
egy j6l ismert apoptosist indukalé dgenssel az actinomycin-D-vel perfundaltuk, majd 4 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk, mig a masik oldali csontminta kontrollként szol-
galt.

Az actinomycin-D-vel el6kezelt mintékon kifejezett apoptotikus aktivitast észleltiink
a Corti-szerv és a stria vascularis teriiletén, ezzel ellentétben kontrollként hasznalt csont-
minta vizsgélata soran nem lehetett apoptosist kimutatni.

Eredményeink alapjan djabb informéciékat szereztiink a human belsgfiilben zajlo
apoptotikus folyamatokrol. Megallapithatjuk, hogy a fetalis belséfiilben zajlo kifejezett
apoptotikus aktivitassal szemben, a megéllapodott, felnéttbsl szarmazé csontmintakon csak
ritka esetben lehet az apoptosist tetten érni. Az actinomycin-D-vel szerzett tapasztalatok
alapjan feltételezziik, hogy bizonyos endogén vagy exogén agensek adott koriilmények ko-
z6tt képesek apoptosist indukalni a belséfiil struktaraiban is, ami magyarazatul szolgal-
hat az eddig idiopathidsnak tartott belssfiil funkciézavarok kialakuldsi mechanismuséra.

|
|
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SUMMARY

1. J6kay, Gy. So6s, Z. Papp, B. Dezs6, G. Répassy: Examination of apoptosis in human inner ear

The authors investigated human adult and fetal inner ear structures immunhistochemically for the
purpose to detect apoptosis. They found high apoptotic activity in fetal inner ear structures with paralell positive
stainings for PCNA. On the contrary there was no detectable apoptosis in the adult cochlear structures. During
in vitro experiment the cochlea was perfused with Actinomycin-D, a well-known apoptosis inducer. After
perfusion apoptotic activity was detected. On the base of their experiments the authors suppose the possible
role of apoptosis in the mechanism of inner ear disturbancy.

Z USAMMENFASSUNG

1. Jékay, Gy. Soés, Z. Papp, B. Dezs6, G. Répassy: Aptose-Untersuchungen des menschlichen Innenohres

Verff. untersuchten erwachsene und foetale menschliche Innenohrstrukturen mit immun-histo-
chemisvchen Methoden zum Nachweis von Apoptose. Die Versuche zeigten, dass foetale Innenohrstrukturen eine
hohe apoptotische Aktivitdt haben, im erwachsenen Innenohr dagegen keine Apoptose nachweisbar war. Der
parallel durchgefithrte immunhistochemische Nachweis des Proliferating cell nuclear-Antigens (PCNA) brachte
Informationen tiber den Zusammenhang zwischen der apoptotischen und der proliferativen Aktivitét der Zellen.
In vitro-Versuche konnten die Indukation zur Apoptose nach Perfusion von Actinomycin-D ins Innenohr
nachweisen. Die Untersuchungen lassen vermuten, dass der Apoptose-Mechanismus eine Rolle bei Funk-
tionsstérungen der Kochlea spielt.
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