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BEVEZETÉS 
 

 

Jelen dolgozat a stapes fixációk etiopathogenezisének vizsgálatával foglalkozik, 

elsősorban az otosclerosis kialakulására koncentrálva, emellett persze kitérve az 

otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes fixációk közötti klinikai-, kórszövettani- és 

molekuláris biológiai különbözőségekre is. Mint ahogy azt a későbbiekben is látni fogjuk, az 

otosclerosis etiopathogenezise nagymértékben eltér a többi stapes fixációétól, és jelenleg sem 

teljesen tisztázott, ebből következően több eltérő elmélettel próbálják magyarázni. 

Az otosclerosis az emberi belsőfül csontos tokjának (capsula otica) csontátépülési 

zavara. A betegség a stapes talp ovális ablakhoz történő rögzülésével, és a cochlea csontos 

részében végbemenő endostealis osteolysissel, újcsontképződéssel jár. A kóros 

csontképződéssel párhuzamosan, klinikailag progresszív vezetéses- és/vagy szenzorineurális 

halláscsökkenés alakul ki, melyet szédüléses panaszok (vertigo, „dizziness”) és fülzúgás 

(tinnitus) kísérnek. A kaukázusi fehér populációban a stapes fixáció (amelyet korábban 

klinikai otosclerosisként említettek) prevalenciája 0,3-0,4%-ra tehető. Ugyanebben a 

populációban a halláscsökkenések között 5-9%-os, a vezetéses halláscsökkenésben szenvedők 

között pedig 18-22%-os prevalenciát mutat (1,2,3). Az otosclerosis nagyon ritkán jelenik meg 

az afrikai feketék, és az ázsiaiak között (0,03-0,1%), miközben az északi (Európa, Amerika) 

fehér populációban lényegesen gyakoribb, így elmondható, hogy a betegség előfordulási 

gyakorisága jellegzetes földrajzi és populációs sajátságokkal bír (1,3). Ezek a epidemiológiai 

adatok csak a stapes fixációk összességére vonatkozóan helytállóak, a nem-otosclerosisos 

stapes fixációk esetében már nem érvényesek (3,4). A teljes fehér populációnak kevesebb, 

mint 0,5%-ban okoz az otosclerosis klinikai tüneteket, ezzel szemben az úgynevezett „néma” 

otosclerosisos gócok sokkal gyakoribbak. Nagyszámú, nem szelektált boncolási adat alapján a 

temporális csontok 8-11%-ában volt észlelhető a klinikai tünetekkel nem kísért szövettani 

otosclerosis (3).  

Az otosclerosis jellemzően kétoldali progresszív halláscsökkenéssel járó 

megbetegedés, melynél a halláscsökkenés mértékében, és időbeli lefolyásában komoly 

eltérések lehetnek a két fül között. Az esetek többségében 30-50 éves kor között jelentkezik a 

halláscsökkenés, de az ettől tapasztalt pozitív, vagy negatív irányú eltérések az otosclerosist 

nem zárják ki. Azt a tényt, hogy 14 éves kor alatt klinikai tüneteket okozó otosclerosis nem 
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alakul ki, külön ki kell emelnünk. Az otosclerosis 2-3-szor gyakrabban fordul elő a nők 

körében, mint a férfiaknál, ez hormonális hatásokat feltételez. A már kialakult otosclerosis 

progresszióját kezdetben fokozhatják a magasabb ösztrogén és progeszteron szintekkel 

jellemezhető állapotok (terhesség, orális antikoncipiensek szedése, menstruáció ovulációs 

fázisa, ovuláció indukciós kezelés stb.) (3). 

Az otosclerosisnak jelenleg nincs ismert állatmodellje, amely a betegség 

szervspecifitásának tudható be. Az otosclerosis szervspecifitást mutat az emberi belsőfül 

csontos tokja (capsula otica) iránt, hiszen a csontremodellációs zavar során megjelenő 

otosclerosisos gócok kizárólag a temporális csontban figyelhetőek meg, a szervezet más 

csontjaiban a nem találhatóak ilyen csontléziók (2). A capsula otica-ban és a stapes talpban a 

születést követően megkezdődő enchondrális csontosodás általában egy éves korig be is 

fejeződik (1,4,5).  Ha a capsula otica egyszer elmeszesedett, akkor ezek után már nem mutat 

érdemi remodellációt. Az átépülés szinte teljes hiánya figyelhető meg a perilymphaticus térrel 

szomszédos csontrétegben (5,6). Fiziológiás körülmények között a normális csontátépülés az 

osteoclastok és osteoblastok jól kontrollált metabolikus aktivitásának eredménye, de ez a 

folyamat szinte sosem figyelhető meg a felnőtt capsula otica-ban (5,6). Ezt az a tény is 

alátámasztja, hogy a capsula otica-ban normális körülmények között sem osteoclastok, sem 

osteoblastok nem mutathatóak ki és prekuzor alakjaik is teljesen inaktívak. Ez a nyugalmi 

állapot erős traumák hatására sem változik meg, mivel a temporális csontban bekövetkezett 

töréseket követően nem képződik valódi csontos callus (5). Az emberi belsőfül csontos tokját 

három csontszerű réteg alkotja, ezek a következőek: a perilymphaticus tér közvetlen 

szomszédságában az endostealis réteg, a középen elhelyezkedő globuli interossei, amely 

embryonalis porcmaradványként fogható fel, valamint a külső periostealis réteg (5). Az 

eddigi megfigyelések alapján valószínűsíthető, hogy az otosclerosisos gócok kialakulásának 

predilekciós helyét a globuli interosseit tartalmazó középső embryonalis réteg alkotja 

(1,3,4,5,6).   

Az elmúlt hat évtizedben (1947-2009) megjelent közlemények közül a PubMed 

elektronikus adatbázisában megtalálható 4745 közlemény foglalkozik az otosclerosis 

pathológiájával, gyógyszeres-és sebészi kezelésével. Ezek közül 1593 tanulmány jelent meg 

az elmúlt 25 évben, amelyek közül csupán 98 közlemény közölt adatokat a betegség 

etiopathogenezisére vonatkozóan, ezen belül is csak 31 olyan dolgozat található, amelyeknél 

az otosclerosis diagnózisa kórszövettanilag is igazolt volt. Ennek tükrében érthető, hogy az 

utóbbi néhány évtized intenzív klinikai és laboratóriumi kutatómunkájának ellenére a 

betegség etiopathogenezise miért maradhatott tisztázatlan.  
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 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
 

SZERVSPECIFITÁS ÉS KÓRSZÖVETTAN: MIÉRT CSAK AZ EMBERI 
CAPSULA OTICA ÉRINTETT? 
 

Az otosclerosis kórszövettani sajátosságai 

 

Az otosclerosis kórszövettani sajátosságait már a XIX. századtól kezdődően 

részletesen tanulmányozták. Az otosclerosisra leginkább jellemző szövettani elváltozások a 

hypervascularisatióval és hypercellularitással jellemezhető multiplex osteolyticus gócok 

formájában jelennek meg. Ezek a gócok elsősorban a pericochlearis (35%) és a 

perilabyrinthaer (15%) régióban, az ovális- (90%) és a kerek ablak (40%) szomszédságában, 

valamint a stapes talpban (95%) keletkeznek (1,3,4). A szövettani elváltozások a stapes szárait 

rendszerint nem érintik, mert fejlődéstani eredetük nagyban eltér a stapes talptól. A stapes 

szárai a Reichert-féle porcból származnak (II. úgynevezett hyoid garatív), míg a stapes talp a 

capsula otica mesodermális régiójából fejlődik ki (1,5). Az aktív otosclerosisos gócokat 

nagyszámú metabolikusan aktív osteoclast, többmagvú óriássejt, laza kötőszövetes stromába 

ágyazott fibroblast és proliferáló endothelsejt építik fel. (1. ábra) (1,6,7). Az otosclerosisos 

gócok kórszövettani aktivitásában a cellularitás, az osteoblastok és osteoclastok jelenléte, a 

vascularisatio foka és az extracelluláris kollagén mátrix mennyisége alapján négy egymáshoz 

kapcsolódó grádus különíthető el (1. ábra) (1). A betegség szövettanilag aktív fázisában a 

hematoxylin-eozin festéssel jellegzetesen sötétkékre festődő hypervascularisált osteolyticus 

gócok vannak jelen. (1. ábra, A). Az aktív otosclerosis szövettani képét a csontkollagén 

fibrillumok szövevényes, örvénylő mintázata uralja, amelyek az otosclerosisos gócokban 

szabálytalanul keresztül-kasul futnak. A normális és a dystrophiás csontállomány között éles 

határvonalakat írtak le a kollagénrostok mintázatának elemzése alapján (1,4,7). Az 

otosclerosis időbeni lefolyására jellemző, hogy a korai aktív fázist követően néhány év 

elteltével a köztes, majd végül az inaktív (kiégett) stádiumába jut el. Ezekben a stádiumokban 

az osteolysis és az újcsontképződés  szövettani jellegzetességei fokozatosan eltűnnek, végül 

felismerhetetlenné válnak (1. ábra, B,C). Amikor a betegség az inaktív szakaszba lép, akkor 

az osteoclastok és a többmagvú óriássejtek fokozatosan eltűnnek, de néhány osteoblast és 

osteocyta még jelen lehet az érintett csontterületen (1. ábra, D).  Az inaktív otosclerosisos 

gócban a korábban tágas vascularis- illetve pseudovascularis terek a lamellaris 
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csontappozíciónak köszönhetően elmosódottá válnak és beszűkülnek (1. ábra, D) (1). Az 

otosclerosisos góc a betegség ezen fázisában jellegzetesen eosinophil, rózsaszín hematoxylin-

eozin festődést mutat (1. ábra, D) (1). Gyakorta egy adott temporális csonton belül is egyaránt 

megfigyelhetőek aktív- és inaktív otosclerosisos gócok (1,3,4,6). Az otoclerosisos és nem-

otosclerosisos stapes fixációk differenciáldiagnózisa a mai napig a műtétileg eltávolított 

(stapedectomia, stapedotomia) ankylotikus stapes talpak kórszövettani vizsgálatán alapul, 

mert az olyan preoperatív diagnosztikai eljárások, mint a nagy felbontású CT (HRCT), az 

MRI, és a tisztahang küszöbaudiometria gyakran bizonytalan eredményeket produkálnak 

(8,9). Ennek a felismerésnek a jelentőségét jól példázza, hogy a legutóbbi közlemények adatai 

alapján az ezt megelőzően otosclerosisosnak diagnosztizált stapes fixációknak több mint 

egyharmada valójában nem-otosclerosisos stapes ankylosis következménye. Mindezek mellett 

erős korreláció van a stapes fixációk kórszövettani típusa (otosclerosis/nem-otosclerosis), az 

audiológiai rendellenességek valamint a halláscsökkenés időtartama közt. A mély 

frekvenciákon mért csot-lég köz értékek, és a 2000 Hz-es frekvencián mért csontvezetéses 

hallásküszöb értékek között szignifikáns eltérés mutatkozott az otosclerosisos- és a nem-

otosclerosisos stapes fixációkat összevetve (8,9). Ennek tükrében érthető, hogy az eltérő 

típusú stapes ankylosisok etiológiájának meghatározásához elengedhetetlen a stapes fixációk 

kórszövettani és molekuláris biológiai vizsgálatán alapuló differenciáldiagnózisa, mert a 

jelenlegi diagnosztikus tesztek, és a klinikai jellemzők alapján nem tudjuk egyértelműen 

elkülöníteni az otosclerosisos- és a nem-otosclerosisos stapes fixációkat. 
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1. ábra. Az otosclerosis eltérő szövettani stádiumai.  
A:  szövettanilag aktív (grádus I) otosclerosisos gócok a stapes talp elülső pólusán. Jellemző a hypercellularitás, 
az intenzív basophil festődés, fehér nyíl jelöli a sokmagvú osteoclastokkal és hyalinnal kitöltött pseudovascularis 
tereket. B: mérsékelten aktív (grádus II) otosclerosisos gócok a stapes talp hátulsó pólusán. A pseudovascularis 
terek kiszélesedtek, üresek (fehér nyíl). A basophilen festődő osteoid állományban hypercellularitás figyelhető 
meg, de aktív osteoclastokat nem lehet azonosítani. C: inaktív (grádus III) otosclerosisos gócok a stapes talp 
hátulsó pólusában. Az osteoid állomány eosinophilen festődik, elszórtan osteocytákat figyelhetünk meg a 
csontban. Fehér nyíllal jelöltük a kiterjedt osteolysis következtében kialakult osteolyticus lacunát. D: inaktív, 
kiégett (grádus IV) otosclerosisos gócok. A sejtmentes osteoid állomány (fehér nyíl) intenzív eosinophil 
festődést mutat, jól megfigyelhető a cement vonalak szövedékes lefutása, amely jellemző a betegség ezen 
stádiumában. 
Az ábra forrása: Karosi T. és mtsai. Az otosclerosis etiopathogenezise 2010 Fül-Orr-Gégegyógyászat 56 (4) (A 
szerzők hozzájárulásával). 
 

 

Az otosclerosis immunhisztokémiai vizsgálatainak eddigi eredményei 

 

 Az immunhisztokémiai vizsgálatok gyors elterjedésének köszönhetően az 1990-es 

évektől kezdődően megindult az otosclerosisos gócok immunhisztokémiai tanulmányozása. 

Sok közlemény számol be a pathológiai értelemben vett gyulladásos folyamatokról, a virális 

receptorok és vírusantigének jelenlétéről, valamint a kóros kollagén expresszióról, amelyek 

összefüggést mutathatnak az otosclerosis etiopathogenezisével (10,11,12,13). Niedermeyer és 
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mtsai otosclerosisos szövetekben vizsgálták az eltérő kollagén típusok expressziós mintázatát 

és kifejeződésük mértékét, amelyekben a IV. és V. típusú kollagén fokozott expresszióját írták 

le. Megjegyzendő, hogy az I típusú kollagén markáns expresszióját tapasztalták az 

otosclerosisos csontléziókban, ellentétben a korábban rokonbetegségnek tartott osteogenesis 

imperfecta-val. Fontos megemlíteni, hogy a korábban az otosclerosis pathogenezisével 

kapcsolatba hozott II típusú kollagén expressziója nem mutatott szignifikáns eltérést az 

egészséges kontrollokhoz viszonyítva (12).  

Több kutatócsoport is igazolta a krónikus gyulladás és az ennek következtében 

végbemenő osteolysis jelentőségét az otosclerosis pathogenezisében: Arnold és mtsai CD3+, 

CD4+, és CD8+ T-sejteket találtak az otosclerosisos gócok perivascularis tereiben; Altermatt 

és mtsai C3-C5a komplement fragmentumokat, míg Schrader és mtsai β2-mikroglobulint 

mutattak ki az aktív otosclerosisos gócokban található osteoclastok és többmagvú óriássejtek 

felszínén (13,14,15).  

Igaz, hogy a későbbiekben több tanulmány is igazolta a perzisztáló, defektív 

kanyaróvírus fertőzés szerepét az otosclerosis pathogenezisében, azonban mégis Arnold és 

mtsai (13,14) voltak az elsők, akik immunhisztokémiai vizsgálatokkal bizonyították a 

Paramyxovírusból és rubeola vírusból származó antigének jelenlétét az otosclerosisos 

szövetekben.   

Kutatócsoportunk szerint a belsőfül csontos tokjának perzisztáló kanyaróvírus 

fertőzése fokozhatja a kanyaróvírus receptorának (CD46, vagy membrane cofactor protein 

„MCP”) expresszióját az otosclerosisos gócokban található osteoclastokon és 

endothelsejteken.  Ebben a kísérletben az osteoclastok szignifikánsan fokozott CD46 

expressziója volt tapasztalható az otosclerosisos minták esetében a kanyaróvírust nem 

tartalmazó normális és nem-otosclerosisos kontroll mintákhoz viszonyítva. Az eredmények 

tükrében feltételezhető a kapcsolat az otosclerosisra jellemző pathológiás csontremodelláció 

és a capsula otica perzisztáló kanyaróvírus fertőzése, valamint a fokozott CD46 receptor 

expresszió között (16).  

Azt már régóta feltételezték, hogy az otosclerosisosra jellemző csontremodellációs 

gócokban található osteoclast-szerű sejtek fenotípusa egyedi, de az erre vonatkozó első 

immunhisztokémiai bizonyítékokra még várni kellett (17). Karosi és mtsai az otosclerosisos 

gócokban olyan CD51+/CD61+ embryonalis osteoclastokat és osteoclast prekurzor sejteket 

írtak le, amelyek fiziológiás körülmények között kizárólag az embryonalis fejlődés 4-6. 

hetében azonosíthatók a capsula oticát alkotó mesodermában (17). Kutatócsoportunk szerint a 

nyugvó CD51+/CD61+ embryonalis osteoclastok reaktivációját az otosclerosisban a capsula 
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otica perzisztáló kanyaróvírus fertőzése indukálhatja.  A CD51+/CD61+ embryonalis sejtek 

(pre-osteoclastok és ezek prekurzor alakjai) fenotípusukat tekintve a CD34+ omnipotens 

őssejtekhez állnak a legközelebb, de a celluláris differenciáció valamivel magasabb fokán 

állnak. A fentebb említett megfigyelések hasznos adatokat szolgáltathatnak a belsőfül 

őssejtkutatással foglakozó szakemberek számára (17). Összegezve a főbb gondolatokat, az 

otosclerosisban megjelenő gyulladásos csontremodellációs zavar alapját a kanyaróvírus RNS 

szekvenciákat tartalmazó reaktivált, CD51+/CD61+ osteoclastok jelenléte valamint a fokozott 

CD46 expresszió képezheti (16,17,18).  

 

AZ OTOSCLEROSIS GENETIKAI HÁTTERE 

 

COL1-A1/A2 polimorfizmus 

 

 Az osteogenesis imperfecta a csökkent (1a,1b), vagy hiányzó (1c, 2) I. típusú kollagén 

szintézis következtében kialakult genetikai betegség, amely autoszómális domináns módon 

öröklődik. McKenna és mtsai (19) felvetették, hogy az enyhébb lefolyású osteogenesis 

imperfecta esetében az I. típusú kollagénben tapasztalt genetikai defektusok összefüggést 

mutathatnak az otosclerosissal. A klinikai otosclerosis és az I típusú kollagén A1 allél 

(COL1A1) közötti szignifikáns összefüggéseket három különböző génen belüli polimorf 

marker segítségével írták le. Ebben a tanulmányban összefüggést találtak néhány 

otosclerosisos páciens esetében a COL1A1 génben előforduló mutációkkal (19). Későbbi 

tanulmányukban a fent említett kutatócsoport klinikailag otosclerosisos betegekből származó 

dermális fibroblaszt tenyészetekben vizsgálta a COL1A1 mRNS expresszióját, hogy 

azonosítani tudják a COL1A1 gén genetikai eltéréseit az I típusú osteogenesis imperfecta-hoz 

hasonlóan (20). A legtöbb esetben a COL1A1 allélek expressziója nem mutatott eltérést az 

egészséges kontrollokhoz viszonyítva, azonban a klinikailag otosclerosisos betegek egy 

szűkebb csoportjában az egyik COL1A1 allél csökkent expresszióját tapasztalták (20). 

McKenna és mtsai (21) szignifikáns összefüggést írtak le a COL1A1 első intronjának Sp1 

helye és az otosclerosis között. Mivel az Sp1 helyek allélfrekvenciája hasonló volt 

otosclerosisban és osteoporosisban, így felvetették az esetleges kapcsolat lehetőségét az 

osteoporosis és az otosclerosis között (21). A szerzők kiemelték, hogy eredményeik 

megerősítéséhez nélkülözhetetlenek a jövőbeni prospektív klinikai tanulmányok (22). A 

fentebb említett tanulmányokkal ellentétben Rodríguez és mtsai (23) nem találtak arra 
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vonatkozóan semmilyen bizonyítékot, hogy az otosclerosisban etiopathogenetikai szerepe 

lenne a COL1A1 és COL1A2 alléleknek. Chen és mtsai (24) azonosították a COL1A1 gén 

azon haplotípusait, amelyek az otosclerosis iránti fogékonyságért és rezisztenciáért felelősek, 

s amelyek expressziója szignifikáns összefüggést mutatott az otosclerosissal a kaukázusi fehér 

populációban. Mindezen eredmények ellenére meg kell jegyeznünk, hogy az I. típusú 

kollagén egy nagyon általános struktúrális fehérje, amelynek mutációi több olyan csont 

abnormalitáshoz vezetnek, amelyek nem korlátozódnak az capsula otica-ra és a stapes talpra. 

Összefoglalva a COL1A1 gén polimorfizmusa csak néhány otosclerosisos beteg esetében volt 

ténylegesen kapcsolatba hozható a betegséggel, az esetek döntő többségében más genetikai 

eltérések lehetőségét is számba kell venni a klinikai otosclerosis kapcsán. A COL1A1 és 

COL1A2 fehérjetermékek szerkezetét a 2. ábrán mutatjuk be. 

 

 
 
2. ábra: A COL1A1 és COL1A2 allélek fehérjetermékeinek szerkezete. 
Az ábrához felhasznált képek a www.uscnk.com website-ról származnak. 
 

 

Otosclerosis (OTSC) gének 

 

Mielőtt részletekbe menően tárgyalnánk az ide kapcsolódó tanulmányok adatait, meg kell 

említenünk, hogy ezen közlemények szerzőinek genetikai vizsgálatai kapcsoltsági analízisen 

alapulnak, amelyeket stapes fixációban szenvedő pácienseken végeztek el feltételezve az 

otosclerosis diagnózisát az eltávolított stapes talpak szövettani vizsgálata nélkül 

(25.26.28,29,30,31).  
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Az epidemiológiai kutatások többségében olyan családokon végezték el a vizsgálatokat, 

ahol a stapes fixáció halmozottan fordult elő-, és hozzávetőlegesen 40-45%-os inkomplett 

penetranciával bíró autoszómális domináns öröklődést mutatott (25,31). A genetikai 

kapcsoltsági viszonyokkal foglalkozó tanulmányokban nyolc lókusz jelenlétét írták le 

(OTSC1-OTSC8), amelyek egyenként a 15q.1, 7q.23, 6p.4, 16p.46, 3p.2, 6p.7, 9p.29 

kromoszómákon lokalizálódnak (25,26,27,28,29,30,31). Noha ezek a lókuszok már fel vannak 

térképezve, fehérjetermékeik ismeretlenek, ugyanakkor nincs információnk ezen géneknek az 

otosclerosis kialakulásában betöltött tényleges szerepére vonatkozóan. Az igazsághoz az is 

hozzátartozik, hogy a fenti lókuszokon nem sikerült egyetlen specifikus gént sem azonosítani, 

a legtöbb DNS szekvencia a humán genom nem kódoló, ún. intronikus régiójához tartozik 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=otosclerosis). Igaz, hogy némely genetikai 

asszociációkat vizsgáló tanulmány és a tapasztalt klinikai hasonlóságok felvetették az 

ethiológiai kapcsolat lehetőségét az otosclerosis és az osteogenesis imperfecta között, azonban 

a két megbetegedés közös genetikai hátterének nincs konkrét bizonyítéka (32,33). Az 

otosclerosist inkább tekinthetjük egy komplex etiológiájú csontremodellációs betegségnek, 

mint közönséges monogénes öröklésmenetet mutató genetikai defektusnak (33). A fent 

említett lókuszok további jellemzése és vizsgálata az otosclerosis etiopathogenezisének és 

öröklődésének pontosabb megértéséhez vezethet.   

 

A KANYARÓVÍRUS ÉS RECEPTORÁNAK (CD46) SZEREPE AZ 

OTOSCLEROSIS ETIOPATHOGENEZISÉBEN 

 

Perzisztáló kanyaróvírus fertőzés otosclerosisban 

 

A kanyaróvírus fertőzés szerepét az otosclerosis pathogenezisében az 

elektronmikroszkópos felvételek mellett számos más módszerrel is bizonyították 

(8,9,10,13,18). A Paramyxovírus fertőzés következtében egyéb csontrendellenességek, mint 

például a Paget-kór is kialakulhatnak (34). A kanyaróvírus otosclerosisban betöltött 

ethiológiai szerepének tisztázására sok tanulmányt indítottak (8,9,10,13,35,36). A 

kanyaróvírus olyan negatív egyszálú RNS-t tartalmazó vírus, amely a Paramyxovírus családba 

tartozik (34). A kanyaróvírus nem rendelkezik neuraminidázzal (NM), de hordoz egy a 

syntitium képzésért felelős úgynevezett fúziós fehérjét (FP), ezek mellett még hemagglutinint 

(HP) és haemolizint is tartalmaz. A vírus genetikai anyagának replikációjához és 
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stabilizációjához elengedhetetlen a mátrix protein (MP) és a nukleoprotein (NP) (34,35). 

Otosclerosisos osteoclastokban McKenna és mtsai (36) elektronmikroszkópos vizsgálatokkal 

olyan pleomorf filamentózus struktúrákat találtak, amelyek Paramyxovírus partikulumokhoz 

voltak hasonlóak. A kanyaróvírus-specifikus IgG ellenanyagok jelenlétét a betegségben 

Arnold és mtsai (37,38,39) írták le az otosclerosisos betegekből stapedectomia során kinyert 

perilympha mintákban. Az otosclerosisos betegekből stapedectomia során eltávolított stapes 

talpakban, és a post mortem eltávolított cochleáris mintákban sikerült kimutatni a 

kanyaróvírus MP és NP jelenlétét (37,39). Jelentős mennyiségű MP-t, FP-t, és HP-t sikerült 

kimutatni az osteoclastok, fibroblastok, embryonális chondrocyták, valamint a proliferáló 

endothelsejtek felszínén (37,39,40).   

Nagyon érdekes, hogy csökkent kanyaróvírus-ellenes IgG szinteket mutattak ki az 

otosclerosisos betegek szérum mintáiban az egészséges kontrollokhoz képest (41,42). 

Kutatócsoportunk szerint a vezetéses halláscsökkenés kimutatásának és a kanyaróvírus-

ellenes IgG szérum szint meghatározásának együttes alkalmazása kellően magas specifitással 

(90%) és szenzitivitással (96%) bír az otosclerosis preoperatív diagnózisában. Az eredmények 

azt igazolják, hogy a normálistól alacsonyabb kanyaróvírus-ellenes IgG szintek a vezetéses 

halláscsökkenésben szenvedő betegek esetében az otosclerosisra utalhatnak, a szerokonverziót 

igazoló 12 IU/ml feletti értékek pedig a nem-otosclerosisos stapes fixációk diagnózisát 

erősítik meg (42). A kanyaróvírus RNS jelenlétét az otosclerosisos stapes talpakban RT-PCR 

technikával több kutatócsoport is igazolta (43,44,45).  Karosi és mtsai (44) a kanyaróvírus 

RNS-ének RT-PCR-rel történő kimutatását és az otosclerosis szövettani igazolását egyedi 

stapes mintákon elsőként végezték el, mely több hazai egyetem egyedülálló 

együttműködésének eredményeként jöhetett létre.  

A fentebb említett megfigyelésekkel ellentétben Grayeli és mtsai (46) nem tudtak 

kanyaróvírus eredetű RNS-t kimutatni az otosclerosisosnak vélt stapes talpakból. Az 

ellentmondásos eredmények hátterében az állhat, hogy Grayeli és mtsai egy viszonylag régi, 

nagyobb nukleinsav igényű RT-PCR technikát alkalmaztak, s emiatt nem volt lehetőségük a 

párhuzamos szövettani vizsgálatok elvégzésére a négy stapedectomia során eltávolított stapes 

talp esetében (46). A szakirodalomban nemrégiben jelent meg egy közlemény, amely szerint 

Komune és mtsai (47) nem tudták kimutatni a kanyaróvírus jelenlétét otosclerosisos 

szövetekből, és a vírus tenyésztésére irányuló kísérleteik is sikertelenek voltak. A 

sikertelenség hátterében az állhat, hogy megkérdőjelezhető, hogy a vizsgált minták valóban 

otosclerosisosak voltak-e. Az otosclerosis földrajzi előfordulására jellemző, hogy az É-

európai populációban a leggyakoribb, azonban itt is csak a stapes fixációk mintegy 
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kétharamada szövettanilag is igazolhatóan otosclerosis, ezt a saját vizsgálataink során kapott 

eredményeink is megerősítik. Az otosclerosis előfordulási gyakorisága az ázsiaiak között a 

legalacsonyabb, ami valószínűleg NOG gén mutációjával magyarázható, mert a mutáns 

fenotípus kongenitális stapes fixációt idéz elő (48,49). Ezért az ázsiában operált stapes 

fixációk döntő hányada nem otosclerosisos stapes fixáció. Ezen tények tükrében érthető, miért 

nem sikerült egyetlen esetben sem kimutatniuk a kanyaróvírus genom jelenlétét az 

otosclerosisosnak vélt műtéti mintákból. Ez a tény magyarázattal szolgálhat a 

szövettenyésztéses vizsgálataik sikertelenségére is. 

Végkövetkeztetésként elmondható, hogy a fenti bizonyítékok tükrében az otosclerosis 

egy pathológiai értelemben vett gyulladásos megbetegedés, amely erős korrelációt mutat a 

capsula otica perzisztáló kanyaróvírus fertőzésével.  

    

A kanyaróvírus receptor (CD46) és az alternatív splicing során keletkező receptor izoformák 

szerepe 

 

Ahogy azt már korábban említettük, a kanyaróvírus humán celluláris receptora 

membrán kofaktor proteinként is ismert CD46 antigén a capsula otica sejtjeiben. A CD46 

alapvető funkciója, hogy kofaktorként működik közre a C3b és C4b komplement 

komponensek szérum faktor I általi inaktivációjában, amivel hozzájárul a gazdaszervezet 

védekezéséhez a komplement rendszer túlzott aktiválódása által okozott károsodásokkal 

szemben. A CD46 gén az 1. kromoszóma 1q32 régiójában helyezkedik el, a génről egyetlen 

mRNS íródik át, amely poszt-transzlációs módosításokon megy keresztül az alternatív 

splicing során. A CD46 egy olyan polimorf I. típusú transzmembrán glikoprotein, amelynek 

eddig 14 alternatív splicing variánsát írták le. Ezek a variánsok eltérő mintázatban minden 

sejtmaggal rendelkező emberi sejt felszínén kifejeződnek (50). Az egyes izoformák együttes 

előfordulásához (ko-expresszió) korábban még nem tudtak speciális funkciókat 

hozzárendelni. Ki kell emelnünk azt a tényt, miszerint a CD46 által közvetített szignálok 

hatékonyabb T-sejt aktivációt képesek előidézni, mint a hagyományosan a CD3 és CD28 

molekulák által közvetített molekuláris stimulusok (50). Kutatócsoportunk vizsgálatai során 

fokozott CD46 immunreakciót tapasztaltunk az otosclerosisos stapes talpakban (10,50). 

Mindemellett az otosclerosisos stapes talpakban négy olyan új CD46 splicing variánst 

találtunk, amelyeket os1, os2, os3 és os4–nek neveztünk el. Az újonnan leírt CD46 izoformák 

a molekula két régiójában mutatnak speciális tulajdonságokat, a transzmembrán domén, vagy 

rövidebb, vagy hiányzik, és egy rendkívül ritkán előforduló citoplazmatikus farok régióval 
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rendelkeznek, amely feltehetően megváltozott jelátvitelt eredményez. Ezen változások 

ellenére a kanyaróvírus megkötő képességük változatlan maradt. Az otosclerosis 

szervspecifitásának és virális pathogenezisének hátterében a CD46 izoformák otosclerosisra 

jellemző speciális expressziós mintázata, és az otosclerosis-specifikus izoformák megváltozott 

funkciói állhatnak (50).   

 

AUTOIMMUNITÁS ÉS GYULLADÁS 

 

Kollagén-ellenes autoantitestek 

 

 Az otosclerosis egyik lehetséges ethiológiai tényezője a capsula otica elleni 

autoimmun reakció, azonban az erre vonatkozó eredmények valamelyest ellentmondóak (18). 

Yoo és mtsai (51) voltak az elsők, akiknek sikerült a II típusú kollagénnel szembeni 

autoantitesteket kimutatni az otosclerosisos betegek szérum mintáiban. A fent említett 

eredményekkel szemben Sørensen és mtsai (52) valamint Lolov és mtsai (53) nem 

tapasztaltak szignifikáns eltérést a II-es típusú kollagén-ellenes autoantitestek mennyiségében 

az otosclerosisos betegeket az egészséges kontrollokhoz viszonyítva. Mindemellett Lolov és 

mtsai (53) kismértékben emelkedett autoantitest koncentrációkat tapasztaltak azon 

otosclerosisos betegek szérum mintáiban, akik a betegség előrehaladottabb állapotában voltak. 

A további kísérletes munka során Joliat és mtsai (54), Bujía és mtsai (55) valamint Helfgott és 

mtsai (56) emelkedett szérum autoantitest koncentrációkat tapasztaltak a II. és a IX. típusú 

kollagénnel szemben az otosclerosisos betegek esetében az egészséges kontrollokhoz képest. 

A továbbiakban Yoo és mtsai (57) azt tapasztalták, hogy olyan lyticus csontléziókat lehet 

előidézni patkányok capsula otica-jában a II. típusú kollagénre specifikusan indukált 

autoimmun reakció segítségével, amelyek megjelenésükben nagyon hasonlítanak az 

otosclerosisban tapasztalt osteolyticus gócokhoz. Ez lehetne az otosclerosis autoimmun 

állatmodellje, de eredményeiket eddig még senkinek sem sikerült megismételnie, Harris és 

mtsai (58) sem tudtak ilyen jellegű elváltozásokat azonosítani hasonló állatmodelljükön. 

Mindezek alapján megállapítható, hogy a kollagénnel szembeni autoimmun reakciónak 

közvetve szerepe lehet az otosclerosis pathogenezisében, azonban primer etiológiai 

tényezőként nem vehető számításba (18,57).   
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Transzformáló növekedési faktor béta 1 (Transforming growth factor β1, TGF-β1) 

 

A TGF-β1 egy olyan széles körben elterjedt (ubikviter) cytokin, amelynek különböző 

gyulladásos megbetegedésekben, a szöveti fibrózisban és gyógyulásban, valamint az 

otosclerosis pathogenezisében is szerepe lehet. Néhány eset-kontroll tanulmány 

eredményeinek elemzése alapján a TGF-β1 expresszió szoros kapcsolatban áll az otosclerosis 

pathogenezisével. Egy nagy belga-, holland és francia tagokból álló kutatócsoport SNP 

(egyedi nukleotid polimorfizmus - single nucleotide polymorphism) analízisének eredményei 

szignifikáns összefüggést mutattak a TGF-β1 génben előforduló T263I SNP és az otosclerosis 

között. A vizsgált csoportokban az általánosan széles körben elterjedt I263 variáns alul-

reprezentált, ennek következtében védelmet nyújthat a betegséggel szemben (60). Ezt 

követően Thys és mtsai (61) a fentebb említett eredményeket kiegészítették azzal, hogy az 

I263 allélikus variáns protektív hatású, valamint biológiailag sokkalta aktívabb, mint a T263-

as „otosclerosis-rizikó” allél. Ugyanez a kutatócsoport négy otosclerosisos betegben a TGF-

β1 három eltérő variánsát (E29, A29 és I241) írta le, ami kihatással lehetett a TGF-β1 

aktivitására és funkciójára. A fentebb említett tanulmány adatai azt sugallják, hogy az 

otosclerosissal szembeni fogékonysághoz hozzájárulhatnak a TGF-β1 különböző ritka 

aminosav variánsai. Bodo és mtsai (62) TGF-β1-el kezeltek otosclerosisos betegek műtéti 

anyagából származó sejttenyészeteket, aminek hatására a TGF-β1 elnyomta a teljes kollagén 

és glükózaminoglükán szintézist, ezzel egyidejűleg fokozta a fibronectin szekréciót az 

otosclerosisos sejtekben a normál sejtekhez viszonyítva. Ezen tények ismeretében 

elmondható, hogy a TGF-β1 a módosult extracelluláris mátrix termelésén keresztül szerepet 

játszhat az otosclerosis pathogenezisében.  

 

Tumor nekrózis faktor-alfa (TNF-α) és az osteoprotegerin-RANK-RANKL rendszer 

következményes apoptózis 

 

Eddigi eredményeink alapján feltehető, hogy az otosclerosisban lejátszódó gyulladásos 

csontremodellációs zavart az apoptózist gátló (hCIAP1/2) és serkentő (Granzyme-β) 

szabályozó fehérjék fiziológiás egyensúlyának TNF-α által okozott felborulása 

magyarázhatja. Az 1-es típusú (hCIAP1, baculoviral inhibitor of apoptosis repeat 2) és a 2-es 

típusú (hCIAP-2, baculoviral inhibitor of apoptosis repeat 3) apoptózis inhibítorok egy olyan 

fehérje szupercsaládba tartoznak, melynek tagjai a TNF-α receptor asszociált faktorok 

(TRAF1, TRAF2) megkötésével és az ICE-szerű (interleukin-1 converting enzyme) proteázok 
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degradálásával képesek az apoptózis gátlására (63,64,65). A hCIAP1 a menadionnal kiváltott 

apoptózist is képes gátolni (66,67,36). Ez azért kiemelten fontos, mert a menadion (és számos 

citotoxikus szer pl. cisplatin) hatására szabadgyökök képződnek, amelyek központi szerepet 

játszanak bizonyos szenzorineurális halláscsökkenés pathogenezisében.  

A Granzyme-β-t (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte associated serine esterase 1) 

CD8 pozitív cytotoxicus T-sejtek és NK-sejtek termelik (67,68). Jelenlegi ismereteink szerint 

a fent említett sejtek úgy védik meg a szervezet egészséges sejtjeit, hogy a különböző nem-

saját antigéneket kifejező, legtöbbször intracelluláris pathogénekkel fertőzött sejtekben 

apoptózist indukálnak (63,69,70). A Granzyme-β központi szerepet tölt be a célsejtek gyors 

apoptózisának kiváltásában (63,70). 

Az otosclerosisos csontszövetben észlelhető fokozott TNF-α expresszió az, amely 

kiterjedt osteoclast aktivációt és csont reszorpciót eredményezhet (71,72,73). A TNF-α egy 

olyan proinflammatórikus cytokin, amelynek lényeges szerepe van az otosclerosis során 

végbemenő osteolysisben és az osteocyták osteoblasttá, valamint monocyta-típusú sejtek 

osteoclasttá történő differenciálódásában (71). A TNF-α az osteoclastok és osteoblastok 

közötti kommunikáció fontos paracrin mediátora, amelyet a macrophagok, B-sejtek, T-sejtek 

és aktivált monocyták termelnek (72,73). Az osteoprotegerin (OPG), amelyet a nómenklatúra 

szerint TNFRSF11b-nek (Tumor Necrosis Factor-α Super Family Member 11b) is neveznek 

egy gátló funkciójú glikoprotein, ami gátolja az osteolysist és az osteoclastok képződését, 

valamint az aktivált osteoclastok apoptózisát segíti elő (71). Ezen funkciók ismeretében 

világos, hogy az OPG fő feladata a kiegyensúlyozott oscteoclast és osteoblast működéssel 

jellemezhető fiziológiás csontremodelláció (turnover) biztosítása (72,73). Az OPG „decoy” 

receptorként funkcionál, ugyanis gátolja a kölcsönhatást a RANK (Receptor Activator of 

Nuclear Factor κB) és ligandja a RANKL között, megfékezve ezzel az osteoclastok 

képződését, aktivációját és toborzását (3. ábra) (72,73). Zehnder és mtsai (74) kísérleteik 

során az OPG-deficiens egerek capsula otica-jában az otosclerosisban megjelenő 

csontremodellációhoz hasonló elváltozásokat tapasztaltak. Kutatócsoportunk feltevései szerint 

a betegség korai, szövettanilag aktív fázisában gyulladásos cytokinek (TNF-α, IL-1, IL-6), 

citotoxikus enzimek (elasztáz, kollagenáz, katepszinek), valamint komplement fragmentumok 

(C3a, C3b, C5a) szabadulnak fel az otosclerosisos gócokból (72,73). Ezek a mediátorok a 

perilymphába jutva a külső szőrsejtek elektromotilitásának gátlásához vezethetnek (72,73,75). 

Ahogy arra a későbbiekben még részletesebben kitérünk, a fent említett eredmények tükrében 

az anti-cytokin terápia hatékony lehet az otosclerosis kezelésében a betegség korai 

gyulladásos fázisában.  
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Csont morfogenetikus fehérje (Bone morphogenetic protein, BMP) 

 

 A BMP egy a csontanyagcserében központi szerepet betöltő szabályozó fehérje, 

amelynek kiemelt jelentősége van a szervezetben végbemenő új csont képződésében, és a 

rekonstrukcióban (76,77). Emellett gyulladásos cytokinként is funkcionál, a TGF-β 

szupercsalád számos tagjához hasonlóan. Ezért érthető, hogy Schrauwen és mtsai (76) miért 

vizsgálták a különböző BMP izoformák expressziójának kockázati szerepét az otosclerosis 

kialakulását kísérő kóros csontremodellációban. Kísérleteik során szoros, szignifikáns 

összefüggést tártak fel a BMP2 és BMP4 izoformák expressziója és az otosclerosis között. A 

különböző BMP izoformák és receptorok immunhisztokémiai vizsgálatát Lehrendt és mtsai 

(77) végezték el otosclerosisos szövetekben, ahol a léziókban a BMP2, a BMP4, és a BMP7 

markáns expresszióját tapasztalták. A BMP receptorok vizsgálata során a BMPR-1 és a 

BMPR2 mutattak szignifikáns immunreakciót, ellenben a BMPR-1A nem adott értékelhető 

immunreakciót. Szintén ez a kutatócsoport a későbbiekben az aktív otosclerosisos 

szövetekben előforduló különböző BMP izoformák tipizálását is elvégezte. Eredményeik 

ismét a BMP2, BMP4, BMP7 következetes jelenlétét támasztották alá az otosclerosisos 

szövetekben (78). Az eredmények alapján logikusnak tűnik a feltevés, hogy a BMP eltérő 

variánsai befolyásolják a betegség korai szakaszában lejátszódó molekuláris pathológiai 

mechanizmusokat.  

 

 

HORMONÁLIS ÉS METABOLIKUS TÉNYEZŐK 

 

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) 

 

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszernek (renine-angiotensine-aldosterone-system, 

RAAS) szerepe lehet a lokalizált és a szisztémás csontremodelláció szabályozásában, mert az 

angiotenzin II (AG II) stimulálja a TNF-α és az IL-6 szerkéciót. Grayeli és mtsai (79) 

véleménye szerint a RAAS aktivitás a következő néhány gén polimorfizmusával van 

összefüggésben: az AGT M235T, amely az angiotenzinogén (AGT) szérum és szöveti 

koncentrációjának szabályozásáért felelős, az ACE I/D, amely az angiotenzin konvertáló 

enzim (angiotensine converting enzyme, ACE) aktivitásáért felelős, és az AT(1)R A/C(1166), 
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amely az angiotenzin II receptor (angiotensine receptor, ATR) funkciójáért felelős. Az 

említett polimorfizmusokat egy nagy francia populáció vizsgálatát követően írták le, de meg 

kell említeni, hogy csupán hat otosclerosisos betegből származó stapes talp állt 

rendelekezésükre, amelyeket részletesebben megvizsgálhattak molekuláris biológiai 

módszerekkel és szövettenyésztéssel egyaránt. A fent említett kutatók az AGT M235T és a 

ACE I/D polimorfizmus valamint az otosclerosis kialakulása között szignifikáns összefüggést 

írtak le, de nem találtak bizonyítékot a betegség és az AT(1)R valamint az A/C(1166) 

polimorfizmusok közötti kapcsolatra. Ezek alapján feltételezhetnénk a lokális RAAS 

aktvitivás és az otosclerosis közötti kapcsolatot, de Schrauwen és mtsai (80) legutóbbi 

tanulmányukban egyértelműen kizárták ennek lehetőségét.  
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3. ábra: Az otosclerosis során végbemenő gyulladásos csontremodelláció etiopathogenetikai modellje.  
A kiváltó „trigger” által aktivált és MHC-I restrikciót mutató sejtes immunválasz osteoclast aktivációhoz és 
emelkedett TNF-α expresszióhoz vezet. A TNF-α negatív visszacsatolással hat az osteoprotegerin 
expresszióra, mialatt fokozódik a RANK expresszió és a RANKL szekréció. Végül ez osteoclast 
túlaktiválódást eredményez, amelyet osteolysis és a csökkent osteoclast apoptosis kísér. A prolaktin hatásos 
aktivátora a RANK-nak és a RANKL szekréciónak. Jelölések: fekete nyíl: gátlás; szürke nyíl: aktiváció; 
Aoc: aktivált osteoclast, APC: antigén prezentáló sejt; Apoc: apoptotikus osteoclast; IL-1: Interleukin 1; Ob: 
osteoblast; Oc: osteoclast; Poc: preosteoclast; RANK: Receptor Activator of Nuklear Factor kappa b; 
RANKL: Receptor Activator of Nuklear Factor kappa b Ligand; Th1: I típusú Helper T-sejt; TNF-α: Tumor 
Nekrózis Faktor alfa; TNFRSF-11b: Tumor Nekrózis Faktor Receptor Szupercsalád 11b. 
Az ábra forrása: Karosi T. és mtsai. Az otosclerosis etiopathogenezise 2010 Fül-Orr-Gégegyógyászat 56 (4) 
(A szerzők hozzájárulásával). 

 

 

A „dystrophic dysplasia” szulfát transzporter (DDST) 

 

 A DDST egy olyan enzim, amelyet csak nemrég azonosítottak, és szerepe van a szulfát 

adsorptióban és readsorptióban, amely a normális csontremodellációhoz (turnover) szükséges 

az újcsontképződés szabályozásakor. Grayeli és mtsai (81) fokozott DDST aktivitást 

tapasztaltak az otosclerosisos csontmintákban, azonban a DDST mRNS expressziója az 

otosclerosisos szövettenyészetekben nem tért el a normálistól. Megemlítendő, hogy a DDST 
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aktivitás és az otosclerosis során fellépő szenzorineurális halláscsökkenés súlyossága jó 

korrelációt mutatott egymással. Ennek köszönhetően a DDST speciális célpontja lehet az 

otosclerosis gyógyszeres kezelésének a jövőben (81,82).  

 

Parathormon (PTH) és PTH-related peptid (PTHrP) receptorok 

 

 Az már széles körben ismert, hogy a D-vitamin antagonista hatásának gátlásával a 

PTH és a PTHrP fokozza a csontresorptiót s indukálja az osteolysist. Grayeli és mtsai (83) 

valamint Fanó és mtsai (84) voltak azok, akik otosclerosisos sejtkultúrákban a PTH és PTHrP 

szignifikánsan alacsonyabb expresszióját igazolták a hormonális (aktív D3-vitamin) 

stimulációra adott csökkent sejtválasszal. Az említett közlemények adatai alátámasztják azt az 

elképzelést, miszerint a PTH-ra és PTHrP-re adott abnormális sejtválasz (amibe a csökkent 

receptor expresszió és a receptor deszenzitizáció is benne foglaltatik) segíti az otosclerosis 

során megfigyelhető abnormális csontremodelláció kialakulását (83,84). 

 

Nemi hormonok 

 

A nemi hormonok szerepére az otosclerosis kialakulásában abból a tényből 

következtethetünk, hogy a betegség 2-3-szor gyakoribb a nők, mint a férfiak között. Ahogy 

azt már korábban említettük, a szervezetben a magasabb ösztrogén és progeszteron szintekkel 

jellemezhető állapotok, és az ösztrogén-progeszteron-prolaktin rendszer más betegségei is 

hozzájárulhatnak a már kialakult otosclerosis progressziójához (85,86,87,88). Az OPG-

RANK-RANKL rendszer részletes jellemzését már fentebb olvashatták. Ehhez kapcsolódik 

az, hogy az ösztrogén képes indukálni az osteoclastok apoptózisát, mivel csökkenti az 

osteoclastok válaszát a RANKL kötődésére (3. ábra). A prolaktin felszabadulásának nagy 

hatásfokú stimulátorai az ösztrogén és a progeszteron. A csontokban tapasztalható csökkent 

ásványi anyag koncentráció is utalhat hiperprolaktinémiára, amely egyaránt lehet fiziológiás 

vagy pathológiás eredetű. A legutóbbi irodalmi adatok tanulsága szerint a prolaktin csökkenti, 

az OPG pedig fokozza a RANKL termelését (3.ábra). Az ösztrogén védő hatásával szemben 

az ösztrogén-indukált hiperprolaktinémia ellenállhat, mivel gátolja az OPG védő rendszerét.   

Ez állhat annak hátterében is, hogy miért fokozhatja az otosclerosis és a vestibularis 

betegségek kockázatát a hormonpótló kezelések alkalmazása, és az orális fogamzásgátlók 

szedése. A hiperprolaktinémia kapcsolatban van a terhességel és a tejelválasztással, ez 
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ugyancsak az otosclerosis megnövekedett kockázatának alapját képezheti többes 

(multiparitas) terhességekben (88).  

 

AZ OTOSCLEROSIS NEM-SEBÉSZI KEZELÉSE - TERÁPIÁS 

MEGFONTOLÁSOK 

 

 Manapság az otosclerosis következtében kialakult vezetéses halláscsökkenés 

kezelésében a sebészi megoldás (stapedectomia, stapedotomia) tekinthető az elsődleges 

terápiás eszköznek. Mindazonáltal a fentebb említett autoimmun-gyulladásos tényezők, és a 

csontanyagcsere szabályozásának zavarai alapján mérlegelnünk kell a gyógyszeres terápia 

lehetőségét a betegség korai aktív szakaszában. A gyógyszeres kezelés alatt elsősorban az 

osteoporosis elleni szerek, az immunszupresszív és gyulladáscsökkentő gyógyszerek 

értendőek (18).  

A nem szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszerek (non-steroidal anti-inflammatory 

drugs, NSAID) tesztelését egy II. típusú kollagén-indukált patkány-otosclerosis modellen 

végezték el (89). A kipróbált szerek közül az indomethacin adagolását követően 

szignifikánsan csökkent kollagenáz termelést és csont reszorpciót tapasztaltak (89). Az 

indomethacin kezelés gátolta az osteoclastok számának emelkedését, és a csont resorptió 

kizárólag a bulla otica-ban volt tapasztalható. Ezzel szemben az indomethacinnal nem kezelt 

kontroll csoportban a bulla otica-n kívül is kiterjedt osteolysis volt megfigyelhető (90).  

Dexamethasonnal a primer otosclerosisos sejtkultúrákban csökkenthető volt a DDST 

aktivitás, valamint az IL-6 expresszió, amely dózisfüggő hatást mutatott, és az RU 486 

kódnévvel jelölt (fejlesztés alatt álló) glükokortikoid antagonistával gátolható volt (82). A 

kortikoszteroidok hatása markánsabban jelentkezett az autoantitest pozitivitással társuló 

otosclerosisos betegeknél, mint az autoantitest negatív betegtársaik esetében (91). 

Megemlítendő, hogy az intratympanalis dexamethason instillatio a korábban negatívként 

értékelhető TEOAE (Torziós Otoakusztikus Emisszió) és DPOAE (Disztorziós Otoakusztikus 

Emisszió) válaszokat pozitívvá változtathatja a hallásvizsgálat során (92).  

Az otosclerosis korai gyulladásos szakaszában tapasztalható szenzorineurális 

halláscsökkenés esetében az anti-TNF-α biológiai szerek (Remicade, Humira, Enbrel) 

terápiás lehetőséget biztosíthatnak, mivel a proinflammatórikus cytokinek, köztük a TNF- α is 

jelentős mennyiségben termelődnek az aktív otosclerosisos gócokban (18,72,73). Mindössze 

egyetlen tanulmány áll csak rendelkezésünkre, amelyben az autoimmun szenzorineurális 
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halláscsökkenések (autoimmune inner ear disease, AIED) esetében vizsgálták az infliximab 

(Remicade) lokális perfúziójának hatékonyságát. A kísérlet során olyan AIED-ben szenvedő 

betegeket vizsgáltak, akiknél nem lehetett fokozatosan lecsökkenteni a kortikoszteroid 

dózisokat, valamint relapsus volt megfigyelhető a kortikoszteroid kezelés felfüggesztését 

követően. A vizsgált betegeket, - akiknél előzetesen ventillatios tubus insertiot végeztek - 

négy hétig kezelték hetente egyszer intratympanalis infliximab perfúzióval. A TNF-α 

blokkoló beadását követően a betegek többségénél csökkentek a csontvezetéses hallásküszöb 

értékek, és a kortikoszteroid kezelés is felfüggeszthető volt. A kísérlet során a vizsgált 9 

páciens közül összesen 7 reagált tartósan az infliximab kezelésre (93).  

A csontanyagcserében kiemelt szerepet betöltő BMP hatásos gátlószerei a 

biszfoszfonátok. Klinikai vizsgálatok alapján felvetették a biszfoszfonát kezelés terápiás 

akalmazását az otosclerosis korai aktív stádiumában (94). Brookler és mtsai (95) igazolták az 

etidronát kezelés alkalmazhatóságát az otosclerosis során kialakuló szenzorineurális 

halláscsökkenés és fülzúgás (tinnitus) kezelésében.  

Az osteoporosis és az otosclerosis kezelésében is egyaránt alkalmazható a 

rekombináns emberi kalcitonin (18,89,96). A lazac kalcitonin kezelés eredményeként 

egyetlen otosclerosisos beteg állapotában tapasztaltak javulást a szédülést, és hallást érintő 

panaszokat illetően (96). Állatkísérletek során az in vivo adagolt kalcitoninnal sikeresen 

gátolták a kollagenáz termelést és aktivitást, valamint a csont resorptiót a II. típusú kollagén 

segítségével kiváltott otosclerosis-szerű léziókban (89).  

Brookes és mtsai (97) 47 klinikailag otosclerosisos betegben vizsgálták a D-vitamin 

potenciális hiányát. A vizsgált betegek 22%-ánál a vérplazma 25-hidroxi-D3-vitamin szintje 

abnormálisan alacsony értékeket mutatott, valamint a betegek 33%-ánál találtak fokozott 

alkalikus-foszfatáz aktivitást. A fenti eredmények figyelembe vételével arra a konklúzióra 

jutottak, hogy a fokozott aktív D3-vitamin bevitel jótékony hatású lehet az otosclerosisos 

betegek gyógyszeres terápiája során (18,97).  

A kóros csontremodelláció hatékony antagonistái a nátrium fluorid és más fluorid-

származékok, mert csökkentik az osteoclastok aktivációját, és az ennek eredményeként 

meginduló osteolysist a molekuláris szabályozó folyamatok gátlásával. Ezt igazolja az a 

tanulmány is, amelyben a fluorid kezelést követően, a DDST gátlásának következtében 

csökkent szulfát felvételt tapasztaltak az otosclerosisos szövettenyészetekben (81).  Úgy 

tűnik, hogy a nátrium-fluorid anélkül képes stabilizálni a csont vesztést osteoporosisban és 

Paget-kórban, hogy a pathologiás csonttörések incidenciája növekedne. A Vartiainen és mtsai 

(98) által készített tanulmány eredményei szerint a fluorozott csapvizet fogyasztó betegek 
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esetében a légvezetéses hallásküszöb értékek szignifikánsan jobbak voltak azon betegtársaik 

eredményeinél, akik fluorid-szegény vizet ittak. Ehhez hasonló szignifikáns eltérések voltak a 

két betegcsoport között a csontvezetési küszöbértékekben az 1, 2, 4 kHz-es frekvenciák 

átlagában. Szintén ez a kutatócsoport készítette el azt a tanulmányt, amely a stapedectomia 

során kialakult hosszútávú hallásjavulást vizsgálta Finnország azon régióiban, ahol a 

természetes vízkészlet fluorid tartalma rendkívül alacsony. Eredményeik nem mutattak 

szignifikáns eltérést a fluoridos csapvizet és az alacsony fluorid tartalmú vizet fogyasztó 

betegek között. A tapasztalatok alapján a kutatók arra a következtetésre jutottak, hogy a 

pótlólagos napi 1-3 mg nátrium-fluorid bevitel az alacsony fluorid tartalmú vizekkel ellátott 

területeken nem elég magas ahhoz, hogy a stapedectomia utáni hallásjavulásra nézve 

szignifikáns hatása legyen (99). Causse és mtsai (100) véleménye szerint a magas (>60 

mg/nap) nátrium-fluorid bevitellel meggátolhatóak és visszafejleszthetőek az otosclerosis 

során bekövetkező csontos elváltozások a labyrinthus csontos részén. Coletti és mtsai (101) a 

klinikai otosclerosisban szenvedő betegek esetében, a betegség korai fázisában ellenőrizték a 

stapedius reflex kiválthatóságát, hogy igazolni tudják a nátrium-fluorid kezelés 

hatékonyságát. A prospektív, követéses vizsgálatokkal kimutatták a fluorid stabilizáló hatását 

a betegség korai, aktív szakaszában. A nátrium-fluorid kezelés alkalmazásával az esetek több 

mint 60%-ában volt feltartóztatható a betegség progressziója két éves nyomonkövetés mellett, 

és az esetek több mint 50%-ban öt éves nyomonkövetéssel is. Bretlau és mtsai (102) 

készítették el azt a prospektív, klinikai, kettős vak, placebo-kontrollált tanulmányt, amelyben 

a nátrium-fluorid kezelés hatékonyságát vizsgálták az otospongiosisos (aktív otosclerosisos) 

betegek esetében. Eredményeik a halláscsökkenés szignifikáns rosszabbodását mutatták a 

placebo-csoportokban, a napi 40 mg-os dózisokkal kezelt csoportokhoz képest. Összegezve az 

eddigi tapasztalatokat elmondható, hogy a nátrium-fluorid jó terápiás szer lehetne a korai 

stádiumú aktív otosclerosisban szenvedő betegek számára, de mégsem terjedt el széles 

körben, mert csak magas (50-60 mg/nap) dózisokban alkalmazva lehet hatékony. A nátrium-

fluorid ilyen magas koncentrációban történő alkalmazása azonban komoly mellékhatásokat 

eredményezhet, többek között vese-, máj- és szívelégtelenséget, dysostosist, spinalis stenosist 

és más szövődményeket.  

Az otosclerosis korai fázisában markáns anti-osteolyticus hatás érhető el a rövid távú 

rekombináns OPG (OPG-Fc) kezeléssel. A betegség gyulladásos szakaszában a rekombináns 

OPG-Fc kezelés rendkívül hasznos lehet a RANK-mediálta osteolysis megszakításának  és  a  

normális  csontremodelláció  megtartásának  köszönhetően (72,73)  (3. ábra). 
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CÉLKITŰZÉSEK 
 

 A kísérletes munka megtervezésénél a stapes fixációk közül elsősorban az 

otosclerosisra koncentrálva az alábbi irányvonalakat jelöltük ki: 

 

1. A kanyaróvírus jelenlétének kimutatása RT-PCR technikával (mátrix protein „MP” és 

nukleoprotein „NP” specifikus primerek felhasználásával), Ehhez kapcsoltan a 

capsula otica CD46 expressziós mintázatának feltérképezése, amely magyarázatot 

adhat a kanyaróvírussal szembeni szervspecifikus fogékonyságra. 

 

2. A kanyaróvírus genom kimutatása mellett a kanyaróvírus ellenes IgG és IgA szintek 

meghatározása a vizsgált betegek szérum mintáiban ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbant Assay) technika segítségével. 

 

3. A TNF-α receptorok (TNFRI és II) expressziós szintjeinek és mintázatának vizsgálata 

a normális, nem-otosclerosisos és otosclerosisos stapes talpakban. Ezzel bizonyítható, 

hogy a TNF-α központi szerepet játszik az otosclerosisos csontátépülés 

pathogenezisében. Eredményeinkből áttételesen következhet, hogy a betegség korai 

gyulladásos szakaszában kialakuló szenzorineurális halláscsökkenéssel szemben 

valóban hatékony terápiát jelenthetnek az anti-TNF-α biológiai szerek.   

 

4. Az otosclerosisban tapasztalható kóros csontremodelláció következtében megjelenő 

felborult csontanyagcsere (turnover) és a csontsejtek (osteoclast, osteoblast, 

osteocyta) apoptózis/túlélés szabályozásának zavarai közötti összefüggések feltárása.  

 

5. Hagyományos haematoxylin-eozin festéssel az otosclerosisos esetek elkülönítése a 

nem-otosclerosisos stapes fixációktól. Szövettani jellegzetességek meghatározása a 

stapes fixációk kórszövettani differenciáldiagnózisában. 

 

Fenti célkitűzésinket szem előtt tartva három kísérletsorozatot indítottunk, amelyeket a 4. 

ábrán látható blokkséma segítségével kívánjuk bemutatni. 
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4. ábra: A kísérletes munka blokksémája.                 
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 METODIKÁK 
 

BETEGEK 
 

 Jelen dolgozat három kísérletsorozat eredményeit foglalja össze, elemzi és értelmezi, 

ennek megfelelően a kísérletekhez felhasznált beteganyagot 3 részre bontva mutatjuk be: 

1. Az otosclerosishoz kapcsolható CD46 variánsok restrikciós analízise (kanyaróvírus-

specifikus RT-PCR, CD46-specifikus RT-PCR, restrikciós tipizálás, haematoxylin-

eozin festés, ELISA). 

Ebben a kísérletben ötvenegy stapes talpat vizsgáltunk (n=51; férfiak=17, 

nők=34), amelyeket klinikailag stapes fixációval jellemzett betegekből 

stapedectomia során távolítottak el. Az eltávolított stapes talpakat azonnal 

10%-os formalinban fixáltuk a további kísérletes munkához. Az otosclerosisos 

és a nem-otosclerosisos stapes fixációkat posztoperatív szövettani vizsgálattal 

(hagyományos haematoxylin-eozin festés) különítettük el egymástól. A nem-

otosclerosisos stapes fixációval jellemzett betegek átlagéletkora 35,47 év 

(n=30; tartomány: -19-57 év) volt, az otosclerosisos stapes fixációval jellemzett 

betegek átlagéletkora pedig 39,17 év (n=21; tartomány: -23-62 év) volt. A 

stapes fixáció klinikai diagnóziát otoszkópos, audiometriás és tympanometriás 

vizsgálatok segítségével állapítottuk meg. Az 1000 Hz-es frekvencián mért 

csont-lég köz értéke legalább 30 dB volt. A tympanogrammok a legtöbb 

esetben (>90%) As-típusú (A-shallow) voltak. Egyetlen beteg sem emlékezett 

kanyaróvírus fertőzésre gyermekkorából, míg 17 esetben a vakcináció 

dokumentált volt (1969 után születettek). Ebben a kísérletben az ELISA 

vizsgálatokhoz a fent említett betegek szérum mintáit használtuk fel. 

 

2. TNF-α receptorok (TNFRI/II) expressziójának vizsgálata otosclerosisos szövetekben 

(immunhisztokémia, haematoxylin-eozin festés). 

A második kísérletben nyolcvan stapes talpat használtunk fel (n=80; 

férfiak=29, nők=51), amelyeket szintén klinikailag stapes fixációval jellemzett 

betegekből távolítottak el. Az eltávolított stapes talpakat azonnal 10%-os 
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formalinban fixáltuk a további kísérletes munkához. A betegek átlagéletkora 

39,41 év volt (tartomány: -17-71 év). A mintákat egy nagyobb készletből 

(n=384) választottuk ki szövettani vizsgálatok alapján, annak megfelelően, 

hogy negyven otosclerosisos (n=40) és negyven nem-otoslcerosisos (n=40) 

mintán végezhessük el kísérleteinket. A stapes fixáció klinikai diagnóziát 

otoszkópos, audiometriás és tympanometriás vizsgálatok segítségével 

állapítottuk meg. Az 1000 Hz-es frekvencián mért csont-lég köz értéke minden 

esetben elérte, vagy meghaladta a 30 dB-t. A klinikai stapes fixációk 

megközelítőleg az esetek kétharmadában kétoldalinak bizonyultak, de 

betegenként csak egy stapest vizsgáltunk, mert ebben az időszakban (2008 

december – 2009 február) csak egyoldali stapedectomiákat végeztek az esetek 

döntő többségében.  

 

3. Apoptózis markerek (hCIAP1, hCIAP2, Granzyme-β) kifejeződésének vizsgálata 

otosclerosisos szövetekben (immunhiszokémia, haematoxylin-eozin festés).  

A harmadik kísérletben negyvennégy (n=44; férfiak=20, nők=24) stapes talpat 

vetettünk alá szövettani vizsgálatnak, melyek közül negyvenet (n=40; 

férfiak=17, nők=23) stapedectomiával távolítottak el a betegekből stapes 

ankylosis miatt. A stapes fixációban szenvedő betegek átlagéletkora 42,19 év 

volt (tartomány: -21-67 év). A felhasznált mintákat egy nagyobb készletből 

(n=217) választottuk ki, a minták szövettani osztályozását követően. A 

szelekcióval kisebb otosclerosisos és nem-otosclerosisos reprezentatív 

csoportokat szerettünk volna létrehozni. A részlegesen eltávolított és összetörrt 

stapes talpakat kizártuk ebből a tanulmányból, csak olyan fragmentált mintákat 

használtunk fel, amelyek rekonstruálhatóak voltak az orientáció és a beágyazás 

során. Mindezzel törekedtünk a teljes stapes minták vizsgálatára. Ezen 

kritériumoknak 177 minta felelt meg, amelyek közül 124 klinikailag 

otosclerosisosnak bizonyult, de csak 53 minta esetében volt szövettani 

vizsgálattal is igazolható az otosclerosis diagnózisa. A stapes fixáció klinikai 

diagnóziát otoszkópos, audiometriás és tympanometriás vizsgálatok 

segítségével állapítottuk meg. Az 1000 Hz-en mért csont-lég köz érték legalább 

30 dB volt. A tympanogramok A-típusúak (23%) vagy As-típusúak (73%) 

voltak. A klinikai stapes fixációk megközelítőleg az esetek kétharmadában 

kétoldalinak bizonyultak, de betegenként csak egy stapest vizsgáltunk, mert a 
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mintagyűjtési periódus alatt csak egyoldali stapedectomiákat végeztek az 

esetek döntő többségében. Négy cadaver stapes talpat (n=4; férfiak=3, nők=1) 

használtunk fel negatív kontrollként, amelyeket olyan elhunytakból távolítottak 

el a halál beállta után (24 órán belül), akik nem szenvedtek semmilyen fülészeti 

megbetegedésben. A negatív kontrol minták átlagéletkora 53,2 év (tartomány: -

48-63) év volt. 

 

 
 
5. ábra: a stapes minták kiválasztásának morfológiai szempontjai. 

 

 

A minták összegyűjtése és feldolgozása során minden esetben a Tudományos és 

Kutatásetikai Bizottság (TUKEB) hatályos előírásainak megfelelően jártunk el, a kísérletes 

munkát a bizottság (ETT-TUKEB/2008-113-547/89) engedélyével végeztük el. A minták 

összegyűjtésében a PTE, ÁOK Fül-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikája (Pécs), a 

SZTE, ÁOK Fül-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikája (Szeged), valamint a Bajcsy-

Zsilinszky Kórház Fül-Orr-Gégészeti Osztálya (Budapest) voltak együttműködő partnereink. 

 

SZÖVETTANI VIZSGÁLATOK 

 

 A szövettani vizsgálatokhoz felhasznált műtétileg eltávolított stapes mintákat az 

eltávolítást követően azonnal 10%-os pufferelt formalinba helyeztük (fixálás 7 napon 

keresztül). Ezt követően a csontokat 0,5 M-os nátrium-EDTA (etilén-diamino-tetraacetát, 72 

órán keresztül) oldattal dekalcináltuk. A mintákat 10%-os analitikai tisztaságú zselatinba 

(Sigma-Aldrich, USA) ágyaztuk (24 óra, 56◦C), majd a lehűtött zselatinos blokkokat 4%-os 
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paraformaldehid oldatban újrafixáltuk (24 óra). Két órán át krioprotekciót végeztünk 20%-os 

szacharóz oldatban, majd a zselatinos blokkokból kriosztát segítségével (MNT 

cryomicrotome, Slee, Mainz, Germany) 10µm vastagságú úszó metszeteket készítettünk, 

amelyeket 0,3%-os Na-azid tartalmú PBS-ben (Phosphate Buffered Saline) tároltunk a 

felhasználásig 4◦C-os hőmérsékleten. Az elkészült metszeteket többféle módszerrel is 

vizsgáltuk, ennek megfelelően többféleképpen használtuk fel a metszeteket: 1; hagyományos 

haematoxilin-eozin festés; 2; nukleinsav extrakció, amely a kanyaróvírus- specifikus RT-PCR 

reakciók és a CD46- specifikus RT-PCR reakciók, valamint az ezt követő restrikciós tipizálás 

kivitelezéséhez volt szükséges; 3; immunhisztokémiai vizsgálatok. Az úszó metszeteket a 

tárgylemezre úsztatva és rászárítva elvégeztük azok haematoxylin-eozin festését, hogy az 

otosclerosisos és nem-otosclerosisos stapes fixációkat egymástól elkülöníthessük. A 

szövettani diagnózis felállításához hagyományos fénymikroszkópos (Axioskop2 MOT Zeiss, 

Jena, Germany) vizsgálatot végeztünk, a kapott eredményeket „jpeg” fájlformátumban 

digitálisan is archiváltuk. 

 Az otosclerosis szövettani diagnózisának megállapításakor az alábbi kritériumokat 

vettük figyelembe:  

1; Aktív otosclerosis: basophil festődést mutató szabálytalan, fonatos csontszerkezet, 

erősen megvastagodott stapes talp; hypervascularizatio, többrétegű endothelsejt 

proliferációval a marginális zónában; a gócokban nagyszámú osteoclast, osteoblast, osteocyta. 

Az osteoclastok több sejtmaggal rendelkeznek, és az osteolyticus Howship lacunákban 

találhatóak (103). 

2; Inaktív otosclerosis: a szövettani képet a lamelláris csontszerkezet uralja, amelynél 

már kevésbé jellemző a fonatos mintázat; az otosclerosisos fókuszok eozinophilen festődnek; 

a hypervascularizatio megfigyelhető, de jelentősen csökkent az osteocyták száma, az 

osteoclastok és osteoblastok pedig csaknem teljesen eltűntek (103). 

 

NUKLEINSAV EXTRAKCIÓ ÉS A KANYARÓVÍRUS GENOM 
KIMUTATÁSA RT-PCR TECHNIKÁVAL 
 

 

A teljes RNS mennyiséget kivontuk a homogenizált metszetekből TRIReagent (Sigma-

Aldrich, USA) segítségével. A nukleinsav -extrakció során mindenben a gyártó utasítása 

szerint jártunk el. A kanyaróvírus genom kimutatására az ssRNS szekvencia egy 440 

bázispár hosszúságú szegmentumát használtuk, ezt a szakaszt amplifikáltuk seminested RT-
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PCR segítségével. A cél szekvencia 5’-3’ irányban a vírusgenom 1091-1531 nukleotidjaiból 

állt. Az RT-PCR során rTth (Recombinant Thermus thermophilus, Applied Biosystems, 

USA) reverz transzkriptáz enzimet alkalmaztuk. Az RT lépésben MV2 és MV3 

nukleoprotein RNS- specifikus primereket alkalmaztunk. A vírus kontamináció 

kiküszöbölésére RNS-mentes negatív kontrollokat használtunk. A keletkezett cDNS-t a 

seminested lépésben Taq-polimeráz (Sigma-Aldrich, USA) enzim alkalmazásával tovább 

amplifikáltuk. Ebben a lépésben két újabb nukleoprotein RNS- specifikus primer 

kombinációt alkalmaztunk MV3-MV4 és MV2-NP14. A felhasznált primerek főbb jellemzőit 

az 1. táblázatban foglaltuk össze. A kontamináció megelőzésére cDNS-mentes negatív 

kontrollokat is beállítottunk. Az otosclerosisos minták pozitív kontrolljaként élő attenuált 

Edmonston és Schwartze-típusú kanyaróvírus törzseket használtunk, amelyeket a hazánkban 

is forgalomban lévő MMR vakcinákból vontunk ki. Negatív kontrollként a fent említett 

klinikai kontroll mintákat alkalmaztuk. A kanyaróvírus kimutatás megerősítésére a 

mintáinkban emberi RNS kimutatását is elvégeztük. Erre a feladatra a riboszómális RNS-t 

célzó h36B4+ és h36B4- celluláris kontroll primereket alkalmaztuk. Az RT-PCR során az 

EA-RT (Enhanced Avian Reverse Transcriptase, Sigma Aldrich, USA) enzimet alkalmaztuk. 

A keletkezett cDNS-t a Taq DNS-polimerázzal (Sigma-Aldrich, USA) tovább amplifikáltuk. 

A negatív celluláris kontroll eredményt adó mintákat kizártuk a további vizsgálatainkból. A 

reakció eredményességét agaróz gélelektroforézissel ellenőriztük (1,5%-os agaróz gél). 

 

A reakció során a következő hőmérsékleti profilt alkalmaztuk:  

 

RT- lépés: 

Inkubáció 60◦C-on 30 percen át, denaturáció 94◦C-on 2 percen át (RT- reakció), 40 

amplifikációs ciklus (denaturáció 94◦C-on 30 másodpercig, primer annealáció: 62◦C-on 1 

percen keresztül) és a végső extenzió 60◦C-on 7 percen át. 

 

semi-nested PCR: 

Denaturáció 95◦C-on 2 percen át, 35 amplifikációs ciklus (denaturáció 96◦C-on 20 

másodpercig, primer annealáció 55◦C-on 1 percig, primer extenzió 72◦C-on 1,5 percen át). 
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1. táblázat: Kanyaróvírus specifikus RT-PCR primerek 

 
Primer Szekvencia 

(5’- 3’) 
Termék 

hossza (bp) 
Annealációs 
hőmérséklet 

Kanyaró 
(NP) 

specifikus 
primerek 

 

Külső kör 

MV2 (-) GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 
381 62◦C 

MV3 (+) GCATCTGAACTCGGTATCAC 

Belső kör 

MV3 (+) GCATCTGAACTCGGTATCAC 
231 55◦C 

MV4 (-) AGCTCTCGCATCTGCTCT 

MV2 (-) GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 
221 55◦C 

NP14 (+) GCAAGGAAGATAGGAGGGTC 

Emberi 
celluláris 
kontroll 
primerek 

 

H36B4+ (+) AGATGCAGCAGATCCGCAT 
150 55◦C 

H36B4- (-) ATATGAGGCAGGAGTTTCTCCAG 

 

CD46 VARIÁNSOK KIMUTATÁSA RT-PCR TECHNIKÁVAL 
 

A CD46 mRNS variánsok elkülönítésére tervezett RT-PCR primerjei közül a ’sense’ 

irányultságú CD46Kfor az 5-ös és a 6-os exon határárát átfedve, míg az ’antisense’ 

irányultságú CD46Krev a 14-es exonhoz kötődött a reakció során. Az exonhatárokra 

tervezett első primer segítségével biztosítottuk, hogy kizárólag az érett, az alternatív splicing-

on már átesett mRNS amplifikálódott. Mivel a primereket konzervatív, minden variánsban 

megtalálható exonokra terveztük, a módszerrel valamennyi jelen lévő variáns mRNS-ét 

detektálhattuk. A cDNS PCR során CD46Bfor, és CD46Brev primereket alkalmaztuk. A 

reakció során felhasznált primerek jellemzőit a 2. táblázat tartalmazza. Az RT lépés során 

eAMV RT (enhanced avian myeloblastosis virus reverse transcriptase) enzimet (Sigma-

Aldrich, USA) használtuk. A cDNS-PCR-t a JumpStartTM Accu TaqTM LA DNA polymerase 

enzim (Sigma-Aldrich, USA) alkalmazásával végeztük el. A reakció eredményességét agaróz 

gélelektroforézissel ellenőriztük. A keletkezett amplimerek elkülönítését agaróz 

gélelektroforézissel, és poliakrilamid gélelektroforézissel egyaránt elvégeztük, mert 
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poliakrilamid gélen jobban elkülönültek az egyes izotípusokat reprezentáló amplimer csíkok. 

Azonban az egyes CD46 variánsok molekulasúly alapján nem voltak egyértelműen 

megfeleltethetőek az egyes izotípusoknak, ezért volt szükség egy a variánsok meghatározását 

célzó módszer alkalmazására. 

 

A reakció során a következő hőmérsékleti profilt alkalmaztuk: 

 

RT lépés: 

Inkubáció 75◦C-on 10 percen keresztül, amikor a minták és a primerek együtt inkubálódnak, 

a primerek nélküli master mix-et csak ezután adjuk hozzá, majd 48◦C-on 20 percig, ezt 

követően pedig 50◦C-on 30 percig inkubáljuk a mintákat. 

 

cDNS PCR:  

94◦C-on denaturálás 2 percen át, 35 amplifikációs ciklus (denaturáció 94◦C-on 15 

másodpercig, primer annealáció 60◦C-on 30 másodpercig, primer extenzió 68◦C-on 1 percig). 

 

A CD46 –specifikus RT-PCR során keletkező várható (ismert CD46 variánsok) amplimerek 

szerkezetét, és az egyes amplimerek méretét a 6. ábrán foglaltuk össze. 
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6. ábra: A CD46 mRNS variánsok sematikus szerkezete az RT-PCR során 
keletkező, számított termékméretekkel. A szerkezeti diagramokon a kis 
téglalapokban látható számok jelzik az egyes exonok sorszámát. CYT1, CYT2, 
CYT3, CYT4 a különböző típusú citplazmatikus doméneket jelölik, amelyek a 
CD46 variánsokra jellemzőek. A fontosabb régiókat (SCR, STP, U, TM, CYT) 
külön jelöltük. 
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2. táblázat: CD46 specifikus RT-PCR primerek 
 
Primer Szekvencia 

(5’-3’) 
Annealációs 
Hőmérséklet 

CD46 
specifikus 
primerek 

  

Külső kör 

CD46Kfor (+) GAGTGTAAAGTGGTCAAATGTCG 
75◦C 

CD46Krev (-) GGAGTGGTTGATTTAGTCTGGTAA 

Belső kör 

CD46Bfor (+) TCGATGGCAGCGACACAA 
60◦C 

CD46Brev (-) GGTAAGTGGCATATTCAGCTCCA 

 

CD46 AMPLIMEREK TISZTÍTÁSA POLIAKRILAMID GÉLBŐL 
 

 A poliakrilamid gélelektroforézist követően szikepenge segítségével kivágtuk az 

amplimer csíkokat, majd ezt követően a géldarabokat 1,5 ml-es Eppendorf csövekbe 

helyeztük, és 300 µl elúciós puffert (0,5M ammónium-acetát; 1mM EDTA, pH 8,0) adtunk a 

mintákhoz, majd egy éjszakán keresztül 37◦C-os hőmérsékleten inkubáltuk. Ezt követően 

centrifugálással különítettük el egymástól a felülúszót és a géldarabokat, majd a DNS 

tartalmú felülúszót tiszta Eppendorf csövekbe pipettáztuk át. A DNS-t kétszeres mennyiségű 

100%-os etanollal precipitáltuk -70◦C-os hőmérsékleten 10 percig, majd centrifugáltuk (5 

perc, 4◦C, 13000g). Majd 100µl Tris-EDTA (TE, pH 7,5) pufferben felvettük az üledéket, 

amit két és félszeres mennyiségű 96%-os etanollal, és tizednyi térfogatú 2,5 M-os Na-

acetáttal újból precipitáltunk. A precipitációt követően a mintákat centrifugáltuk (5 perc, 4◦C, 

13000g). A keletkezett pelletet 70%-os etanollal mostuk, és 37◦C-os hőmérsékleten 

szárítottuk. A szárítást követően a mintákat 20-20µl TE-ben oldottuk vissza. 

 

AZ ELKÜLÖNÍTETT CD46 VARIÁNSOK RESTRIKCIÓS ANALÍZISE 
 

 A gélelektroforézissel elkülönített CD46 variánsoknak megfelelő amplimereket 

miután a gélből visszanyertük, restrikciós analízissel azonosítottuk. Erre azért volt szükség, 

mert az egyes amplimercsíkok molekulaméret alapján nem voltak egyértelműen 

megfeleltethetőek egy-egy variánsnak (sok hasonló, közel azonos molekulaméretű variáns 

van, ami a 3. táblázat adataiból is látszik). A restrikciós enzimek kiválasztása során az 
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elsődleges szempontunk az volt, hogy a CD46 gén hipervariábilis régiójában kizárólag 

egyetlen felismerőhellyel rendelkezzenek. Ennek alapján a következő enzimeket alkalmaztuk 

a restrikciós analízis során: 1. HinfI (7-es exon); 2. AccI (8-as exon); StuI (9-es exon); 

HpyCH4V (12-es exon); BsaI (13-as exon). Az egyes restrikciós enzimek felsimerő-és 

hasítási helyeit a 7. ábrán tüntettük fel. Minden cDNS mintát emésztettük a fent említett 

restrikciós enzimekkel (48◦C, 24h). A restrikciós hasítások eredményét a hasított cDNS 

amplimerek agaróz gélelektroforézisével tettük láthatóvá. A restrikciós tipizálás 

eredményeként a CD46 izotípusoknak megfelelő amplimerek azonosíthatóvá váltak a hasítási 

mintázatuk valamint a molekulaméretük alapján, így megfeleltethetőek a korábban már leírt 

tizennégy izoformának. A tizennégy CD46 variáns fontosabb jellemzői a 3. táblázatban 

láthatóak.  

 

3. táblázat: A lehetséges CD46 amplimerek molekulamérete, és hasítási mintázata. 
 

CD46 izotípus Amplimer hossz 
Az izotípust hasítani képes 

endonukleázok 

n 227bp StuI 

l 249bp HpyCH4V 

f 291bp StuI, HpyCH4V 

j 294bp AccI, HpyCH4V 

m 299bp AccI, StuI, HpyCH4V 

d 336bp AccI, StuI, HpyCH4V 

h 336bp Hinf I, AccI, HpyCH4V 

k 342bp HpyCH4V, BsaI 

b 378bp Hinf I, AccI, StuI, HpyCH4V 

e 384bp StuI, HpyCH4V, BsaI 

i 387bp AccI, HpyCH4V, BsaI 

c 429bp AccI, StuI, HpyCH4V, BsaI 

g 429bp Hinf I, AccI, HpyCH4V, BsaI 

a 471bp Hinf I, AccI, StuI, HpyCH4V, BsaI 
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7. ábra: A CD46 molekula hipervariábilis régiójának kódolásáért felelős mRNS 
(messenger RNS) szekvenciája, valamint az erre a régióra specifikus endonukleázok 
felismerési-és hasítási helyei. Az aláhúzott nukleotid szekvenciák a CD46 specifikus RT-
PCR-hez felhasznált primerek (CD46Kfor, CD46Krev) annealációs helyeit jelzik. A piros 
nyilak jelölik a mRNS exonjainak kezdő nukleotidjait. A színes téglalapok a restrikciós 
enzimek hasítási helyeit jelölik. A molekula hypervariábilis régiójában a HinfI, AccI, StuI, 
HpyCH4V és a BsaI endonukleázok rendelkeznek specifikus felismerő-és hasítási hellyel. 
Az ábra forrása: Csomor P., Szalmás A., Kónya J., Sziklai I., Karosi T. Restriction analysis 
of otosclerosis-associated CD46 splicing variants. European Archives of Oto-Rhino-
Laryngology, 2010; 267(2):219-226. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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KANYARÓVÍRUS- SPECIFIKUS ELISA 
 

A  klinikailag stapes  fixációval jellemzett betegek műtét  előtt  nyert  szérum  mintáit 

-70◦C-os hőmérsékleten tároltuk a feldolgozásig. A kanyaróvírus- ellenes IgG és IgA szinteket 

egy kanyaróvírus specifikus ELISA-kit segítségével határoztuk meg, amelyet a gyártó 

ajánlása (Immuno Biological Laboratories, IBL-Hamburg, Germany) szerint alkalmaztunk. A 

vizsgálatok előtt az immunglobulin szintek meghatározásához kalibrációs görbét készítettünk 

ismert kanyaróvírus- ellenes immunglobulin standardok felhasználásával. Az ELISA-reader 

készülékben 450 nm-es hullámhosszúságú fényt alkalmaztunk, míg referencia 

hullámhosszként a 620 nm-es értéket választottuk ki. A kanyaróvírus-ellenes immunglobulin 

szintet (IgG és IgA) 12 IU/ml felett pozitívnek tartottuk, a szürke (cut-off) zónának a 8 és 12 

IU/ml közötti értékeket tekintettük, míg a 8 IU/ml alatti immunglobulin szinteket 

egyértelműen negatív eredményként értékeltük. Negatív kontrollként a nem-otosclerosisos 

(szövettani diagnózis alapján) stapes fixációban szenvedő betegek szérum mintáit 

alkalmaztuk. 

   

TNF-α RECEPTOR I/II- SPECIFIKUS IMMUNOFLUORESZCENS 
VIZSGÁLATOK (IFA) 
 

A TNF-α receptor I és II -specifikus immunofluoreszcens vizsgálatokhoz felhasznált, 

műtétileg eltávolított mintákat azonnal 10%-os pufferelt formalinban fixáltuk (7 nap), majd 

dekalcináltuk 0,5 M-os nátrium-EDTA (etilén-diamino-tetraacetát) oldattal 72 órán keresztül 

4◦C-os hőmérsékleten. A dekalcinált mintákat 15%-os tisztított zselatinba (Sigma-Aldrich, 

USA) ágyaztuk (24 óra, 56◦C), majd a lehűtött és megformázott zselatinos blokkokat 4%-os 

paraformaldehid oldattal újrafixáltuk (24 óra, 20◦C). Az elkészült, fixált blokkokon 

krioprotekciót végeztünk 20%-os szacharóz oldat segítségével (2 óra, 4◦C). Az ily módon 

előkészített mintákból 10 µm-es vastagságú úszó metszeteket készítettünk kriosztát 

segítségével (MNT cryomicrotome, Slee, Mainz, Germany) -40◦C-os hőmérsékleten. Az 

elkészült metszeteket 0,02% Na-azidot tartalmazó 0,1 M-os PBS-ben (Phosphate Buffered 

Saline) tároltuk 4◦C-os hőmérsékleten az immunfluoreszcens reakció kivitelezéséig. Minden 

egyes mintából kiválasztottunk egymás utáni metszeteket, amelyeket mind hagyományos 

haematoxylin-eozin festéssel, mind a TNF-α receptor I/II- specifikus immuno-assay-el 

elemeztünk. 
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A TNF-α receptor I/II specifikus immuno-assay kivitelezése: 

 

Blokkolás: 

A reakcióhoz kiválasztott metszeteket 0,2 mol/L PBS tartalmú Protein Block 

(Biogenex Laboratories Inc, San Ramon, CA, USA) oldattal mostuk 20 percen át 20◦C-os 

hőmérsékleten, amely tartalmaz: 1% szarvasmarha szérum albumint, 0,09% nátrium-azidot és 

0,1% Tween-20 detergenst.  

 

Primer antitestek: 

A blokkolt metszeteket ezek után együtt inkubáltuk 100µl térfogatú, 0,02% nátrium-

azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml koncentrációjú poliklonális kecskében előállított anti-humán-

TNFRI/TNFRSF1A specifikus primer antitest (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

oldattal folyamatos rázatás mellett 24 órán keresztül 20◦C-os hőmérsékleten. Az első primer 

antitest kötődését követően mostuk a metszeteket 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel. 

Mintáinkat ezt követően együtt inkubáltuk 100 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 

0,005 mg/ml koncentrációjú monoklonális egér hibridóma sejtvonalban előállított anti-

humán-TNFRII/TNFRSF1B specifikus primer antitest (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) oldattal folyamatos rázatás mellett 24 órán keresztül 20◦C-os hőmérsékleten. A 

metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel. 

 

Secunder antitestek: 

A mintáinkat együtt inkubáltuk folyamatos rázatás mellett 12 órán keresztül 20◦C-os 

hőmérsékleten 50 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml koncentrációjú 

NorthernLightsTM szamárban termeltetett anti-kecske immunglobulin G (IgG) secunder 

antitest oldattal (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), amelyben az antitestek az NL-493 

jelű flourokrómmal voltak jelölve. A metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú 

PBS-sel. Végül a mintáinkat 50 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml 

koncentrációjú NorthernLightsTM szamárban termeltetett anti-egér IgG secunder antitest 

oldattal (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) inkubáltuk együtt folyamatos rázatás mellett 

12 órán keresztül 20◦C-os hőmérsékleten, amelyben az antitestek az NL-637 jelű 

fluorokrómmal voltak jelölve. A metszeteket végül 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel mostuk. 

 



 40 

Az immuno-assay során az összes inkubációt steril nedves kamrában végeztük el, a 

reakciók során felhasznált összes primer és secunder antitest az R&D Systems-től származott. 

Az antitestek aspecifikus kötődésének kizárására külön kísérleteket nem végeztünk, mert a 

gyártótól kizárólag olyan antitesteket rendeltünk, amelyek tesztelve voltak a kísérlet 

szempontjából esetlegesen zavaró keresztreakciókra. A gyártó ezeket a paramétereket direct 

ELISA-val és Western-blot assay-el ellenőrizte minden antitest esetében, s a kapott 

eredményeket feltüntette az adott termék adatlapján. 

 

Lefedés: 

Az immunreakcióhoz felhasznált metszeteket minden esetben UV-transzparens 

PromoFluor Antifade Reagent-tel (Promocell, Heidelberg, Germany) fedtük. 

 

Archiválás: 

Az immunreakciók kiértékeléséhez szükséges digitális felvételeket a különböző 

fluorokrómoknak megfelelő hullámhosszú gerjesztő fénysugár alkalmazásával készítettük el 

egy fluoreszcens mikroszkóp konfiguráció segítségével (Axioskop2 MOT Zeiss, Jena, 

Germany). Az NL-493 esetében 510 nm-es hullámhosszon és az NL-637 esetében pedig 650 

nm-es hullámhosszon készítettük el a digitális felvételeket. Az expozíciós idő minden esetben 

a 90 és 130 millisecundum közötti tartományba esett. Az elkészült képeket „jpeg” 

fájlformátumban digitálisan archiváltuk (Axioskop2 MOT, Axiovision 4.0; Zeiss, Jena, 

Germany). 

  

HCIAP1/2 ÉS GRANZYME B- SPECIFIKUS IMMUNOFLUORESZCENS 
VIZSGÁLATOK (IFA) 
 
 A hCIAP1/2 és Granzyme-β-specifikus immunfluoreszcens vizsgálatokhoz 

felhasznált, műtétileg eltávolított mintákat azonnal 10%-os pufferelt formalinban fixáltuk (7 

nap), majd dekalcináltuk 0,5 M-os nátrium-EDTA (etilén-diamino-tetraacetát) oldattal 72 

órán keresztül 4◦C-os hőmérsékleten. A dekalcinált mintákat 15%-os tisztított zselatinba 

(Sigma-Aldrich, USA) ágyaztuk (24 óra, 56◦C), majd a lehűtött és formázott zselatinos 

blokkokat 4%-os paraformaldehid oldattal újrafixáltuk (24 óra, 20◦C). Az elkészült, fixált 

blokkokon krioprotekciót végeztünk 20%-os szacharóz oldat segítségével (2 óra, 4◦C). Az ily 

módon előkészített mintákból 10µm-es vastagságú úszó metszeteket készítettünk kriosztát 

segítségével (MNT cryomicrotome, Slee, Mainz, Germany) -40◦C-os hőmérsékleten. Az 
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elkészült metszeteket 0,02% Na-azidot tartalmazó 0,1 M-os PBS-ben (Phosphate Buffered 

Saline) tároltuk 4◦C-os hőmérsékleten az immunfluoreszcens reakció kivitelezéséig. Minden 

egyes mintából kiválasztottunk egymás utáni metszeteket, amelyeket mind hagyományos 

haematoxylin-eozin festéssel, mind a hCIAP1/2 és Granzyme-β-specifikus immuno-assay-el 

elemeztünk.  

 

A hCIAP1/2 és Granzyme-β-specifikus immuno-assay kivitelezése: 

 

Blokkolás: 

A reakcióhoz kiválasztott metszeteket 0,2 mol/L PBS tartalmú Protein Block 

(Biogenex, San Francisco, CA, USA) oldattal mostuk 20 percen át 20◦C-os hőmérsékleten, 

amely tartalmaz: 1% szarvasmarha szérum albumint, 0,09% nátrium-azidot és 0,1% Tween-

20 detergenst.  

 

Primer antitestek: 

A blokkolt metszeteket ezek után együtt inkubáltuk 100 µl térfogatú, 0,02% nátrium-

azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml koncentrációjú poliklonális kecskében előállított anti-humán 

hCIAP1-specifikus primer antitest (R&D Systems, Birmingham, AL, USA) oldattal 

folyamatos rázatás mellett 24 órán keresztül 20◦C-os hőmérsékleten. Az első primer antitest 

kötődését követően mostuk a metszeteket 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel. Mintáinkat ezt 

követően együtt inkubáltuk 100 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml 

koncentrációjú poliklonális, szamárban előállított anti-humán hCIAP2-specifikus primer 

antitest (R&D Systems, Birmingham, AL, USA) oldattal folyamatos rázatás mellett 24 órán 

keresztül 20◦C-os hőmérsékleten. A metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú 

PBS-sel. Az öblítést követően a metszeteket együtt inkubáltuk 100 µl térfogatú, 0,02% 

nátrium-azidot tartalmazó, 0,02 mg/ml koncentrációjú monoklonális egér hibridóma 

sejtvonalban előállított anti-humán granzyme-β-specifikus primer antitest (R&D Systems, 

Birmingham, AL, USA) oldattal folyamatos rázatás mellett 24 órán keresztül 20◦C-os 

hőmérsékleten. A metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel. 

 

Secunder antitestek: 

A mintáinkat együtt inkubáltuk folyamatos rázatás mellett, 12 órán keresztül, 20◦C-os 

hőmérsékleten, 50 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml koncentrációjú 

NorthernLightsTM szamár anti-kecske immunglobulin  G (IgG) secunder antitest oldattal 
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(R&D Systems, Birmingham, AL, USA), amelyben az antitestek az NL-493 jelű 

flourokrómmal voltak jelölve. A metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú 

PBS-sel. Az öblítést követően mintáinkat 50 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 

0,005 mg/ml koncentrációjú NorthernLightsTM kecske anti-szamár IgG secunder antitest 

oldattal (R&D Systems, Birmingham, AL, USA) inkubáltuk együtt folyamatos rázatás mellett 

12 órán keresztül, 20◦C-os hőmérsékleten, amelyben az antitestek az NL-557 jelű 

fluorokrómmal voltak jelölve. A metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú 

PBS-sel. Végül a mintáinkat 50 µl térfogatú, 0,02% nátrium-azidot tartalmazó, 0,005 mg/ml 

koncentrációjú NorthernLightsTM szamár anti-egér IgG secunder antitest oldattal (R&D 

Systems, Birmingham, AL, USA) inkubáltuk együtt folyamatos rázatás mellett, 12 órán 

keresztül, 20◦C-os hőmérsékleten, amelyben az antitestek az NL-637 jelű fluorokrómmal 

voltak jelölve. A metszeteket mostuk 0,2 mol/L koncentrációjú PBS-sel. 

  

Az immuno-assay során végrehajtott összes inkubációt steril nedves kamrában 

végeztük, a reakciók során felhasznált összes primer és secunder antitest az R&D Systems-től 

származott. Az antitestek aspecifikus kötődésének kizárására külön kísérleteket nem 

végeztünk, mert a gyártótól kizárólag olyan antitesteket rendeltünk, amelyek tesztelve voltak 

a kísérlet szempontjából esetlegesen zavaró keresztreakciókra. A gyártó ezeket a 

paramétereket direct ELISA-val és Western-blot assay-el ellenőrizte minden antitest esetében, 

s a kapott eredményeket feltüntette az adott termék adatlapján. 

 

Lefedés: 

Az immunreakcióhoz felhasznált metszeteket minden esetben UV-transzparens 

PromoFluor Antifade Reagent-el (Promocell, Heidelberg, Germany) fedtük. 

 

Kiértékelés, archiválás: 

Az immunreakciók kiértékeléséhez szükséges digitális felvételeket a különböző 

fluorokrómoknak megfelelő hullámhosszú gerjesztő fénysugár alkalmazásával készítettük el 

egy fluoreszcens mikroszkóp konfiguráció segítségével (Axioskop2 MOT Zeiss, Jena, 

Germany). Az NL-493 esetében 510 nm-es hullámhosszon, az NL-557 esetében 574 nm-es 

hullámhosszon, az NL-637 esetében pedig 650 nm-es hullámhosszon készítettük el a digitális 

felvételeket. Az expozíciós idő minden esetben a 90 és 130 millisecundum közötti 

tartományba esett. Az elkészült képeket „jpeg” fájlformátumban digitálisan archiváltuk 

(Axioskop2 MOT, Axiovision 4.0; Zeiss, Jena, Germany). A felvételek alapján 
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szemikvantitatív analízist végeztünk az Axiovision 4.0 szoftver alkalmazásával, amelynél a 

relatív lumineszcenciát minden esetben mind a három különböző hullámhosszon adott jel 

alapján kalkuláltuk. Vizsgálódásunk középontjában elsődlegesen a léziók centrális részén 

található, átlagosan 5-10 sejtet tartalmazó területek voltak, amelyeket 40x nagyítás mellett 

tanulmányoztunk. 
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EREDMÉNYEK 
 

 Eredményeinket a betegminták részletes ismertetésénél is használt felosztás szerint 

tárgyaljuk a továbbiakban, amelyek ebben a fejezetben is három jól elkülöníthető részre 

oszthatóak és megfeleltethetőek azon három kísérletsorozatnak, amelyek a dolgozat gerincét 

képzik.  

 

AZ OTOSCLEROSISHOZ KAPCSOLHATÓ CD46 IZOFORMÁK 
RESTRIKCIÓS ANALÍZISE 
 

Szövettani diagnózis és a kanyaróvírus RNS kimutatása 

 

A kísérlet során felhasznált stapes talpak szövettani vizsgálatának köszönhetően az 

otosclerosis korrekt szövettani diagnózisát 21 stapes ankylosis esetében tudtuk egyértelműen 

kimondani (8/A. ábra). Ezen minták közül 16 minta esetében az otosclerosisos gócok 

szövettanilag aktívnak bizonyultak, azonban 5 minta esetében szövettanilag inaktívak voltak. 

A szövettani vizsgálatok feltárták a 30 nem-otosclerosisos stapes fixáció esetében megjelenő 

stapediovestibuláris calcificációt, amelyet eozinophilen festődő extracelluláris mátrix 

állomány, csökkent cellularitás és hypovascularisatio kísért (8/B. ábra) 

 Az emberi riboszómális RNS-t mind az 51 vizsgált stapes talpból ki tudtuk mutatni a 

celluláris kontroll RT-PCR reakciók során. Ennek megfelelően minden mintánk alkalmas volt 

arra, hogy a fent említett vizsgálatok mellett elvégezzük a kanyaróvírus RNS jelenlétének 

kimutatását (RT-PCR), valamint a CD46 splicing variánsok kimutatását (RT-PCR) és azok 

restrikciós analízisét. Az elvégzett vizsgálatok során szoros összefüggést tapasztaltunk a 

csontban megfigyelhető csontléziók és a kanyaróvírus RNS-specifikus RT-PCR reakciók 

eredményei között. A kanyaróvírus nukleoproteint kódoló RNS minden esetben kimutatható 

volt azokban a mintákban, amelyek a szövettani vizsgálatok során otosclerosisosnak 

bizonyultak (n=21); (8/A. ábra). Az otosclerosisos csont szövettani képe reszorptív csont 

léziókkal, a nagyszámú osteoclastot, osteoblastot, fibroblasotot és proliferáló endothelsejtet 

tartalmazó vasculáris és pseudovasculáris elemekkel jellemezhető (8/A. ábra) A vírusnegatív 

stapes talpaknál (n=30) minden esetben nem-otosclerosisos degeneratív megbetegedések 

álltak a stapes fixációk hátterében, amelyeket az otosclerosisétól eltérő a pathogenezis 
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jellemez (8/B. ábra). A nem-otosclerosisos stapes fixációk között az elváltozások hátterében 

annuláris calcificatio (n=19), globuláris fibrózis (n=7), és lymphocyta infiltráció (n=4) állt.  

 

 
 
8. ábra: A kanyaróvírus nukleoprotein (NP) specifikus és a celluláris kontrol RT-PCR eredményei a szövettani 
sajátságokkal (haematoxylin-eozin festés) összefüggésben otosclerosisos és nem-otosclerosisos stapes talpak 
esetében. A:  Aktív otosclerosis góc a stapes talp elülső pólusán, jellemző a hypercellularitás, a széles 
pseudovascularis terek, a basophil festődés. A celluláris kontrol RT-PCR pozitív eredményt adott, a 
kanyaróvírus nukleoprotein RNS kimutatása minden szövettanilag is otosclerosisosnak bizonyult minta esetében 
sikeres volt mindkét semi-nested primerpár (MV3-MV4; MV2-NP14) alkalmazásával. B: Annuláris 
stapediovestibularis calcificatio, amelyet csökkent cellularitás, és vascularisatio jellemez. A kóros 
csontremodellácó következtében kialakuló eosinophilen festődő osteoid állomány figyelhető meg. A celluláris 
kontrol RT-PCR sikeres volt, a kanyaróvírus kimutatása azonban az összes nem-otosclerosisos stapes fixáció 
esetében sikertelen volt. 
Az ábra forrása: Csomor P., Szalmás A., Kónya J., Sziklai I., Karosi T. Restriction analysis of otosclerosis-
associated CD46 splicing variants. European Archives of Oto-Rhino-Laryngology, 2010; 267(2):219-226. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
 

Kanyaróvírus specifikus ELISA (Enzyme-linked immunosorbant assay) 

 
 A kanyaróvírus- specifikus ELISA vizsgálatok statisztikailag szignifikáns eltérést 

mutattak ki a betegek szérumában tapasztalható kanyaróvírus -ellenes IgG szintek 

tekintetében az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes fixációk között. A kanyaró-

ellenes ellenanyag (IgG) mennyisége szignifikánsan alacsonyabb (medián: 6,9 IU/ml) volt az 
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otosclerosisos betegek szérumában, a vírusnegatív, nem-otosclerosisos kontrollokhoz 

(medián: 142 IU/ml) képest. Tizenhét páciens volt a vizsgált beteganyagban, akik 

dokumentáltan részesültek kanyaróvírus-elleni vakcinációban. Érdekes, hogy ezek közül a 

betegek közül tizenegyen szenvedtek otosclerosisban, amely szövettanilag is igazolt volt, 

csontmintáikból kimutattuk a kanyaróvírus jelenlétét, valamint esetükben elégtelen szérum 

kanyaró-ellenes IgG titert tapasztaltunk az ELISA vizsgálatok során (medián: 6,1 IU/ml). A 

további hat esetben a betegeknek nem-otosclerosisos stapes fixációja volt, és szeropozitívnak 

bizonyultak a kanyaróvírussal szemben (medián: 133 IU/ml). 

 

CD46 variánsok restrikciós analízise 

 

 Az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes fixációk is ugyanazon öt CD46 

mRNS variáns együttes expressziójával jellemezhetőek, azonban ezek eltérő expressziós 

szinteket mutatnak a két csoportban. A variánsokat a molekulasúly szerinti eloszlásuk és a 

restrikciós analízis alapján azonosítottuk (9. ábra, 10. ábra). Minden mintánkban a „c”, „d”, 

„e”, „f”, és egy ezidáig ismeretlen rövidebb splicing variánst tudtunk kimutatni (9. ábra). Az 

ismeretlen rövid variáns alternatív splicing során keletkező mRNS-e csak a kilences exont 

tartalmazta a variábilis régióból. Az ismeretlen variáns expressziós mintázata megegyezik a 

már korábban leírt „n” variánséval, azonban molekulasúlyuk teljesen eltérő (10/E. ábra, 3. 

táblázat). Az öt különböző CD46 variáns relatív expressziós szintjeit denzitometriás mérések 

segítségével határoztuk meg. Az otosclerosisos minták esetében az „f” és az ismeretlen rövid 

variáns mutatott szignifikánsan emelkedett expressziót ellentétben a nem-otosclerosisos 

minták esetében tapasztalt eredményekkel (9. ábra). Ezek alapján az otosclerosis jellemezhető 

a CD46 variánsok egyedi expressziós mintázatával, amelyek relatív expressziós szintjeik 

alapján csökkenő sorrendbe rendezve a következőek: f (4.), d (3.), e (2.), c (1.), és az 

ismeretlen (5.) variáns (9. ábra.). A nem-otosclerosisos stapes fixációkra jellemző CD46 

izoformák relatív expressziós szintjeik alapján csökkenő sorrendben a következőek: d (3.), f 

(4.), c (1.), e (2.), és az ismeretlen (5.) variáns (9. ábra). Ki kell emelnünk, hogy az ismeretlen 

(5.) variáns elhanyagolható mértékű expressziós szinteket mutatott a nem-otoslcerosisos 

stapes fixációk esetében (9. ábra). 
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9. ábra: A különböző CD46 izoformák cDNS-einek elkülönítése SDS poliakrilamid 
gélelektroforézis segítségével (SDS-PAGE). A:  az otosclerosisos (OS) és a nem-
otosclerosisos (C) stapes talpak CD46 expressziós mintázata (inverz SDS-PAGE 
fevétel UV fény expozícióval). Ugyanazon öt CD46 variánst tudtuk detektálni az 
otosclerosisos és a nem-otosclerosisos mintákban is, azonban az izoformák relatív 
expressziós szintjei eltérőek. A variánsok koexpressziójának mintázata szoros 
összefüggést mutatott a minták szövettani leleteivel. A számok a CD46 mRNS 
specifikus RT-PCR során keletkező amplimereket jelölik. C: nem-otosclerosisos minta. 
OS: otosclerosisos minta. B: Tisztított és szétválasztott CD46 cDNS-ek (agaróz gél 
felvétel UV fény expozícióval). A számok a gélből tisztított és ismételten elválasztott 
CD46 izoformák amplimerjeit jelölik, amelyek a CD46 specifikus RT-PCR-ban 
keletkeztek. C: nem-otosclerosisos stapes talp. OS: otosclerosisos stapes talp. MW: 
molekulatömeg marker. 1: „c” variáns; 2: „e” variáns; 3: „d” variáns; 4: „f” variáns; 5: 
ismeretlen rövidebb variáns.   
Az ábra forrása: Csomor P., Szalmás A., Kónya J., Sziklai I., Karosi T. Restriction 
analysis of otosclerosis-associated CD46 splicing variants. European Archives of Oto-
Rhino-Laryngology, 2010; 267(2):219-226. (A szerzők hozzájárulásával) 
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10. ábra: A CD46 cDNS amplimerjeinek restrikciós analízisével kapott eredmények. Az öt szétválasztott 
CD46 variáns összehasonlító vizsgálatát molekulatömeg marker segítségével végeztük el. Ezek közül 
négyet sikerült megfeleltetnünk az irodalomban már korábban leírt variánsoknak: „c”, „e”, „d”, „f” 
variánsok, azonban az ötödik variáns nem volt azonosítható a molekulatömege és a restrikciós mintázat 
alapján. Ennek az ismeretlen variánsnak a restrikciós mintázata teljesen megegyezik az „n” variánséval, 
azonban molekulatömege jelentősen eltér az „n” variánsétól. HinfI, AccI, StuI, HpyCH4V és BsaI 
restrikciós endonukleáz enzimek, amelyek felismerőhellyel rendelkeznek a CD46 molekula hypervariábilis 
régiójában. Az endonukleázok nevei után található zárójelekben lévő számok jelölik, hogy a hypervariábilis 
régióban mely exonban található az adott enzim felismerő-és hasítási helye. A:  a „c” variáns hasítási 
mintázata. B: az „e” variáns hasítási mintázata. C: a „d” variáns hasítási mintázata. D: az „f” variáns 
hasítási mintázata. E: az ismeretlen rövidebb variáns hasítási mintázata. K:  nem hasított kontroll amplimer. 
MW:  molekulatömeg marker. 
Az ábra forrása: Csomor P., Szalmás A., Kónya J., Sziklai I., Karosi T. Restriction analysis of otosclerosis-
associated CD46 splicing variants. European Archives of Oto-Rhino-Laryngology, 2010; 267(2):219-226. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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TNF-ALFA RECEPTOR I/II EXPRESSZIÓS SAJÁTOSSÁGAINAK 
VIZSGÁLATA 
 

Amint már korábban említettük, a szövettani- (H.E. festés), valamint a TNF-alfa 

receptor I/II- specifikus immunfluoreszcens vizsgálatokhoz az intakt stapes talpak mellett a 

részlegesen eltávolított stapes talpak közül csak olyanokat vizsgáltunk, amelyek a 

fragmentumaikból rekonstruálhatóak voltak az orientáció és a beágyazás során. A szövettani 

és az immunofluoreszcens vizsgálatok során minden alkalommal egymás után következő 

szövettani metszeteket használtunk fel.  

  

Szövettani vizsgálatok  

 

 Negyven ankylotikus stapes talp esetében volt egyértelműen megállapítható az 

otosclerosis szövettani diagnózisa (n=40). Az otosclerosisos esetek közül 24 esetben tűntek 

aktívnak (grádus I – 11/A. ábra) (grádus II – 11/D. ábra) az otosclerosisos gócok a szövettani 

kép alapján, 16 esetben pedig inaktívnak (grádus III – 12/A. ábra) (grádus IV – 12/D. ábra) (4. 

táblázat). A részlegesen eltávolított stapes talpakat kizártuk a vizsgálatainkból, mert a stapes 

talp anterior és a posterior pólusában található csontléziók idézik elő a stapes rögzülését az 

ovális ablak körüli térrészben, amelyek feltehetőleg a műtétet követően a stapes fülkében 

maradtak. A negyven nem-otosclerosisos stapes fixációból 27 esetben tapasztaltunk annuláris 

calcificatiot, amelyet az eozinophilen festődő extracelluláris mátrix, csökkenő sejtes 

állomány, és hypovascularizatio jellemez (4. táblázat, 13/D. ábra). A fennmaradó 13 esetben 

globuláris fibrózist sikerült diagnosztizálni a szövettani vizsgálatok eredményeként, 

amelyeknél a csont reszorpció mono-vagy bipolárisan jelentkezett a stapes talpak anterior és 

posterior pólusain. (4. táblázat., 13/A. ábra) 

 
 
TNFRI/II- specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok (IFA) 

 

A stapes talp vestibuláris felszínén elhelyezkedő hyalin porcréteg chondrocytái 

minden esetben markáns immunreakciót mutattak a TNFRI/II komplexekkel szemben, amely 

nem meglepő, figyelembe véve azt a tényt, hogy ezek a sejtek olyan embryonális 

„maradványok”, amelyekből a primer otosclerosis során a stapes talpban megjelenő lézió 

formáló sejtek kialakulhatnak (17) (11/B,C,E,F. ábra; 12/B,C,E,F. ábra). Ezzel szemben a 
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nem-otosclerosisos stapes fixációk esetében csont léziókban található macrophagok, 

osteocyták és osteoclastok felszínén nem tapasztalható szignifikáns TNFRI/II expresszió az 

immunofluoreszcens vizsgálatok alapján (13/B,C,E,F. ábra). Az otosclerosisos gócokban 

található osteoclastok mindkét TNF-α receptor markáns expresszióját mutatták, amely jól jelzi 

a csontszövetben lejátszódó, aktív gyulladással kísért kóros csontremodellációt a fent említett 

léziókban. Az otosclerosisos minták esetében a két különböző típusú TNF-α receptor 

expressziójának mértéke, valamint expressziós mintázatuk erős összefüggést mutat a betegség 

szövettani aktivitásával. Ezt az összefüggést statisztikai analízissel is alátámasztottuk (Yates-

korrigált χ2 teszt, p <0,001; 4. táblázat). A szövettanilag aktív otosclerosisos (grádus I-II) 

minták esetében nagyszámú sokmagvú osteoclast tölti ki a nagy kiterjedésű pseudovascularis 

tereket, amely sejtek a TNFRI erős granuláris expressziója mellett a TNFRII markáns 

expressziójával is jellemezhetőek (11/B,C,E,F. ábra). A betegség szövettanilag aktív 

stádiumától eltérően az otosclerosis előrehaladott, inaktív szakaszában (grádus III-IV) az 

osteoclastok csökkenő száma jellemzi a szövettani képet, amelyek gyenge annuláris TNFRI-

specifikus immunreakciót mutatnak, míg a TNFRII immunreakció gyakorlatilag hiányzik 

(12/B,C,E,F. ábra). 

 

 

4. táblázat: Tumor Nekrózis Faktor-alfa Receptorokra (TNFRI és TNFRII) specifikus immunreakció. 
 

Kórszövettani leletek (H.E.) (n=80) TNFRI TNFRII 

Otosclerosisos stapes fixáció (n =40)   

Aktív otosclerosis (n=24) (grádus I-II) + + (+) + + + 

Inaktív otosclerosis (n=16) (grádus I-II) + (+) - 

Nem-otosclerosisos stapes fixáció (n = 40)   

Annuláris kalcifikáció (n=27) - - 

Globuláris fibrózis (n=13) - - 

Stapes talpak vestibuláris felszínének 

hyalinporc rétege (n = 80) 
+ + + + 

 
Jelölések: - negatív; + gyenge perivascularis immunreakció; + + erős annuláris immunreakció; + + + durva 
granuláris, szinte összefolyó immunreakció; TNFRI: Tumor Necrosis Factor-α Receptor I-specifikus 
immunreakció, TNFRII: Tumor Necrosis Factor-α Receptor II-specifikus immunreakció. 
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11. ábra: A TNFRI/II immunofluoreszcens vizsgálatának eredményei szövettanilag aktív (grádus I-II) minták 
esetében. A:  Aktív (grádus I) otosclerosisos góc a stapes talp anterior pólusán (haematoxylin-eozin festés). A 
szövettani képen tágas pseudovascularis terek (fekete nyíl) figyelhetőek meg, amelyeket pseudoseptumok 
tagolnak, jellemző a hypercellularitás. B: Az előző metszet TNFRI expressziójának kimutatása. Az osteoclastok 
intenzív, granuláris TNFRI specifikus immunreakciót mutatnak. A beillesztett kis kép nagyobb nagyítással 
mutatja a TNFRI-t kifejező osteoclastokat. C: Az otosclerosisos gócot alkotó sejteknél erős TNFRII specifikus 
immunreakciót tapasztalunk. A fehér nyíllal jelölt középfül nyálkahártya szintén intenzív TNFRII 
immunreakciót mutat. A beillesztett kis képen láthatjuk a TNFRII-t intenzíven kifejező osteoclastokat. D: 
Mérsékelt szövettani aktivitású (grádus II) otosclerosisos góc a stapes talp posterior pólusában (haematoxylin-
eozin festés). Fekete nyíllal jelöltük a pseudovascularis tereket, az osteoid állományban még mindig sok sejt 
található, de a cement vonalak lefutása már szabálytalan, fonatos, örvénylő szerkezetű. E: Az előző metszet 
TNFRI expressziójának kimutatása. Az otosclerosisos léziót kialakító sejtek markáns annularis immunreakciót 
mutatnak. A stapes talp vestibuláris felszínén található hyalinporc réteg (fehér nyíl) intenzív TNFRI 
expresszióval jellemezhető. F: A TNFRII kifejeződése nagyon hasonló a TNFRI esetében tapasztalthoz. A fehér 
nyíllal jelölt hyalinporc réteg a stapes talp vestibularis felszínén erős TNFRII specifikus immunreakciót mutat. 
i1: TNFRI-t kifejező osteoclastok nagyobb nagyítással. i2: TNFRII-t kifejező osteoclastok nagyobb nagyítással. 
i3: Az előző két kép alapján készített fúziós felvétel. Az aktív otosclerosisos gócban található osteoclastok 
mindkét TNF-α receptort kifejezik, amit a narancssárga szín jelez számunkra, de a perivascularis területen csak a 
TNFRI expressziója észlelhető (zöld szín). 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with histological 
activity of otosclerosis. Otol Neurotol, 2009; 30(8):1131-1137. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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12. ábra: A TNFRI/II immunofluoreszcens vizsgálatának eredményei szövettanilag inaktív (grádus III-IV) 
minták esetében. A:  A stapes talp anterior pólusán található inaktív (grádus III) otosclerosisos góc 
(haematoxylin-eozin festés). A szövettanilag inaktív otoscleorisos gócot a basophil festődés, hypovaslcularizatio, 
hypocellularitás, és a cement vonalak fonatos szerkezete jellemzi. A fekete nyíllal jelölt hyalinporc réteg 
deformált. B: Az előző metszeten gyenge, annuláris TNFRI specifikus immunreakció látható. A fehér nyíllal 
jelölt hyalinporc réteg továbbra is a TNFRI markáns kifejeződését mutatja. C: A lézióformáló sejtek TNFRII 
specifikus immunreakciója elhanyagolható mértékű, ellentétben a hyalinporc réteggel, amelyet fehér nyíllal 
jelöltünk. D: Előrehaladott (grádus IV) otosclerosis (haematoxylin-eozin festés). Az osteoid állomány 
avascularis, sejtmentes és jelzett eosinophiliát mutat. A hyalinporc réteget fekete nyíllal jelöltük. E: Az előző 
metszetben a TNFRI gyenge annuláris kifejeződése tapasztalható. A stapes talp vestibularis felszínén található 
hyalinporc réteg (fehér nyíl) továbbra is intenzív TNFRI immunreakciót mutat. F: A TNFRII specifikus 
immunreakció gyakorlatilag negatív. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with histological 
activity of otosclerosis. Otol Neurotol, 2009; 30(8):1131-1137. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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13. ábra: A TNFRI/II immunofluoreszcens vizsgálatának eredményei nem-otosclerosisos stapes fixációk 
esetében. A:  Globuláris fibrózis a stapes talp anterior pólusán (haematoxylin-eozin festés). A stapes talp 
megjelenése normális, fekete nyíllal jelöltük a fibroticus nodulust. B: Az osteoid állományban lévő sejtek nem 
mutatnak értékelhető TNFRI expressziót, azonban a fehér nyíllal jelölt hyalinporc réteg markáns annuláris 
immunreakciót mutat. C: A hyalinporcban található chondrocytákon (fehér nyíl) kívül más sejttípus nem 
expresszálja a TNFRII-t. D: Annuláris calcificatio (haematoxylin-eozin festés). A deformált stapes talp 
sejtmentes, a cementvonalak pedig lamelláris mintázatúak, a hyalinporc réteg töredezett (fekete nyíl). E: Az 
előző metszet esetében nem tapasztaltunk értékelhető TNFRI specifikus immunreakciót. A hyalinporc réteg itt is 
erős annuláris immunreakciót mutat (i1: nagyobb nagyítással). F: A hyalinporc réteg chondrocytáival (i2) 
ellentétben az osteocyták és az osteoblastok nem fejezik ki a TNFRII-t. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with histological 
activity of otosclerosis. Otol Neurotol, 2009; 30(8):1131-1137. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
 

APOPTÓZIS MARKEREK VIZSGÁLATA 
 

A szövettani (H.E. festés), valamint a hCIAP1/2 és a Granzyme-β specifikus 

immunofluoreszcens vizsgálatokhoz az intakt stapes talpak mellett a részlegesen eltávolított 

stapes talpak közül csak azokat használtuk fel, amelyek a fragmentumaikból 

rekonstruálhatóak voltak az orientáció és a beágyazás során. A szövettani és az 

immunofluoreszcens vizsgálatokhoz minden esetben egymás után következő szövettani 

metszeteket használtunk fel.  
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Szövettani vizsgálatok 

 

A szövettani vizsgálatok eredményeként 27 ankyloticus stapes minta esetében sikerült 

megállapítanunk az otosclerosis diagnózisát az észlelt szövettani jellegzetességek alapján. 

Ezek között a minták között 19 esetben szövettanilag aktív (14/A. ábra, 15/A. ábra) 

otosclerosis volt megfigyelhető, még a fennmaradó 8 minta esetében szövettanilag inaktív 

(16/A. ábra) stádiumú otosclerosis volt észlelhető (5. táblázat). A szövettanilag aktív 

otosclerosis nagy pseudovascularis terekkel jellemezhető, amelyeket nagyszámú, terjedelmes, 

alaktalan, többmagvú osteoclastok töltenek ki. A betegség előrehaladott, szövettanilag inaktív 

szakaszai a vascularis terek obliterációjával, a lacunák reszorpciójával, valamint az 

osteoclastok csökkent számával voltak jellemezhetőek (16/A. ábra). A stapes talpak 

hyalinporc rétegében az otosclerosisos gócok éles határvonalakkal jellemezhető léziókat 

hoztak létre, amelyek jelentős szöveti destrukciót eredményeznek, a perifériásan elhelyezkedő 

részeken az eltűnő chondrocytákat üres, úgynevezett „halo” sejtekként észlelhetjük. 

A 13 nem-otosclerosisos stapes fixáció közül 11 annuláris calcificationak, 2 pedig 

haemosiderosisnak bizonyult a szövettani vizsgálat során. Az annuláris calcificatiot (17/A. 

ábra) eozinophilen festődő extracelluláris mátrix, csökkent cellularitás és hypervascularisatio 

jellemzi. A haemosiderosist a stapes talp intenzív csontremodellációja jellemzi (5. táblázat). 
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5. táblázat: Az apoptózis markerek vizgyálatához használt immunofluoreszcens reakciók intenzitása és mintázata. 
 
Kórszövettani leletek (n=44) hCIAP-1 hCIAP-2 Granzyme-β 

Otosclerosis (n=27)    

Aktív (n=19) + + + + + + + + -/+ 

Inaktív (n=8) - -/+ + + + + 

Hyalinporc réteg + + + + + -/+ 

Nem-otosclerosisos stapes fixáció (n=13)    

Annuláris calcificatio (n=11) + + - 

Haemosiderosis (n=2) + + - 

Hyalinporc réteg + + + + + - 

Normál stapes talpak (n=4) + + + + - 

Hyalinporc réteg + + + + + - 

 
Jelölések: - negatív immunreakció; + gyenge annuláris immunreakció; ++ gyenge homogén immunreakció; +++ 
erős homogén, vagy gyenge granuláris immunreakció; ++++ erős összefolyó, és erős granuláris immunreakció; 
hCIAP-1 - hivatalos génbank (PubMed) név: baculoviral IAP (inhibitor of apoptosis) repeat containing-2 specifikus 
immunreakció; hCIAP-2 – hivatalos génbank (PubMed) név: baculoviral IAP (inhibitor of apoptosis) repeat 
containing-3; Granzyme-β - hivatalos génbank (PubMed) név: cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1 
specifikus immunreakció. 

 
 

Apoptózis markerek immunofluoreszcens vizsgálata 

 

A hyalinporc réteg vestibuláris felszínén található chondrocyták jelentős pozitivitást 

mutattak a hCIAP1/2 specifikus immunreakció során (5. táblázat, 17/F,G. ábra), azonban a 

Granzyme-β-val szembeni immunreakció negatív volt (17/H. ábra). Ez nem meglepő, hiszen 

ezen sejteket embryonális „maradvány” sejtekként definiálták, amelyek az alany egész életén 

keresztül perzisztálhatnak az apoptózis bármely észlelhető jele nélkül. Ezek az immortalizált 

sejtek magyarázhatják a lézió-formáló sejtek eredetét az stapes talpban az otosclerosis során. 

Az apoptózis inhibitor (hCIAP1/2) és induktor (Granzyme-β) fehérjék expressziós 

szintjeinek szemikvantitatív meghatározása, valamint az expressziós mintázatuk (lokalizáció) 

szoros, szignifikáns összefüggést mutatott a betegség szövettani aktivitásával (Yates-korrigált 

χ2 teszt, p <0,001; 5. táblázat). 

Az aktív otosclerosisos minták esetében a széles pseudovascularis tereket kitöltő 

többmagvú, nagyméretű osteoclastok emelkedett számát tapasztaltuk, ezeknél a sejteknél 

intenzív hCIAP1 és hCIAP2 antigén expressziót figyelhettünk meg. A hCIAP1 erős 

immunreakciót mutatott, amely granuláris, perinucleáris mintázattal volt jellemezhető, míg 
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hCIAP2 homogén citoplaztmatikus immunreakciót mutatott (14/B,C. ábra). Az aktív 

otosclerosisos mintáknál minden esetben negatívnak találtuk a Granzyme-β specifikus 

immunreakciót, ami jelzi a blokkolt apoptózist, és a sejtek fokozott túlélését (14/D. ábra). Az 

aktív otosclerosissal ellentétben az előrehaladott stádiumú otosclerosisos minták esetében 

csökkent számú osteoclastot találunk, amelyeknél gyenge lineáris, vagy negatív hCIAP1 és 

hCIAP2 specifikus immunreakciók voltak megfigyelhetőek (15/B,C. ábra). A csökkent 

szövettani  

Az inaktív otosclerosisos minták esetében a H.E.-festett szövettani metszetek képét az 

üres „halo” sejtek uralják, amelyek az immunofluoreszcens vizsgálatoknál nagyfokú, markáns 

Granzyme-β specifikus immunreakciót mutattak, igazolva ezzel az aktív apoptotikus 

folyamatok jelenlétét (16/D. ábra). 

Szemben az otosclerosisos mintáknál tapasztalt sajátságokkal, a nem-otosclerosisos 

stapes fixációk és az egészséges stapes talpak esetében nem volt kimutatható szignifikáns 

Granzyme-β expresszió a csont léziókban található osteoclastok vagy macrophagok felszínén 

(17/D,H. ábra). Ugyanezen minták esetében az apoptózis inhibitor proteinek (hCIAP1/2) 

mérsékelt (fiziológiás) expressziója volt megfigyelhető, jelezve az apoptotikus folyamatok 

feltartóztatását (17/B,C,F,G. ábra). 
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14. ábra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzyme-β specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok eredményei 
szövettanilag aktív otosclerosisos minták esetében. A:  aktív otosclerosisos góc a stapes talp posterior pólusán 
(haematoxylin-eozin festés). Hypercellularitás és széles pseudovascularis terek (fekete nyíl) láthatóak a 
metszeten. Az osteoclastok által kiváltott osteolysis látható, az osteolyticus lacunákat hyalin-szerű anyag (fehér 
nyíl) tölti ki. A beillesztett kisebb képen az osteolysist végző aktív sokmagvú osteoclastok láthatóak nagyobb 
nagyítással. B: Az előző metszet hCAIP1 expressziójának vizsgálata. A metszeten látható osteoclastok és az 
osteoblastok erős homogén hCIAP-1 specifikus immunreakcióval jellemezhetőek. A beilleszett kisebb képen a 
hCIAP-1-et kifejező osteoclastok láthatóak nagyobb nagyítással. C: A hCIAP-2 specifikus immunreakció 
intenzív homogén festődést mutat a citoplazmában. A beillesztett kisebb képen a hCIAP-2-őt kifejező 
osteoblastok láthatóak nagyobb nagyítással. D: A Granzyme-β specifikus immunreakció gyakorlatilag negatív.  
A fehér nyilak (B,C,D) jelölik a széles pseudovascularis tereket az otosclerosisos gócban. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: disturbed 
balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-874. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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15. ábra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzyme-β specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok eredményei csökkent 
szövettani aktívitású otosclerosisos minták esetében. A:  Csökkent szövettani aktivitású otosclerosisos góc a 
stapes talp anterior pólusán (haematoxylin-eozin festés). A pseudovascularis tereket pseudoseptumok választják 
el, amelyet fekete nyíllal jelöltünk. Az osteoid állomány még mindig hypercelluláris, a cement vonalak lefutása 
szabálytalan, fonatos és koncentrikus mintázatot követ. Az otosclerosisos gócban található osteoclastok üres 
hypochromaticus magokkal jellemezhető úgynevezett „halo” sejtekként jelennek meg a szövettani képen. B: Az 
előző metszet hCAIP-1 expressziójának vizsgálata. Az otosclerosisos léziót formáló osteoclastok közepesen erős 
annuláris immunreakcióval jellemezhetőek. A beillesztett kisebb kép a hCIAP-1-et kifejező osteoclastokat 
mutatja nagyobb nagyítással. C: A hCIAP-2 kifejeződése gyenge, annuláris citoplazmatikus immunreakciót 
mutat. A beillesztett kisebb kép a hCIAP-2-őt kifejező osteoclastokat mutatja nagyobb nagyítással. D: A 
Granzyme-β kifejeződése intenzív homogén citoplazmatikus immunreakciót mutat. A beillesztett kisebb kép a 
Granzyme-β-t kifejező osteoclastokat mutatja nagyobb nagyítással. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: disturbed 
balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-874. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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16. ábra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzyme-β specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok eredményei 
szövettanilag inaktív, úgynevezett „kiégett” otosclerosisos minták esetében. A:  Inaktív otosclerosisos góc a 
stapes talp anterior pólusán. Hypocellularitás, hypovascularizatio és jelzett basophilia, valamint a cement 
vonalak fonatos szerkezete figyelhető meg a szövettani képen (haematoxylin-eozin festés). A hyalin réteg 
deformált (fekete nyíl), AC jelöli az elülső szárat, AP az anterior pólust, FP a stapes talpat. A beillesztett kisebb 
képen az üres, úgynevezett „halo” sejtekként megjelenő osteoclastok láthatóak nagyobb nagyítással. B: Az előző 
metszetet gyenge, annuláris hCAIP-1 expresszió jellemzi. C: A lézió-formáló sejtek hCIAP2 expressziója 
elhanyagolható mértékű. D: A granzyme-β specifikus immunreakció erőteljes homogén citoplazmatikus 
festődést mutat. A beillesztett kisebb képen nagyobb nagyítással láthatóak a Granzyme-β-t kifejező sejtek. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: disturbed 
balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-874. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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17. ábra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzyme-β specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok eredményei nem-
otosclerosisos és normál minták esetében. A:  Annuláris calcificatio (haematoxylin-eozin festés). A stapes talp 
deformált, a cement vonalak lamelláris mintázatot mutatnak. A hyalin réteg töredezett (fekete nyíl). B: Az előző 
metszetet gyenge annuláris hCIAP-1 expresszió jellemzi. C: hCIAP2 szintén gyenge annuláris expressziót 
mutat. D: A Granzyme-β specifikus immunreakció negatív. E: Normál stapes talp szövettani képe 
(haematoxylin-eozin festés). F: Az előző metszetet gyenge annuláris hCIAP-1 expresszió jellemzi. G: hCIAP-2 
szintén gyenge annuláris expressziót mutat. H:  Az osteoid álllományban nincs kimutatható Granzyme-β 
specifikus immunreakció.  
A beillesztett kis képek a hCIAP1 és hCIAP-2 specifikus immunreakciót mutatják a hyalinporc rétegben. A 
chondrocyták erős annuláris immunreakciót mutatnak az apoptózis inhibitor fehérjékkel szemben, amely 
független volt a betegség szövettani aktivitásától. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: disturbed 
balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-874. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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 Ebben a részben tételesen foglaljuk össze azt, hogy az értekezés alapjául szolgáló 

közlemények elkészítése során a munka mely fázisában működtek közre az adott közlemény 

társszerzői. A felsorolást a tézisek alapjául szolgáló publikációnként bontva mutatjuk be. 

 

Csomor P., Szalmás A., Kónya J., Sziklai I., Karosi T. Restriction analysis of 

otosclerosis-associated CD46 splicing variants. European Archives of Oto-Rhino-

Laryngology, 2010; 267(2):219-226. 

 

1. Szövettani diagnózis és a kanyaróvírus RNS kimutatása:  

a. Mintagyűjtés megszervezése, klinikai vizsgálatok: dr. Karosi Tamás. 

b. Szövettani vizsgálatok: Csomor Péter. 

c. Szövettani vizsgálatok kiértékelése: Csomor Péter, dr. Karosi Tamás. 

d. Nukleinsav extrakció, és a kanyaróvírus genom kimutatása: Csomor Péter, 

Szalmás Anita. 

 

2. CD46 variánsok kimutatása RT-PCR technikával:  

a. CD46 specifikus RT-PCR tervezése, optimalizálása: dr. Karosi Tamás, 

Szalmás Anita. 

b. CD46 specifikus RT-PCR kivitelezése: Csomor Péter. 

c. CD46 amplimerek tisztítása akrilamid gélből: Szalmás Anita, Csomor Péter. 

 

3. Az elkülönített CD46 variánsok restrikciós analízise:  

- Restrikciós analízis: Csomor Péter, Szalmás Anita. 

 

4. Kanyaróvírus specifikus ELISA: 

- ELISA: dr. Karosi Tamás, Csomor Péter. 

 

5. A kísérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése, statisztikai analízis: Csomor 

Péter, dr. Kónya József, Szalmás Anita, dr. Karosi Tamás, Prof. Dr. Sziklai István. 

 



 62 

6. Kézirat revízió: dr. Karosi Tamás. 

 

 

Csomor P., Sziklai I., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with 

histological activity of otosclerosis. Otol Neurotol, 2009; 30(8):1131-1137. 

 

1. Szövettani vizsgálatok: 

a. Mintagyűjtés megszervezése, klinikai vizsgálatok: dr. Karosi Tamás. 

b. Szövettani vizsgálatok: Csomor Péter. 

c. Szövettani vizsgálatok kiértékelése: Csomor Péter, dr. Karosi Tamás. 

 

2. TNFRI/II specifikus immunofluoreszcens vizsgálatok: 

a. Úszó metszetek elkészítése, immunofluoreszcens vizsgálatok kivitelezése, 

mikroszkópos munka, archiválás: Csomor Péter. 

b. Immunofluoreszcens vizsgálatok eredményeinek kiértékelése: Csomor Péter, 

dr. Karosi Tamás. 

 

3. A kísérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése, statisztikai analízis: Csomor 

Péter, dr. Karosi Tamás, Prof. Dr. Sziklai István. 

 

4. Kézirat revízió: dr. Karosi Tamás. 

 

 

Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: 

disturbed balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-

874. 

 

1. Szövettani vizsgálatok: 

a. Mintagyűjtés megszervezése, klinikai vizsgálatok: dr. Karosi Tamás, dr. Liktor 

Bálint, Prof. Dr. Z. Szabó László, Prof. Dr. Pytel József, Prof. Dr. Jóri József. 

b. Szövettani vizsgálatok: Csomor Péter. 

c. Szövettani vizsgálatok kiértékelése: Csomor Péter, dr. Karosi Tamás. 

 

 



 63 

2. Apoptózis markerek immunofluoreszcens vizsgálata: 

a. Úszó metszetek elkészítése, immunofluoreszcens vizsgálatok kivitelezése, 

mikroszkópos munka, archiválás: Csomor Péter. 

b. Immunofluoreszcens vizsgálatok eredményeinek kiértékelése: Csomor Péter, 

dr. Karosi Tamás. 

 

3. A kísérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése, statisztikai analízis: Csomor 

Péter, dr. Karosi Tamás, Prof. Dr. Sziklai István. 

 

4. Kézirat revízió: dr. Karosi Tamás. 

 

 



 64 

 

 MEGBESZÉLÉS 
 

A kezdeti céljainkkal összhangban több különböző aspektusból (CD46 polimorfizmus, 

TNF-α mediátorrendszer és az apoptotikus folyamatok szabályozásának vizsgálata) is 

alkalmunk nyílt tanulmányozni az otosclerosisos és nem-otosclerosisos stapes fixációkat. A 

vizsgált folyamatok is jelzik a betegség komplex etiopathogenetikai hátterét. A nem-

otosclerosisos stapes fixációk, amelyek az otosclerosisétól teljesen eltérő etiológiai háttérrel 

jellemezhetőek, jó kontrollnak bizonyultak a vizsgálataink során. A jelenlegi és a korábbi 

eredményeink nagyon jól rávilágítanak az otosclerosis és az egyéb stapes fixációk közötti 

különbségekre (72,73). Ezek a különbségek azonban hagyományos haematoxylin-eozin 

festéssel történő szövettani analízis során manifesztálódnak a leglátványosabban. Ez a festési 

eljárás még mindig nélkülözhetetlen a korrekt differenciál diagnózis felállításában. 

Ahogy azt már az irodalmi áttekintés c. fejezetben korábban részletesen ismertettük, a 

perzisztáló kanyaróvírus fertőzés szerepét az otosclerosisos pathogenezisében számos 

kísérletben igazolták (8,9,10,13,18). Figyelmünket elsősorban a kanyaróvírus humán 

receptorára, a CD46 fehérjére és annak polimorfizmusára összpontosítottuk, az alternatív 

splicing variánsok vizsgálatát elvégezve. Kísérleteink során kimutattuk a kanyaróvírus genom 

jelenlétét az otosclerosisos minták mindegyikében RT-PCR technika segítségével. Azonban a 

kontroll csoportban (nem-otosclerosisos stapes fixációk) nem sikerült kimutatnunk a vírus 

genom jelenlétét. Az otosoclerosis klinikai diagnózisa mellett minden esetben szövettani 

vizsgálattal (haematoxylin-eozin festés) is alátámasztottuk a betegség diagnózisát. Ennek 

jelentőségét és szükségességét az irodalmi áttekintés c. fejezetben már részletesen taglaltuk. 

Fontos hangsúlyoznunk azt a felismerést, hogy a kanyaróvírus genom jelenléte a betegség 

szövettani aktivitásától (grádus I-IV) teljes mértékben függetlenül minden esetben 

kimutatható volt. Egyes tanulmányok szerint a capsula otica perzisztáló kanyaróvírus 

fertőzése és ekkor az emberi capsula oticában lejátszódó vírusreplikáció lehet az egyik fő 

etiológiai tényezője az otosclerosis pathogenezisének (38,47). A vírus antigének folyamatos 

jelenléte a capsula oticában hosszan tartó stimulációt jelenthet a celluláris immunválasz 

számára. Ezzel egy állandósult gyulladásos reakciót idézhet elő, ami végül a sejtek 

károsodásához vezethet az érintett csontszövetben, noha a defektív funkciókkal jellemezhető 

kanyaróvírus nem képes közvetlen szövetkárosodás kiváltására (38,40,41,47). A CD3 és 

CD46 fehérjék antigének általi aktivációja következtében kiváltott immunológiai stimulusok 
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fontos szerepet játszanak a regulátor T-helper 1-es típusú sejtek differenciálódásában és 

aktivációjában (104,105). Ennek a regulátor T-sejt populációnak eszenciális szerepe van az a 

CD8+ autoreaktív T-sejtek eliminálásában (106). Ezeknek a regulátor sejteknek az elégtelen 

differenciációja, vagy inaktivációja csökkentheti, illetve meg is szűntetheti a saját szövetekkel 

szembeni toleranciát, amely különböző autoimmun betegségek megjelenését okozhatja (106).  

A restrikciós analízis során leírt rövidebb, ismeretlen splicing variáns feltételezhetően 

az egyik a nemrégiben leírt otosclerosis-hoz kapcsolható új CD46 izoformák közül (50). Ezen 

otosclerosis-specifikus CD46 variánsok megjelennek az emberi capsula otica sejtjeinek 

felszínén. Valószínűleg az elégtelen antigén stimuláció következtében a CD3 és CD46 

molekulák által közvetített kostimulációs szignál erősen gyengül, amely a regulátor T-helper 

1 sejtek differenciálódásához szükséges (105,106). Ezek az események feltételezhetően egy a 

capsula oticával szembeni másodlagos autoimmun reakcióhoz vezethetnek, aminek 

következtében szenzorineurális halláscsökkenés léphet fel az érintett pácienseknél 

(56,75,107).  

A CD46 variánsok restrikciós analízise érdekes információkkal szolgált a CD46 

izoformák ko-expressziós mintázatát illetően mind az otosclerosisos, mind a nem-

otosclerosisos stapes talpak esetében. Az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes 

fixációk esetében is ugyanazon öt CD46 variáns jelenlétét sikerült igazolni, azonban az 

expressziós mintázatok a szövettani leletekkel összefüggésben eltéréseket mutattak az egyes 

izoformák relatív expressziós szintjeit illetően. Az összes stapes talp mintában a „c”; „d”; „e”; 

„f”; és egy eddig ismeretlen rövidebb variáns jelenlétét sikerült igazolni. Az otosclerosisos 

esetekben az „f” variáns és az ismeretlen rövid variáns fokozott expresszióját tapasztaltuk a 

nem-otosclerosisos esetekhez képest. Az „f” variáns mRNS-éből hiányzik a 13-as exon, 

amely az alternatív splicing során vágódik ki, és a molekula citoplazmatikus doménjének 

nagyobb részét kódolja (108). Ez a domén felelős a CD46 molekula intracelluláris 

szignalizációban betöltött szerepéért, ugyanis itt találhatóak azok a foszforilációs helyek, 

amelyek a receptor aktivációját követő foszforiláz-mediált jelátvitelt megvalósítják (108). A 

13-as exon hiánya megváltozott, vagy kóros intracelluláris szignalizációs folyamatokat 

eredményezhet. Ezek a változások a jelátviteli folyamatokban meghatározhatják a perzisztáló 

kanyaróvírus fertőzéssel szembeni fogékonyságot. Kísérleteink eredményei arra engednek 

következtetni, hogy a capsula otica egyedi Paramyxovírus receptor expressziós mintázata és a 

betegség szervspecifikus megjelenése között lényeges összefüggések állhatnak fent, ahogy azt 

már korábbi eredményeink is felvetették (50).  
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A TNF-α Receptorok vizsgálata során végzett megfigyeléseink számos új 

információval szolgálhatnak számunkra a betegség eltérő szövettani stádiumai közötti átmenet 

molekuláris biológiai hátterét, valamint a betegség gyulladásos etiopathogenetikai sajátságait 

illetően. A betegség korai stádiumában a TNFRI és a TNFRII fokozott expressziója figyelhető 

meg, ezek a receptorok indukálják egy gyulladásos-osteolyticus kaszkád működsét (18. ábra). 

A folyamat beindításában néhány gyulladásos cytokinnek (TNF-α, IL-1, IL-2, IL-6, 

transforming growth factor-β) és a csontanyagcserére specifikus fehérjéknek (osteoprotegerin 

- OPG, bone morphogeneteic protein - BMP, dystrophic dysplasia sulfate transporter - DDST) 

is másodlagos szerepe lehet (72,73). A felfokozott csontanyagcsere végeredményeként az 

osteoid állomány meszesedése figyelhető meg (kiégett „burnout” otoslcerosis), amely az 

osteoid állomány sejtes elemeinek apoptózisával jár együtt (1,87,109,110).  

Az otosclerosis során végbemenő kóros csontremodelláció szervspecifitást mutat a 

capsula otica iránt. Az otosclerosisos léziók megjelenése kizárólagosan a belső fül csontos 

tokjára korlátozódik, azon kívül sehol sem figyelhetőek meg az emberi szervezetben (87,111). 

A jelenség hátterében feltehetően az capsula otica speciális fejlődéstani sajátságai és egyedi 

kanyaróvírus receptor expressziós mintázata állhatnak (50,87,111).  

Az otosclerosisos gócokban megfigyelhető osteoclastoknál egy differenciálatlan, 

embryonális jellegű (CD51/61 antigén expressziója) fenotípus a meghatározó szemben a nem-

otosclerosisos stapes fixációk esetében vizsgált osteoclastokkal (17). Az osteoclastokra 

általában nem jellemző a CD51/61 antigének jelenléte. Ezért feltehetően az otosclerosisos 

gócokban lévő osteoclastok a capsula otica középső rétegében elhelyezkedő nyugvó, 

embryonális sejtekből differenciálódhatnak (17). Ez a sejt transzformációs folyamat 

magyarázattal szolgálhat arra vonatkozóan, hogy az otosclerosisos gócokban a középső réteg 

(globuli interossei) miért nem jelenik meg (1,17,87,111). A globuli interosseit képező 

chondrocyta-szerű sejtek viszonylag alacsony metabolikus aktivitással jellemezhetőek, s az 

egész életen át perzisztálhatnak anélkül, hogy lényegesebb morfológiai változásokon 

mennének keresztül (87). Korábbi feltételezéseinkkel összhangban a fentebb említett sejteket 

pluripotens embryonális maradványsejteknek tekinthetjük, amelyek reaktiválódva 

osteoclastokká differenciálódhatnak a kanyaróvírus fertőzésre adott gyulladásos immunválasz 

következtében (17). Jelenlegi kísérleteink során kapott eredményeink, amelyek leírják az 

otosclerosis különböző stádiumaiban a TNF-α Receptorok kifejeződését, szintén 

megerősíthetik a fentebb említett elgondolást (17). Mindemellett a jövőben még további in 

vitro kísérletek, valamint sejt-szövettenyésztéses vizsgálatok szükségesek az elmélet 

igazolásához. 
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Napjainkban a fülsebészeti megoldások (stapedectomia, stapedotomia) az elsődleges 

terápiás megoldások az otosclerosisos halláscsökkenések kezelésében. Tekintve a betegség 

autoimmun-gyulladásos jellegzetességeit, valamint a csontanyagcsere érintettségét a 

pathomechanizmusban a gyógyszeres kezelések is alternatívát kínálhatnak a betegség korai, 

szövettanilag aktív stádiumában (112-115). A gyógyszeres kezelés magában foglalja az 

osteoporosis ellenes, az immunszupresszív, valamint a gyulladás-elleni hatóanyagok 

alkalmazását, amelyet az irodalmi áttekintés c. fejezetben már részletesebben ismertettünk. 

Kísérleteink eredményei igazolják a TNF-α és receptorainak (TNFRI/TNFRII) 

központi szerepét az otosclerosis során lejátszódó kóros gyulladásos csontremodellációban. A 

gyulladásos cytokinek, beleértve a TNF-α-t is jelentős mennyiségben termelődnek az 

otosclerosisos csontszövetben. Ezért az anti TNF-α biológiai szerek lokális vagy szisztémás 

alkalmazása terápiás opciót jelenthet az otosclerosis szenzorineurális halláscsökkenéssel 

kísért korai, aktív, gyulladásos szakaszában (75,116) (18. ábra). Napjainkban egyetlen 

tanulmány foglalkozott a lokális infliximab perfúzió hatásaival autoimmun eredetű 

szenzorineurális halláscsökkenések (autoimmune inner ear disease – AIED) esetében (93). 

Ebben a kísérletben 9 AIED-ben szenvedő beteget vizsgáltak, akiknél nem volt 

kortikoszteroid kezelés, vagy ha volt is, akkor a kezelés végeztével relapsus alaklt ki. A 

pácienseknek négy hétig hetente egyszer adták az infliximab infúziót (93). Az audiológiai 

paraméterek minden beteg esetében javultak, s az infliximab kezelést követően a TNF-α 

blokkoló elhagyása után sem volt már szükséges a kortikoszteroidok alkalmazása (93). A 

vizsgált 9 beteg közül 7 esetben tapasztalták az audiológiai leletek teljes remisszióját a 

kezelés végeztével (93). A rövid-távú rekombináns OPG (OPG-Fc) kezelésnek szintén 

erőteljes, potenciálisan antiosteolyticus hatása lehet az állatkísérletek tanulsága alapján, 

leginkább az otosclerosis korai szakaszában (74,117). A kezelés hatására a RANK-mediálta 

osteolysis gátlásával az otosclerosisos szövetekben ismét visszaállítható a normális 

csontremodelláció (74,117) (18. ábra). A csontanyagcsere regulációjának szempontjából a 

biszfoszfonátok alkalmazása is számításba jöhet, mivel ezek a szerek erős, potenciális 

gátlószerei a bone morphogenetic protein (BMP) szintézisének. A biszfoszfonát kezelés 

hatékonyságát az otosclerosis kezdeti stádiumában már néhány klinikai előtanulmány 

eredményei igazolták (94,95). Példaként említhetjük Brookler és Tanyeri tanulmányát, 

amelyben bemutatták az etidronát kezelés hatásosságát az otosclerosis során fellépő 

szenzorineurális halláscsökkenés kezelésében (95). A jelenleg rendelkezésünkre álló 

információk alapján az anti-TNF-α szerek azok, amelyek a legnagyobb specifitással bírnak, 
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ennek köszönhetően a leghatékonyabb módon képesek az otosclerosisban tapasztalható 

csontremodellációs zavarok gátlására. 

 

 
 
18. ábra: A csontanyagcsere regulátorainak szerepe, valamint a lehetséges gátlási pontok az otosclerosis 
különböző szövettani stádiumai közötti átmenetben. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with histological 
activity of otosclerosis. Otol Neurotol, 2009; 30(8):1131-1137. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
 

Az apoptózis markerek vizsgálatával kapott eredményeink további információkkal 

szolgálnak az otosclerosis pathogenezisét illetően, valamint a betegség aktív és inaktív 

szövettani szakaszai közötti átmenet molekuláris hátterére vonatkozóan. Az aktív 

otosclerosisban tapasztalható kóros csontremodelláció pathogenetikai háttere mind a mai 

napig tisztázatlan. Ezt a problémát különösen nehéz tisztázni az emberi capsula otica 

anyagcseréjének speciális sajátosságait figyelembe véve. Ezeket a csont metabolizmusra 

jellemző sajátosságokat (elmeszesedés egy év elteltével, nincs csont „turnover”) már ebben a 

fejezetben is érintettük a TNF-α receptorok vizsgálatából származó eredményeink 

értelmezésénél (87). Az otosclerosis kialakulásában feltehetően genetikai faktorok is részt 

vesznek, de az öröklésmenet meghatározása még mindig megoldatlan probléma maradt 

(28,36).  
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A legtöbb epidemiológiai tanulmányban, amelyekben populációgenetikai 

vizsgálatokat is végeztek a családilag halmozódó stapes ankylosis penetranciáját 40-45%-osra 

teszik, autoszómális domináns öröklésmenetet feltételezve (30,32,36). A genetikai 

kapcsoltsági viszonyok vizsgálatán (linkage analysis) alapuló tanulmányok eredményei 

alapján nyolc lókusz jelenlétét feltételezik, amelyek az otosclerosishoz köthetőek (OTSC1, 

OTSC2, OTSC3, OTSC4, OTSC5, OTSC6, OTSC7, OTSC8), amelyek a 15q, 7q, 6p, 16q, 

3q, 6q, és 9p kromoszómákon lokalizálhatóak (20,21). Noha ezeket a lókuszokat már sikerült 

feltérképezni, azonban nem sikerült azonosítani olyan speciális géneket (és azok fehérje 

termékeit), amelyek a fentebb említett a pozíciókban helyezkednek el, és szerepük lehetne az 

otosclerosis pathogenezisében (30,32,36). Ezeknek a genetikai tanulmányoknak van egy 

sarkallatos hibája, mégpedig az, hogy a különböző szerzők a genetikai kapcsoltsági 

vizsgálatok során az összes stapes ankylosisos beteget otosclerosisosnak tekintették anélkül, 

hogy elvégezték volna a szövettani vizsgálatukat, amely nélkülözhetetlen az otosclerosis 

korrekt diagnózisához (28,30,32,36). Ahogy azt már az irodalmi áttekintés c. fejezetben is 

tárgyaltuk a monogénes öröklésmenetet feltételező elméleteknek van jó néhány gyenge 

pontja, ezek közül csak néhányra térnénk itt ki. Az egyik ilyen, hogy miért nem jelentkeznek 

a tünetek már gyermekkorban, miért csak később a fiatal felnőttkorban? A másik hasonlóan 

problémás kérdés, hogy egy komplex hátterű gyulladásos osteolyticus folyamatot hogyan 

határozhat meg egyetlen gén mutációja? Ezt továbbgondolva érthető, hogy kísérleteink 

eredméyeként miért egy komplex szabályozó rendszer zavarát észleljük, nem pedig a 

monogénes elméletek szerinti egyetlen géntermék kóros funkcióját tapasztaljuk.  

A CD46 (kanyaróvírus receptor) alternatív splicing következtében létrejövő 

izoformáinak változatos expressziója tűnik a legelfogadhatóbb magyarázatnak a betegség 

genetikai hátterére és a szervspecifitására vonatkozóan (50). Karosi és mtsai négy eddig 

ismeretlen CD46 variánst mutattak ki otosclerosisos szövetekből (os1, os2, os3, os4) (50). 

Ezek az újonnan leírt otosclerosis-specifikus izoformák vagy rövidebb transzmembrán 

doménnel rendelkeznek, vagy a molekula ezen része hiányzik belőlük (50). Mindemellett a 

ritkább citoplazmatikus domént tartalmazzák. Ez kóros intracelluláris szignalizációs 

folyamatokat eredményezhet az érintett sejtekben, mialatt a CD46 molekula víruskötő 

képessége változatlan marad (50). Ez azzal magyarázható, hogy a receptor víruskötő 

képességét meghatározó domén a molekula konzervatív régiójában található, amelyet nem 

érint a polimorfizmus hátterében álló alternatív splicing (50). Feltételezhetjük, hogy a 

legfontosabb etiológiai tényező az otosclerosis pathogenezisében a következményes 
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autoimmun reakció, amely a celluláris immunitás folyamatos vírus antigén stimulációjának 

eredménye (41,87).  

Az apoptózis markerek immunofluoreszcens vizsgálatával kapott eredményeink jól 

illeszkednek a másik két kísérletsorozatból származó eredményeinkhez. Mindezek figyelembe 

vételével egy komplexebb képet kaphatunk a betegség hátterében meghúzódó molekuláris 

biológiai szabályozó folyamatok zavaráról. A hCIAP1 és a hCIAP2 apoptózis inibitor 

fehérjék fokozott expressziója tekinthető egyfajta molekuláris válaszreakciónak a szervezet 

részéről a fokozott TNF-alfa felszabadulásra, amelyet az osteoclastok és az NK-sejtek 

termelnek a betegség korai szakaszában. A TNF-α miután hozzákötődött a receptoraihoz 

(TNFRI/II) aktiválja a TNF-α receptorokhoz köthető faktorokat (TRAF1 és TRAF2), amelyek 

a különböző „death” doménekhez kapcsolódva ezek aktivációjával elindítják az apoptotikus 

folyamatokat. Az apoptózis inhibitor fehérjék (hCIAP1, hCIAP2) nem lépnek közvetlen 

kölcsönhatásba a TNF-α-val, vagy a TNF-α receptorokkal, azonban ezek biológiai hatását 

közvetve a TRAF1 és TRAF2 szabályozó molekulák inaktiválásával képesek gátolni (66). A 

hCIAP1 és hCIAP2 direkt módon képesek kötődni a TNFR receptorok által aktivált kaszpáz 3 

és kaszpáz 7 effektor molekulákhoz, és képesek gátolni ezek proteolitikus aktivitását (118). 

Az apoptózis inhibitorok fokozott (normálistól eltérő) expressziója a sejtek fokozott túlélését, 

proliferációját, kiterjedt osteoclast aktivációt eredményez (19. ábra). Ahogy azt már korábban 

többen is leírták, egy átlagos aktív otosclerosisos góc életideje hozzávetőlegesen 5-7 év közé 

tehető (87). Ezen periódus során a TNF-α által regulált és az ennek következtében fokozottan 

expresszálódott hCIAP molekulák jelenlétében a hosszan elhúzódó apoptotikus folyamatok 

mennek végbe. Ezt a szövettani felvételeken a csökkent vascularisatio és az osteoclastok 

csökkent aktivitása jelzi számunkra (19. ábra). Az osteoid állomány mennyisége megnő, és 

végül az osteolyticus lacunák és a pseudovascularis terek pedig összeszűkülnek. Az aktivált 

NK-sejtek és a CD8+ cytotoxikus T-lymphociták további akkumulációja figyelhető meg a 

csökkenő aktivitású otosclerosisos góc perivascularis tereiben. A betegség ezen fázisa a 

szövettani értelemben gyógyult („histological healing”) állapot, azonban molekuláris szinten 

komoly sejtkárosodás figyelhető meg. Ez a destrukció az NK-sejtekből és a cytotoxikus T-

sejtekből felszabaduló Granzyme-β-nak és a perforinoknak tulajdonítható (19. ábra). A 

cement vonalak koncentrikus és fonatos mintázata mindeközben lamellárissá válik, ami az 

inaktív otosclerosisra jellemző. A fokozott csontremodelláció végpontja a meszesedéssel és az 

osteoid állomány avascularizatiojával járó apoptotikus sejthalál a „kiégett” (burnout) 

otosclerosis, amikor már semmilyen remodellációs folyamat nem zajlik (19. ábra).  
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19. ábra: Az apoptotikus mediátorok (hCIAP-1; hCIAP-2; Granzyme-β) szerepe az otosclerosis szövettanilag 
aktív és inaktív szakasza közötti átmenetben. Az aktív otosclerosisra az NK-sejtek és a CD8+ T-lymphociták által 
termelt TNF-α és TRAF felszabadulása jellemző, ami osteoclast aktivációhoz, a sejtek fokozott túléléséhez és 
hypervascularisatióhoz vezet. Az aktivált osteoclastok fokozódó TNF-α termelése és szekréciója további 
osteoclast precursor sejtek toborzását eredményezi. A sejtek túlélését negatív „feedback” folyamatként az 
apoptózis inhibitor fehérjék fokozódó expressziója biztosítja, ezek a fehérjék a TNF-α által indukált apoptózis 
gátlásával biztosítják a sejtek túlélését, proliferációját. Az inaktív otosclerosist jelentős mennyiségű 
avascularizált osteoid alapállomány jellemzi, amelyből már eltűntek az osteoclastok. Az aktivált immunsejtek 
akkumulációja és fokozott Granzyme-β és perforin szekréciója a célsejtek apoptózisát eredményezi, ami az 
otosclerosisos folyamat kiégéséhez vezet. 
Rövidítések: CD8+ TL: CD8+ T-lymphocita; CD46: kanyaróvírus receptor; hCIAP-1: human cellular inhibitor of 
apoptosis 1; hCIAP-2: human cellular inhibitor of apoptosis 2; MV: kanyaróvírus (measles virus); NK-sejt: 
natural killer sejt; TNFRI: I típusú TNF-α receptor; TNFRII: II típusú TNF-α receptor; TRAF1: TNF-α 
associated factor 1; TRAF2: TNF-α associated factor 2. 
Az ábra forrása: Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabó L., Pytel J., Jóri J., Karosi T. Otosclerosis: disturbed 
balance between cell survival and apoptosis. Otol Neurotol, 2010; 31(6):867-874. 
(A szerzők hozzájárulásával) 
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ÖSSZEFOGLALÁS 
Elméleti háttér: A stapes fixációk etiopathogenetikai háttere eltérő lehet, közülük egy a mai 

napig tisztázatlan maradt. Az otosclerosis a capsula otica csontremodellációs zavara, aminek 

következtében a stapes talp rögzülése és a cochleában zajló endostealis osteolysis 

eredményeként progresszív vezetéses-és/vagy szenzorineurális halláscsökkenés alakul ki. 

Anyagok és módszerek: Ez a tanulmány három kísérleten alapszik: 1. A stapes talpakat 

szövettani és molekuláris biológiai módszerekkel vizsgáltuk. Az RNS-t kivontuk a mintákból. 

A kanyaróvírus kimutatását egy nukleoprotein RNS-specifikus RT-PCR segítségével 

végeztük el. Az alternatív splicing-on átment CD46 izoformák RNS-ét RT-PCR segítségével 

amplifikáltuk, az amplimereket poliakrilamid gélelektroforézissel elkülönítettettük, a gélből 

kinyertük az egyes variánsokat. Az amplimereket olyan restrikciós enzimekkel hasítottuk, 

amelyeknek a CD46-ra specifikus felismerőhelyeik vannak. A kanyaróvírus ellenes IgG 

szinteket ELISA segítségével határoztuk meg. 2. A stapes talpakat haematoxylin-eozin 

festéssel és TNFRI/II specifikus immunofluoreszcens assay-el vizsgáltuk. 3. A stapes talpakat 

haematoxylin-eozin festéssel és hCIAP1/2, és Granzyme-β specifikus immunofluoreszcens 

assay-el vizsgáltuk. Eredmények: A kanyaróvírus RNS-t csak otosclerosisos mintákból 

sikerült kimutatni. Mintáink öt CD46 variáns expressziójával voltak jellemezhetőek (c, d, e, f, 

és egy ismeretlen variáns). Otosclerosisos mintáknál az „f” és az ismeretlen variáns fokozott 

expresszióját észleltük. A kanyaró-ellenes IgG szint alacsonyabb volt otosclerosisos 

betegeknél, mint a nem-otosclerosisosoknál. Az aktív otosclerosisos esetekben a TNFRII 

fokozottan, a TNFRI mérsékelten expresszálódott. Az inaktív otosclerosisos esetekben a 

TNFRI permanensen kifejeződött, de a TNFRII expressziója elenyésző volt. A kontroll 

mintáknál a TNF-α receptorok alig fejeződtek ki. Aktív otosclerosisos mintáknál a hCIAP1/2 

markánsan, a Granzyme-β alig expresszálódott. Az inaktív otosclerosisos mintáknál a 

Gramzyme-β erőteljesen, a hCIAP1/2 elhanyagolhatóan expresszálódott. A kontroll mintáknál 

nem volt számottevő Granzyme-β immunreakció, s az apoptózis inhibitorok is csak 

mérsékelten fejeződtek ki. Megbeszélés: Az „f” variáns és az ismeretlen rövid variáns 

fokozott expressziója valamint a capsula otica speciális CD46 expressziós mintázata 

megváltozott, vagy kóros sejten belüli jelátviteli folyamatokat eredményezhet, lehetőséget 

adva a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés kialakulásának. Az otosclerosist kísérő fokozott 

TNF-α receptor expresszió igazolja az aktivált osteoclastok intenzív anyagcseréjének és a 

gyulladásos reakcióutaknak a szerepét. Az otosclerosis szövettanilag aktív és inaktív 

szakaszában az apoptózis inhibitorok és inducerek expressziója ellentétes, ez a sejtek 

túlélésének/apoptózisának szabályozási zavarait feltételezi az otosclerosisban.  
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SUMMARY  
Background: The etiopathogenesis of stapes fixations is different, one of them still remained 

unclear. Otosclerosis is a bone remodelling disorder of the human otic capsule, that leads to 

progressive and sensorineural hearing loss as a consequence of stapes footplate fixation and 

cochlear bone resorption with endosteal involvement. Materials and methods: This study 

based on three experiment: 1. Stapes footplates were analyzed by histopathological and 

molecular biological methods. Nucleic acids were extracted. Measles virus was detected by 

nucleoprotein RNA-specific RT-PCR. Alteratively spliced RNA of CD46 isoforms was 

amplified by RT-PCR; cDNA amplimers were separated by poly-acrylamide gel 

electrophoresis and were purified from the gel. Amplimers of CD46 isoforms was restricted 

by endonuclease enzymes having CD46-specific recognition sites. Anti-measles IgG serum 

levels were measured by ELISA. 2. Stapes footplates were analyzed by haematoxylin-eosin 

staining and TNFRI/II specific immunofluorescent assay was performed. 3. Stapes footplates 

were analyzed by haematoxylin-eosin staining and hCIAP1/2 and Granzyme-β specific 

immunofluorescent assays were performed.  Results: The presence of measles virus was 

associated only with the histological diagnosis of otosclerosis. All specimens were 

characterized by the expression of five CD46 variants (c, d, e, f and one unknown isoform). 

Otosclerotic specimens were featured by increased expression levels of variant ’f’ and the 

unknown isoform. Anti-measles IgG levels were lower in the sera of patients with otosclerosis 

in contrast to the nonotosclerotic stapes fixations. Active otosclerosis was featured by 

increased expression of TNFRII and moderate expression of TNFRI; inactive cases were 

characterized by permanent expression of TNFRI; however, TNFRII-specific immunoreaction 

was absent. Nonotosclerotic stapes specimens showed a negligible TNFR expression. Active 

otosclerosis was featured by robust expression of hCIAP1/2 and negligible expression of 

Granzyme-β. Inactive cases of otosclerosis showed inverse reaction: Granzyme-β was highly 

expressed; however, hCIAP1/2 specific immunoreactions were absent. Nonotosclerotic and 

normal stapes specimens showed no considerable Granzyme-β expression and moderate 

hCIAP1/2 expression. Conclusion: Increased expression levels of the variant ’f’ and the 

unknown shorter isoform as well as the special CD46 expression pattern of the human otic 

capsule might produce modified or pathological intracellular signalization that could create 

the possibility of persistent measles virus infection. Detection of elevated TNFR expression 

demonstrates activated osteoclast metabolism and inflammatory pathways in otosclerosis. 

Detection of the inversely expressed apoptosis inhibitors and inducers in active and inactive 

stages of otosclerosis demonstrates pathologic regulation of cell survival and apoptosis.  
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ÚJ MEGFIGYELÉSEK 
 
 

1. A szövettani vizsgálat eredményétől függetlenül, minden mintát ugyanazon öt CD46 

variáns együttes expresszója jellemzett (c, d, e, f, és egy rövidebb ismeretlen 

izoforma). A szövettanilag otosclerosisosnak véleményezett mintákat az „f” variáns és 

az ismeretlen rövid variáns kifejezetten emelkedett expressziója jellemezte. A fenti két 

CD46 izoforma fokozott kifejeződése és az oticus capsula egyedi CD46 expressziós 

mintázata megváltozott, illetve kóros intracelluláris jelátvitelt eredményezhet a 

kanyaróvírus receptorok szintjén. Ezek a változások a következményes immunológiai 

eltérésekkel együtt, magyarázhatják a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés oticus 

capsulán belüli kialakulását. 

2. Az otosclerosisban tapasztalható csökkent kanyaróvírus ellenes IgG szint kimutatása 

ELISA technikával. 

3. Az otosclerosist kísérő fokozott TNF-α receptor expresszió igazolja az aktivált 

osteoclastok intenzív anyagcseréjének és a gyulladásos reakcióutaknak a szerepét a 

betegség pathogenezisében. A TNF-α központi szerepet játszik a betegség kezdeti és a 

késői szakasza közötti átmenetben. Ezért fontos terápiás célpont lehet, a betegség 

korai, aktív fázisában. 

4. Az otosclerosis szövettanilag aktív és inaktív szakaszában az apoptózis inhibitorok 

(hCIAP1, hCIAP2) és inducerek (Granzyme-β) expressziója ellentétes, ez a sejtek 

túlélésének/apoptózisának szabályozási zavarait feltételezi az otosclerosisban. A 

vizsgált apoptózis inhibitoroknak és inducereknek szintén kulcsfontosságú szerepe van 

a betegség aktív és inaktív szakasza közötti átmenetben különös tekintettel annak 

időbeni lefolyására. 
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Köszönöm Dr. Kónya József intézetvezető egyetemi docensnek, hogy lehetőséget biztosított a 

két intézet közötti folytonos együttműködésre, és arra, hogy az Orvosi Mikrobiológiai Intézet 

laboratóriumainak eszközeit, vegyszereit, műszereit használhassam a molekuláris biológiai 

módszereket igénylő kísérleteink során. 

Külön Köszönöm Szalmás Anitának a laboratóriumi munkában való odaadó és 

önzetlen segítségét, gyakorlatias szemléletével sokszor segített a kísérletes munka tervezése 

és optimalizálása során felmerülő problémák megoldásában. 

Köszönettel tartozom még Dr. Csoma Eszternek, Mészáros Beátának, Oraveczné 

Gyöngyösi Eszternek, Antalné László Brigittának, Kissné Deák Adreának valamint az Orvosi 

Mikrobiológiai Intézet dolgozóinak a mindennapi laboratóriumi munkában nyújtott 

segítségért. 

Köszönöm Dr. Liktor Bálintnak, Prof. Dr. Z. Szabó Lászlónak, Prof. Dr. Pytel 

Józsefnek, Prof. Dr. Jóri Józsefnek és munkatársaiknak a stapes minták összegyűjtésében 

nyújtott segítségüket. 

 
 



 97 

 

FÜGGELÉK 
 

 



 98 

 



 99 

 



 100 

 



 101 

 



 102 

 



 103 

 



 104 

 



 105 

 



 106 

 



 107 

 



 108 

 



 109 

 



 110 

 



 111 

 



 112 

 



 113 

 



 114 

 



 115 

 



 116 

 



 117 

 



 118 

 



 119 

 


