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BEVEZETES

Jelen dolgozat a stapes fixaciok etiopathogenegisénzsgalataval foglalkozik,
elsssorban az otosclerosis kialakulasara koncentralemellett persze kitérve az
otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapesidlix&dzotti klinikai-, kérszévettani- és
molekularis biolégiai kilonbdségekre is. Mint ahogy azt a kébiekben is latni fogjuk, az
otosclerosis etiopathogenezise nagymértékben ali@bi stapes fixacioetol, és jelenleg sem
teljesen tisztazott, ebbkovetkeden tobb elt&F elmélettel probaljak magyarazni.

Az otosclerosis az emberi bélgl csontos tokjanak (capsula otica) csontatépilési
zavara. A betegség a stapes talp ovalis ablakhtentordgzilésével, és a cochlea csontos
részében végbemén endostealis osteolysissel, Ujcsontkigessel jar. A koros
csontkép#déssel parhuzamosan, klinikailag progressziv veestées/vagy szenzorineuralis
hallascsokkenés alakul ki, melyet szédiléses pakagzrtigo, ,dizziness”) és fllzugas
(tinnitus) kisérnek. A kaukazusi fehér populaciébarstapes fixacid (amelyet korabban
klinikai otosclerosisként emlitettek) prevalenciafa3-0,4%-ra tehét Ugyanebben a
populéaciéban a hallascstkkenések kozott 5-9%-vezatéses hallascsokkenésben szeaiked
kozott pedig 18-22%-0s prevalenciat mutat (1,23)otosclerosis nagyon ritkan jelenik meg
az afrikai feketék, és az azsiaiak kozo6tt (0,034),1mikdzben az északi (Eurépa, Amerika)
fehér populacioban Iényegesen gyakoribb, igy elrhata hogy a betegségoétrdulasi
gyakorisaga jellegzetes foldrajzi €s populacioatsagokkal bir (1,3). Ezek a epidemioldgiali
adatok csak a stapes fixaciok 6sszességére vodatkdzelytallbak, a nem-otosclerosisos
stapes fixaciok esetében mar nem érvényesek (8,#ljes fehér populacidnak kevesebb,
mint 0,5%-ban okoz az otosclerosis klinikai tiinetelezzel szemben az agynevezett ,néma”
otosclerosisos gocok sokkal gyakoribbak. Nagyszaram szelektalt boncolasi adat alapjan a
temporalis csontok 8-11%-aban volt észlglhatklinikai tiinetekkel nem kisért szdvettani
otosclerosis (3).

Az otosclerosis jellenten kétoldali progressziv hallascsokkenéssel jaro
megbetegedés, melynél a hallascsokkenés meértékésengbbeli lefolyasdban komoly
eltérések lehetnek a két ful kozott. Az esetek ségkben 30-50 éves kor kozott jelentkezik a
hallascsokkenés, de azéttapasztalt pozitiv, vagy negativ iranyu eltéréaekotosclerosist
nem zarjak ki. Azt a tényt, hogy 14 éves kor didittikai tiineteket okozod otosclerosis nem



alakul ki, kalén ki kell emelntiink. Az otosclerosts3-szor gyakrabban fordul éela rok
korében, mint a férfiaknal, ez hormonalis hatasdehlételez. A mar kialakult otosclerosis
progresszidjat kezdetben fokozhatjak a magasablroggén és progeszteron szintekkel
jellemezhed allapotok (terhesség, oralis antikoncipiensek ézed menstruacio ovulacios
fazisa, ovulacio indukcios kezelés stb.) (3).

Az otosclerosisnak jelenleg nincs ismert allatmipelel amely a betegség
szervspecifitaisanak tudhaté be. Az otosclerosisvspecifitdst mutat az emberi béfisl
csontos tokja (capsula otica) irant, hiszen a c¢eamidellacios zavar soran megjélen
otosclerosisos gocok kizarolag a temporalis csontligyelhetek meg, a szervezet mas
csontjaiban a nem talalhatéak ilyen csontléziok A23apsula otica-ban és a stapes talpban a
szlletést kovéen megkezédé enchondralis csontosodas altalaban egy éves karigs
fejezddik (1,4,5). Ha a capsula otica egyszer elmesatsaakkor ezek utan mar nem mutat
erdemi remodellaciot. Az atépulés szinte teljesyaafigyelhed meg a perilymphaticus térrel
szomszédos csontrétegben (5,6). Fizioldgias komyeté kdzott a normdlis csontatépiilés az
osteoclastok és osteoblastok jol kontrollalt melithe aktivitAsanak eredménye, de ez a
folyamat szinte sosem figyelldemeg a felitt capsula otica-ban (5,6). Ezt az a tény is
alatdmasztja, hogy a capsula otica-ban normaliglik@nyek kozott sem osteoclastok, sem
osteoblastok nem mutathatéak ki és prekuzor alkakgteljesen inaktivak. Ez a nyugalmi
allapot efs traumék hatasara sem valtozik meg, mivel a teétipocsontban bekdvetkezett
toréseket kovéen nem kepidik valddi csontos callus (5). Az emberi ligig csontos tokjat
harom csontszér réteg alkotja, ezek a kovetkek: a perilymphaticus tér kozvetlen
szomszédsdgaban a&ndostealisréteg, a kdzépen elhelyezkedlobuli interossei amely
embryonalis porcmaradvanyként foghat6é fel, valanankil$ periostealisréteg (5). Az
eddigi megfigyelések alapjan valosisithet, hogy az otosclerosisos gocok kialakulasanak
predilekcios helyét a globuli interosseit tartalakozép§ embryonalis réteg alkotja
(1,3,4,5,6).

Az elmult hat évtizedben (1947-2009) megjelent &imnyek koézil a PubMed
elektronikus adatbazisdban megtalalhaté 4745 kaagmfoglalkozik az otosclerosis
patholégiajaval, gyogyszeres-és sebészi kezeléeserek kdzul 1593 tanulmany jelent meg
etiopathogenezisére vonatkozdan, ezen belll is 86allyan dolgozat taladlhato, amelyeknél
az otosclerosis diagnézisa kérszovettanilag isdljamlt. Ennek tikrében érthiethogy az
utobbi néhany évtized intenziv Klinikai és laboratti kutatomunkajanak ellenére a

betegség etiopathogenezise miért maradhatottzestta.



IRODALMI ATTEKINTES

SZERVSPECIFITAS ES KORSZOVETTAN: MIERT CSAK AZ EMBH
CAPSULA OTICA ERINTETT?

Az otosclerosis kérszovettani sajatossagai

Az otosclerosis koérszOvettani sajatossagait mar IX. Xszazadtol kezébéen
részletesen tanulmanyoztak. Az otosclerosisra kédip jellem#? szovettani elvaltozasok a
hypervascularisatioval és hypercellularitassalejatzhet multiplex osteolyticus gécok
formajaban jelennek meg. Ezek a gbécokésdsban a pericochlearis (35%) és a
perilabyrinthaer (15%) régidéban, az ovalis- (90%)aékerek ablak (40%) szomszédsagaban,
valamint a stapes talpban (95%) keletkeznek (1,3,4¢6vettani elvaltozasok a stapes szarait
rendszerint nem érintik, mert fégéstani eredetiik nagyban eltér a stapes talpt@tapes
szarai a Reichert-féle porcbol szarmaznak (ll. @geaett hyoid garativ), mig a stapes talp a
capsula otica mesodermalis régidjabdl daik ki (1,5). Az aktiv otosclerosisos gocokat
nagyszadmu metabolikusan aktiv osteoclast, ttbbmagassejt, laza készovetes stroméba
agyazott fibroblast és proliferalé endothelsejttigpiel. (1. abra) (1,6,7). Az otosclerosisos
gocok korszovettani aktivitasaban a cellularitas,oateoblastok és osteoclastok jelenléte, a
vascularisatio foka és az extracellularis kollagétrix mennyisége alapjan négy egymashoz
kapcsolddo gradus kulonitléeel (1. abra) (1). A betegség szovettanilag akéizisdban a
hematoxylin-eozin festéssel jellegzetesen sotéekédstdd hypervascularisélt osteolyticus
gocok vannak jelen. (1. abra, A). Az aktiv otosuées szoOvettani képét a csontkollagén
fibrillumok szévevényes, Orvénylmintdzata uralja, amelyek az otosclerosisos gdmokb
szabdlytalanul keresztil-kasul futnak. A normaisaédystrophias csontallomany kozott éles
hatarvonalakat irtak le a kollagénrostok mintazatarelemzése alapjan (1,4,7). Az
otosclerosis iélbeni lefolyasara jellenéz hogy a korai aktiv fazist kov@n néhany év
elteltével a kdztes, majd végil az inaktiv (ki€gstadiumaba jut el. Ezekben a stadiumokban
az osteolysis és az ujcsontkégéas szovettani jellegzetességei fokozatosdmmedk, véglil
felismerhetetlenné valnak (1. abra, B,C). Amikdvedegség az inaktiv szakaszba |ép, akkor
az osteoclastok és a tobbmagvu driassejtek foksaateltinnek, de néhany osteoblast és
osteocyta még jelen lehet az érintett csonttentil€¢ie abra, D). Az inaktiv otosclerosisos

gocban a kordbban tagas vascularis- illetve pseasboNaris terek a lamellaris



csontappozicionak készénbeh elmosodotta valnak és bésizinek (1. abra, D) (1). Az
otosclerosisos gbéc a betegség ezen fazisabanzielesgpn eosinophil, rozsaszin hematoxylin-
eozin fesbdést mutat (1. abra, D) (1). Gyakorta egy adotipiandlis csonton belll is egyarant
megfigyelhebek aktiv- és inaktiv otosclerosisos gocok (1,3,44%) otoclerosisos €s nem-
otosclerosisos stapes fixaciok differenciadldiage@za mai napig a ietileg eltavolitott
(stapedectomia, stapedotomia) ankylotikus staphmkakérszovettani vizsgalatan alapul,
mert az olyan preoperativ diagnosztikai eljarasuolgt a nagy felbontast CT (HRCT), az
MRI, és a tisztahang kiszobaudiometria gyakran riyiadan eredményeket produkalnak
(8,9). Ennek a felismerésnek a jetigggét jol példazza, hogy a legutdbbi kozleményeitaad
alapjan az ezt medaben otosclerosisosnak diagnosztizalt stapes fixaeikbktobb mint
egyharmada valéjaban nem-otosclerosisos stapesoaitkigovetkezménye. Mindezek mellett
erds korrelacio van a stapes fixaciok korszovettgmida (otosclerosis/nem-otosclerosis), az
audiologiai rendellenességek valamint a hallasomiék idtartama kozt. A mély
frekvenciakon mért csot-l1ég koz értékek, és a 28@ees frekvencidan mért csontvezetéses
hallaskiiszob értékek kozoétt szignifikans eltérédathozott az otosclerosisos- €s a nem-
otosclerosisos stapes fixaciokat dsszevetve (EBhek tukrében érth&t hogy az eltér
kérszovettani és molekularis biologiai vizsgalatdiapuld differencialdiagnézisa, mert a
jelenlegi diagnosztikus tesztek, és a klinikai geilok alapjan nem tudjuk egyértelien

elklléniteni az otosclerosisos- és a nem-otosdkyestapes fixaciokat.



1. dbra. Az otosclerosis eltérszdvettani stadiumai.

A: szdvettanilag aktiv (gradus ) otosclerosisos géstapes talp elillgpolusan. Jellendza hypercellularitas,
az intenziv basophil fegdés, fehér nyil jeldli a sokmagvu osteoclastokksahgalinnal kit6ltott pseudovascularis
tereket.B: mérsékelten aktiv (gradus Il) otosclerosisos géaiapes talp hatuls6é pdlusan. A pseudovascularis
terek kiszélesedtek, Uresek (fehér nyil). A badephiestds osteoid allomanyban hypercellularitas figyethet
meg, de aktiv osteoclastokat nem lehet azonositaninaktiv (gradus Ill) otosclerosisos gocok a stajads
hatuls6 polusdban. Az osteoid allomany eosinophfestdik, elszértan osteocytakat figyelhetiink meg a
csontban. Fehér nyillal jeldltik a kiterjedt osyesid kdvetkeztében kialakult osteolyticus lacurit.inaktiv,
kiégett (gradus IV) otosclerosisos gocok. A sejttesnosteoid allomany (fehér nyil) intenziv eosinbph
festtdést mutat, j6l megfigyelh&ta cement vonalak szévedékes lefutdsa, amely jgllemnbetegség ezen
stadiumaban.

Az abra forrasa: Karosi T. és mtsai. Az otoscler@siopathogenezise 2010 Fil-Orr-Gégegyogyaszéd 6eA
szerdk hozzajaruldsaval).

Az otosclerosis immunhisztokémiai vizsgalatainalige@redményei

Az immunhisztokémiai vizsgalatok gyors elterjedé&deékoszonhéien az 1990-es
évektl kezdsdéen megindult az otosclerosisos gécok immunhisztidéétanulmanyozasa.
Sok kdzlemény szamol be a patholégiai értelembéingyeilladasos folyamatokroél, a viralis
receptorok és virusantigének jelenlétéralamint a koros kollagén expressziorol, amelyek
0sszefliggést mutathatnak az otosclerosis etiopatieagsével (10,11,12,13)iedermeyegs



mtsai otosclerosisos szdvetekben vizsgaltak arsdtmlagén tipusok expresszidés mintazatat
és kifejeddésik mértékét, amelyekben a IV. és V. tipusu géliadokozott expressziojat irtdk
le. Megjegyzend, hogy az | tipust kollagén markans expresszidégpadztaltdk az
otosclerosisos csontléziokban, ellentétben a kendlybkonbetegségnek tartott osteogenesis
imperfecta-val. Fontos megemliteni, hogy a korablaan otosclerosis pathogenezisével
kapcsolatba hozott Il tipust kollagén expressziggan mutatott szignifikans eltérést az
egészseges kontrollokhoz viszonyitva (12).

Tobb kutatocsoport is igazolta a kronikus gyullad#s az ennek kovetkeztében
végbeme# osteolysis jelediségét az otosclerosis pathogenezisébenold és mtsaiCD3’,
CD4', és CD8 T-sejteket taldltak az otosclerosisos gocok pecwiasis tereibenAltermatt
és mtsai C3-C5a komplement fragmentumokat, Bépraderés mtsaip,-mikroglobulint
mutattak ki az aktiv otosclerosisos gocokban taléllosteoclastok és tdbbmagva ériassejtek
felszinén (13,14,15).

lgaz, hogy a ké&tbbiekben tobb tanulmany is igazolta a perzisztaéfektiv
kanyardvirus fefizés szerepét az otosclerosis pathogeneziséberhaazonégis Arnold és
mtsai (13,14) voltak az dlk, akik immunhisztokémiai vizsgalatokkal bizonyitélk a
Paramyxovirusbdl és rubeola virusbol szarmazd emeky jelenlétét az otosclerosisos
szbvetekben.

Kutatécsoportunk szerint a béfal csontos tokjanak perzisztalé kanyarovirus
fertozése fokozhatja a kanyardvirus receptoranak (Cdd4gy membrane cofactor protein
.MCP”) expresszidjat az otosclerosisos gbécokban alttaké osteoclastokon és
endothelsejteken. Ebben a kisérletb@n osteoclastok szignifikdnsan fokozott CD46
expresszifja volt tapasztalhatd az otosclerosisastakn esetében a kanyardvirust nem
tartalmazo normalis €és nem-otosclerosisos kontnititdkhoz viszonyitva. Az eredmények
tukrében feltételezhéta kapcsolat az otosclerosisra jellénpatholdgias csontremodellacio
€s a capsula otica perzisztalé kanyarévirussZége, valamint a fokozott CD46 receptor
expresszid kozott (16).

Azt mar régota feltételezték, hogy az otosclerassdellem# csontremodellaciés
gocokban talalhaté osteoclast-dzesejtek fenotipusa egyedi, de az erre vonatkozd els
immunhisztokémiai bizonyitékokra meég varni kell@tt). Karosi és mtsaiaz otosclerosisos
gocokban olyan CD51CD61" embryonalis osteoclastokat és osteoclast prekisejpeket
irtak le, amelyek fiziologias kortlmények kozotz&rdlag az embryonalis fédés 4-6.
hetében azonosithatok a capsula oticat alkoté nees@dban (17). Kutatécsoportunk szerint a

nyugvé CD51/CD61" embryonalis osteoclastok reaktivaciojat az otassisban a capsula



otica perzisztalé kanyarovirus féz€se indukalhatja. A CD5CD61 embryonalis sejtek
(pre-osteoclastok és ezek prekurzor alakjai) feostikat tekintve a CD34omnipotens
6ssejtekhez allnak a legkdzelebb, de a cellulafiferéinciaciéo valamivel magasabb fokan
allnak. A fentebb emlitett megfigyelések hasznos adatokatigaltathatnak a beifil
éssejtkutatassal foglakozo szakemberek szamara (sgzegezve &b gondolatokat, az
otosclerosisban megjelémyyulladasos csontremodellaciés zavar alapjat ga@nirus RNS
szekvencidkat tartalmazo reaktivalt, CD&ID61" osteoclastok jelenléte valamint a fokozott
CD46 expresszio képezheti (16,17,18).

AZ OTOSCLEROSIS GENETIKAI HATTERE

COL1-A1/A2 polimorfizmus

Az osteogenesis imperfecta a cstkkent (1a,1b), egyzo (1c, 2) I. tipusu kollagén
szintézis kovetkeztében kialakult genetikai betggsdnely autoszémalis dominans maédon
oroklodik. McKenna és mtsai (19) felvetették, hogy az enyhébb lefly@steogenesis
imperfecta esetében az I. tipusu kollagénben ttgdagyenetikai defektusok ©sszefliggést
mutathatnak az otosclerosissal. A klinikai otosudes és az | tipusu kollagéen Al allél
(COL1A1) kozotti szignifikdns Osszefliggéseket héarkiionbdz génen bellli polimorf
marker segitségével irtdk le. Ebben a tanulmanybaszefliggést talaltak néhany
otosclerosisos paciens esetében a COL1Al génlidordrlldé mutaciokkal (19). Kébbi
tanulmanyukban a fent emlitett kutatécsoport kg otosclerosisos betegeéklszarmazo
dermalis fibroblaszt tenyészetekben vizsgalta a TXIL mRNS expresszidjat, hogy
azonositani tudjak a COL1A1 gén genetikai eltétései tipust osteogenesis imperfecta-hoz
hasonloan (20). A legtobb esetben a COL1Al alléefresszidja nem mutatott eltérést az
egészséges kontrollokhoz viszonyitva, azonban mikkilag otosclerosisos betegek egy
szikebb csoportjdban az egyik COL1A1l allél csdkkenpresszidjat tapasztaltak (20).
McKennaés mtsai (21kzignifikdns Osszefliggést irtak le a COL1Al6dlstronjanak Spl
helye és az otosclerosis k&zott. Mivel az Spl helgdélfrekvencidja hasonlé volt
otosclerosisban és osteoporosisban, igy felveteat@lesetleges kapcsolat lelsgét az
osteoporosis €s az otosclerosis kozott (21). A z8kekiemelték, hogy eredményeik
megebsitéséhez nélkilozhetetlenek a gbeni prospektiv klinikai tanulmanyok (22). A

fentebb emlitett tanulmanyokkal ellentétb&odriguezés mtsai (23)nem talaltak arra
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vonatkozéan semmilyen bizonyitékot, hogy az oteesisban etiopathogenetikai szerepe
lenne a COL1Al és COL1A2 allélekneBhenés mtsai (24) azonositottak a COL1AL gén
azon haplotipusait, amelyek az otosclerosis if@ggkonysagért és rezisztenciaért fedek,

s amelyek expresszidja szignifikans 6sszefliggésatoitiaz otosclerosissal a kaukazusi fehér
populaciéban. Mindezen eredmények ellenére meg jegiyeznink, hogy az I. tipusu
kollagén egy nagyon altalanos strukturalis fehégmelynek mutaciéi tobb olyan csont
abnormalitdshoz vezetnek, amelyek nem korlatozédaakapsula otica-ra és a stapes talpra.
Osszefoglalva a COL1A1 gén polimorfizmusa csak nglmosclerosisos beteg esetében volt
ténylegesen kapcsolatba hozhaté a betegséggetetakedorit tbbbségében mas genetikai
eltérések lehéségét is szamba kell venni a klinikai otosclerdsapcsan. A COL1A1 és
COL1A2 fehérjetermékek szerkezetét a 2. abran jouthe.

;;<\~

/

COL1A1 fehérje COL1A2 fehérje

2. abra: A COL1A1 és COL1AZ2 allélek fehérjetermékeinek &eeete.
Az abrahoz felhasznélt képek a www.uscnk.com webrsit szarmaznak.

Otosclerosis (OTSC) gének

Miel6tt részletekbe mémen targyalnank az ide kapcsol6doé tanulmanyok aglatgig kell
emliteniink, hogy ezen kézlemények séarek genetikai vizsgalatai kapcsoltsagi analizisen
alapulnak, amelyeket stapes fixacioban szefiveéicienseken végeztek el feltételezve az
otosclerosis diagndzisat az eltvolitott stapespatal szdvettani vizsgalata nélkal
(25.26.28,29,30,31).
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Az epidemioldgiai kutatasok tobbségében olyan deddan végezték el a vizsgalatokat,
ahol a stapes fixaci6 halmozottan forduls-elés hozzavétegesen 40-45%-0s inkomplett
penetrancidval biré autoszémdlis dominans &diddt mutatott (25,31). A genetikai
kapcsoltsagi viszonyokkal foglalkozé tanulmanyokbayolc I6kusz jelenlétét irtak le
(OTSC1-0OTSC8), amelyek egyenként a 15q.1, 7q.234,6p6p.46, 3p.2, 6p.7, 9p.29
kromoszémakon lokalizalédnak (25,26,27,28,29,30,Rbha ezek a I6kuszok mar fel vannak
térképezve, fehérjetermékeik ismeretlenek, ugyamakincs informacionk ezen géneknek az
otosclerosis kialakulasaban bet6ltott ténylegesegige vonatkozoan. Az igazsaghoz az is
hozzatartozik, hogy a fenti lokuszokon nem sikeeglyetlen specifikus gént sem azonositani,
a legtobb DNS szekvencia a human genom nem kodolointronikus régiojahoz tartozik
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene?term=otosclerpsislgaz, hogy némely genetikai
asszociaciokat vizsgaldé tanulmany és a tapaszialik&i hasonlosagok felvetették az
ethiologiai kapcsolat lehéségét az otosclerosis és az osteogenesis impekfietitt, azonban
a két megbetegedés kozos genetikai hatterének rkankrét bizonyitéka (32,33). Az
otosclerosist inkabb tekinthetjik egy komplex étipéju csontremodellacidos betegségnek,
mint kdzonséges monogenes o6roklésmenetet mutatétikgin defektusnak (33). A fent
emlitett 16kuszok tovabbi jellemzése és vizsgakaotosclerosis etiopathogenezisének és

oroklsdésének pontosabb megértéséhez vezethet.

A KANYAROVIRUS ES RECEPTORANAK (CD46) SZEREPE AZ
OTOSCLEROSIS ETIOPATHOGENEZISEBEN

Perzisztalo kanyarovirus fémées otosclerosisban

A kanyardvirus fefizés szerepét az otosclerosis pathogenezisében az
elektronmikroszképos felvételek mellett szamos mawdszerrel is bizonyitottdk
(8,9,10,13,18). A Paramyxovirus féxes kovetkeztében egyéb csontrendellenességek, mint
példaul a Paget-kor is kialakulhatnak (34). A kany&us otosclerosisban bet6ltott
ethiolégiai szerepének tisztazdsara sok tanulmamgitottak (8,9,10,13,35,36). A
kanyarovirus olyan negativ egyszali RNS-t tartatmdmus, amely a Paramyxovirus csaladba
tartozik (34). A kanyardvirus nem rendelkezik neviradazzal (NM), de hordoz egy a
syntitium képzésert felés ugynevezett fuzids fehérjét (FP), ezek mellety im&magglutinint

(HP) és haemolizint is tartalmaz. A virus genetikanyaganak replikaciéjahoz és
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stabilizaciéjahoz elengedhetetlen a matrix prot@it) és a nukleoprotein (NP) (34,35).
Otosclerosisos osteoclastokbisicKennaés mtsai (36) elektronmikroszkopos vizsgélatokkal
olyan pleomorf filament6zus struktirdkat talaltakgpelyek Paramyxovirus partikulumokhoz
voltak hasonloak. A kanyarovirus-specifikus lgGeeHinyagok jelenlétét a betegségben
Arnold és mtsai (37,38,39)tak le az otosclerosisos betegé&kbtapedectomia soran kinyert
perilympha mintdkban. Az otosclerosisos betegekbapedectomia soran eltavolitott stapes
talpakban, és a post mortem eltavolitott cochlearimtakban sikerllt kimutatni a
kanyardvirus MP és NP jelenlétét (37,39). Jéemhennyiség MP-t, FP-t, és HP-t sikerlt
kimutatni az osteoclastok, fibroblastok, embryomahondrocytak, valamint a proliferalo
endothelsejtek felszinén (37,39,40).

Nagyon érdekes, hogy csokkent kanyardvirus-elldg€s szinteket mutattak ki az
otosclerosisos betegek szérum mintaiban az egészskgntrollokhoz képest (41,42).
Kutatocsoportunk szerint a vezetéses hallascsokkd&im@utatasanak és a kanyarévirus-
ellenes IgG szérum szint meghatarozasanak egyliesnazasa kelen magas specifitassal
(90%) és szenzitivitdssal (96%) bir az otosclerps®perativ diagndzisdban. Az eredmények
azt igazoljak, hogy a normalistol alacsonyabb kabwiaus-ellenes 1gG szintek a vezetéses
hallascsokkenésben szentdibtegek esetében az otosclerosisra utalhatnakrekenverziot
igazold 12 IU/ml feletti értékek pedig a nem-otesokisos stapes fixaciok diagnoéziséat
erssitik meg (42). A kanyarovirus RNS jelenlétét aasoterosisos stapes talpakban RT-PCR
technikaval tobb kutatocsoport is igazolta (43,8),4Karosi és mtsai (44) a kanyarovirus
RNS-ének RT-PCR-rel torténkimutatasat és az otosclerosis szovettani igaablégyedi
stapes mintdkon elként végezték el, mely tobb hazai egyetem egyddulal
egyuttmikddésének eredményeként johetett 1étre.

A fentebb emlitett megfigyelésekkel ellentétb@rayeli és mtsai (46) nem tudtak
kanyardvirus eredét RNS-t kimutatni az otosclerosisosnak vélt stapafpakbol. Az
ellentmondasos eredmények hatterében az allhay, Bogyeli és mtsaiegy viszonylag régi,
nagyobb nukleinsav igéfyRT-PCR technikét alkalmaztak, s emiatt nem vdietéségik a
parhuzamos sz@vettani vizsgalatok elvégzésére yasiagedectomia soran eltavolitott stapes
talp esetében (46). A szakirodalomban nemrégiblentjeneg egy kozlemény, amely szerint
Komune és mtsai (47) nem tudtdk kimutatni a kanyarovireienjétét otosclerosisos
szovetekBl, és a virus tenyésztésére iranyuld Kkisérleteik sikertelenek voltak. A
sikertelenség hatterében az allhat, hogy me@i@arhet, hogy a vizsgalt mintak valéban
otosclerosisosak voltak-e. Az otosclerosis foldragisfordulasara jellemt hogy az E-

eurdpai populaciéban a leggyakoribb, azonban ittcssak a stapes fixaciok mintegy
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kétharamada sz6vettanilag is igazolhatdéan otosikerezt a sajat vizsgalataink soran kapott
eredmeényeink is meg#sitik. Az otosclerosis éfordulasi gyakorisaga az azsiaiak kozott a
legalacsonyabb, ami val6s#ilag NOG gén mutacidjaval magyarazhatd, mert a nsutan
fenotipus kongenitélis stapes fixaciot idésd €48,49). Ezért az azsiaban operélt stapes
fixaciok dont hanyada nem otosclerosisos stapes fixacio. Engekédikrében érthét miért
nem sikerllt egyetlen esetben sem kimutatniuk aydaivirus genom jelenlétét az
otosclerosisosnak Vélt itéti mintdkbol. Ez a tény magyardzattal szolgélhat
szovettenyesztéses vizsgalataik sikertelenségeére is

Végkovetkeztetésként elmondhatd, hogy a fenti hyzékok tiikrében az otosclerosis
egy patholdgiai értelemben vett gyulladasos megieetkes, amely s korrelaciét mutat a
capsula otica perzisztalo kanyarévirusdeésével.

A kanyarovirus receptor (CD46) és az alternativcap soran keletkezreceptor izoformak

szerepe

Ahogy azt mar korabban emlitettik, a kanyardévirusnén cellularis receptora
membran kofaktor proteinként is ismert CD46 antigénapsula otica sejtjeiben. A CD46
alapveb funkcidja, hogy kofaktorként tkodik kdzre a C3b és C4b komplement
komponensek szérum faktor | &ltali inaktivaciojdbamivel hozzdjarul a gazdaszervezet
védekezéséhez a komplement rendszer tulzott aftisah altal okozott karosodasokkal
szemben. A CD46 gén az 1. kromoszoma 1932 régidjhbbezkedik el, a gédiregyetlen
MRNS irodik at, amely poszt-transzlacios modoskasomegy keresztil az alternativ
splicing soréan. A CD46 egy olyan polimorf I. tipusdnszmembran glikoprotein, amelynek
eddig 14 alternativ splicing variansat irtak leeEa variansok eltdrmintazatban minden
sejtmaggal rendelkézemberi sejt felszinén kifejgédnek (50). Az egyes izoformak egyuttes
eléfordulasahoz  (ko-expresszid) kordbban még nem Kudspecialis funkcidkat
hozzérendelni. Ki kell emelnink azt a tényt, miggea CD46 &ltal kdzvetitett szignalok
hatékonyabb T-sejt aktivaciot képesekidézni, mint a hagyomanyosan a CD3 és CD28
molekulak altal kozvetitett molekularis stimulus@@O). Kutatdcsoportunk vizsgalatai soran
fokozott CD46 immunreakciét tapasztaltunk az otesdisos stapes talpakban (10,50).
Mindemellett az otosclerosisos stapes talpakbary raédgan Uj CD46 splicing varianst
taldltunk, amelyekebsl, 0s2, os8sos4-nek neveztink eAz tjonnan leirt CD46 izoformak

“ sz

révidebb, vagy hianyzik, és egy rendkivil ritkadfetduld citoplazmatikus farok régiéval
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rendelkeznek, amely felteliein megvaltozott jelatvitelt eredményeEzen valtozasok
ellenére a kanyarovirus megkotképességiuk valtozatlan maradt. Az otosclerosis
szervspecifitaisanak és virdlis pathogeneziséndieren a CD46 izoformak otosclerosisra
jellemzs specialis expresszids mintazata, €s az otosctespsicifikus izoformak megvaltozott
funkcioi allhatnak (50).

AUTOIMMUNITAS ES GYULLADAS

Kollagén-ellenes autoantitestek

Az otosclerosis egyik lehetséges ethioldgiai téfiyeza capsula otica elleni
autoimmun reakcidé, azonban az erre vonatkozo enegishévalamelyest ellentmondoak (18).
Yoo és mtsai (51) voltak az élbs, akiknek sikertlt a Il tipust kollagénnel szemben
autoantitesteket kimutatni az otosclerosisos bé&teggerum mintaiban. A fent emlitett
eredmeényekkel szembeBgrensenés mtsai (52) valamintLolov és mtsai (53)nem
tapasztaltak szignifikans eltérést a ll-es tipusiiagén-ellenes autoantitestek mennyiségében
az otosclerosisos betegeket az egészséges kokitiatlwviszonyitva. Mindemellettolov és
mtsai (53) kismértékbenemelkedett autoantitest koncentraciokat tapasktaléeon
otosclerosisos betegek szérum mintaiban, akikegség drehaladottabb allapotaban voltak.
A tovabbi kisérletes munka sordoliat és mtsai (54)Bujiaés mtsai (55) valamirtelfgottés
mtsai (56)emelkedett szérum autoantitest koncentraciokatstdpliak a 1. és a IX. tipusu
kollagénnel szembeaz otosclerosisos betegek esetében az egészségeasi@khoz képest.
A tovabbiakbanYoo és mtsai (57) azt tapasztaltdk, hogy olyan lyticeentlézidkat lehet
eléidézni patkanyok capsula otica-jaban a Il. tipustllagénre specifikusan indukalt
autoimmun reakcié segitségével, amelyek megjeldhésii nagyon hasonlitanak az
otosclerosisban tapasztalt osteolyticus gocokhaz.ldhetne az otosclerosis autoimmun
allatmodellje, de eredményeiket eddig még senksek sikerilt megismételniélarris és
mtsai (58) sem tudtak ilyen jellégelvaltozasokat azonositani hasonlé éallatmodelljiko
Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a kollagénsmtmbeni autoimmun reakcionak
kozvetve szerepe lehet az otosclerosis pathogéhezis azonban primer etioldgiai

tényedként nem vehétszamitasba (18,57).
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Transzformalo névekedési faktor béta 1 (Transfogngirowth factorsl, TGF#1)

A TGF-B1 egy olyan széles korben elterjedt (ubikviter) cytolamelynek kilonbdz
gyulladasos megbetegedésekben, a szoveti fibrézigsm gyogyulasban, valamint az
otosclerosis pathogenezisében is szerepe lehet. anféheset-kontroll tanulmany
eredmeényeinek elemzése alapjan a P&Fexpresszid szoros kapcsolatban all az otoscterosi
pathogenezisével. Egy nagy belga-, holland és ifmatagokbdl allé kutatdcsoport SNP
(egyedi nukleotid polimorfizmus single nucleotide polymorphigranalizisének eredményei
szignifikans 6sszeflggést mutattak a TEFgéenben éfforduld T2631 SNP és az otosclerosis
kozott. A vizsgélt csoportokban az éaltalanosan széles koditerjedt 1263 varians alul-
reprezentalt, ennek kovetkeztében védelmet nyujthabetegséggel szemben (60). Ezt
kévetben Thysés mtsai (61) a fentebb emlitett eredményeket kitgtek azzal, hogy az
1263 allélikus varians protektiv hatasu, valamiiidgiailag sokkalta aktivabb, mint a T263-
as ,otosclerosis-rizik6” allél. Ugyanez a kutatgosad négy otosclerosisos betegben a TGF-
Bl harom elt& variansat (E29, A29 és 1241) irta le, ami kihaahdehetett a TGBL
aktivitasara és funkcigjarad fentebb emlitett tanulmany adatai azt sugalljakgy az
otosclerosissal szembeni fogékonysaghoz hozzagindk a TGH1 kilénbods ritka
aminosav variansaBodo és mtsai (62)TGFf31-el kezeltekotosclerosisos betegekiitati
anyagabol szarmazo6 sejttenyészeteket, aminek hatasBGFB1 elnyomta a teljes kollagén
és glukézaminoglikan szintézist, ezzel egyilbg fokozta a fibronectin szekréciét az
otosclerosisos sejtekben a normal sejtekhez visk@y Ezen tények ismeretében
elmondhato, hogy a TGFt a modosult extracellularis matrix termelésén keigszerepet
jatszhat az otosclerosis pathogenezisében.

Tumor nekrozis faktor-alfa (TN&)» és az osteoprotegerin-RANK-RANKL rendszer

kovetkezményes apoptézis

Eddigi eredményeink alapjan feltetbehogy az otosclerosisban lejatsz6do gyulladasos
csontremodellacios zavart az apoptozist gatlo (IRQR) és serkebt (GranzymeB)
szabalyozé fehérjék fiziologias egyensulyanak TdNFéaltal okozott felborulasa
magyarazhatja. Az 1-es tipusu (hCIAP1, baculovimaibitor of apoptosis repeat 2) és a 2-es
tipusu (hCIAP-2, baculoviral inhibitor of apoptosepeat 3) apoptézis inhibitorok egy olyan
fehérje szupercsaladba tartoznak, melynek tagjaiNg&-o receptor asszocialt faktorok

(TRAF1, TRAF2) megkotésével és az ICE-siz@nterleukin-1 converting enzyme) proteazok
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degradalasaval képesek az apoptozis gatlasarad(63)6A hCIAP1 a menadionnal kivaltott
apoptozist is képes gatolni (66,67,36). Ez azénnlelten fontos, mert a menadion (és szamos
citotoxikus szer pl. cisplatin) hatasara szabadgktk€pddnek, amelyek kdzponti szerepet
jatszanak bizonyos szenzorineuralis hallascsokkeat®genezisében.

A GranzymeB-t (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte associatedrne esterase 1)
CDS8 pozitiv cytotoxicus T-sejtek és NK-sejtek telin€67,68). Jelenlegi ismereteink szerint
a fent emlitett sejtek ugy védik meg a szervezéseggges sejtjeit, hogy a kiulonbdrem-
sajat antigéneket kifejéz legtobbszor intracellularis pathogénekkel dedtt sejtekben
apoptozist indukalnak (63,69,70). A Granzyfh&ézponti szerepet tolt be a célsejtek gyors
apoptozisanak kivaltdsaban (63,70).

Az otosclerosisos csontszovetben észlélifekozott TNFe expresszié az, amely
kiterjedt osteoclast aktivaciot és csont reszotperédmeényezhet (71,72,73). A TNFegy
olyan proinflammatorikus cytokin, amelynek lényegeerepe van az otosclerosis soran
végbemefi osteolysisben és az osteocytak osteoblasttd, irlamonocyta-tipust sejtek
osteoclastta tortén differencialodasaban (71). A TNE-az osteoclastok és osteoblastok
kozotti kommunikacio fontos paracrin mediatora, B@iea macrophagok, B-sejtek, T-sejtek
és aktivalt monocytak termelnek (72,78y osteoprotegerin (OPG), amelyet a ndmenklatura
szerint TNFRSF11b-nek (Tumor Necrosis Factduper Family Member 11b) is neveznek
egy gatlé funkcidju glikoprotein, ami gatolja aztemysist és az osteoclastok kégését,
valamint az aktivalt osteoclastok apoptoézisat segjit (71). Ezen funkcidk ismeretében
vildgos, hogy az OPGoiffeladata a kiegyensulyozott oscteoclast és osasbliiikodéssel
jellemezhed fizioldgias csontremodellacio (turnover) biztosé&a72,73). Az OPGdecoy”
receptorként funkciondl, ugyanis gatolja a kolcsiabt a RANK (Receptor Activator of
Nuclear FactorkB) és ligandja a RANKL kozo6tt, megfékezve ezzel @gteoclastok
képzdesét, aktivaciojat és toborzasat (3. abra) (72 Z8hnderés mtsai (74Xisérleteik
soran az OPG-deficiens egerek capsula otica-jaban otbsclerosisban megjelken
csontremodellaciohoz hasonld elvaltozdsokat tapkiakt Kutatdcsoportunk feltevései szerint
a betegség korai, szovettanilag aktiv fazisdbanlagasos cytokinek (TNIles IL-1, IL-6),
citotoxikus enzimek (elasztaz, kollagenaz, katepd), valamint komplement fragmentumok
(C3a, C3b, Cha) szabadulnak fel az otosclerosisoskipol (72,73). Ezek a mediatorok a
perilymphaba jutva a kisszrsejtek elektromotilitdsanak gatlasdhoz vezethefi2kr3,75).
Ahogy arra a ké&bbiekben még részletesebben kitériink, a fent etrditedmeények tikrében
az anti-cytokin terapia hatékony lehet az otosslierokezelésében a betegség korai

gyulladasos fazisaban.
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Csont morfogenetikus fehérje (Bone morphogenetitepr, BMP)

A BMP egy a csontanyagcserében kozponti szereptilib szabalyozé fehérje,
amelynek kiemelt jeleisége van a szervezetben végbefnéncsont képéadésében, és a
rekonstrukciéban (76,77). Emellett gyulladasos kiytieént is funkcional, a TGPB-
szupercsalad szadmos tagjahoz hasonloan. Ezértéértiogy Schrauwerés mtsai (76) miért
vizsgaltaka kulonb6d BMP izoformak expresszidjanak kockazati szerepébtasclerosis
kialakulasat kisér koros csontremodellaciéban. Kisérleteik soran asorszignifikans
0sszefliggést tartak fel a BMP2 és BMP4 izoformgkresszidja és az otosclerosis kdzott. A
kilénb6d BMP izoformak és receptorok immunhisztokémiai géatatLehrendtés mtsai
(77) végezték el otosclerosisos szbvetekben, aketiakban a BMP2, a BMP4, és a BMP7
markans expresszibjat tapasztaltdk. A BMP receptmiasgalata soran a BMPR-1 és a
BMPR2 mutattak szignifikAns immunreakciot, ellente®MPR-1A nem adott értékellbet
immunreakciét. Szintén ez a kutatdcsoport aobBEkben az aktiv otosclerosisos
szovetekben éforduld kilénb6sd BMP izoformak tipizalasat is elvégezte. Eredmékyei
ismét a BMP2, BMP4, BMP7 kovetkezetes jelenlét@hasztottak ala az otosclerosisos
szovetekben (78). Az eredmények alapjan logikudtiakk a feltevés, hogy a BMP eltér
variansai befolyasoljak a betegség korai szakaszdbjatszédd molekularis patholégiai

mechanizmusokat.

HORMONALIS ES METABOLIKUS TENYEZDK

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszernek (reamgiotensine-aldosterone-system,
RAAS) szerepe lehet a lokalizalt és a szisztémastemmodellacié szabalyozasdban, mert az
angiotenzin Il (AG II) stimulalja a TNle- és az IL-6 szerkéciotGrayeli és mtsai (79)
véleménye szerint a RAAS aktivitas a kovetkeméhany gén polimorfizmusaval van
Osszefluggésben: az AGT M235T, amely az angioteg2mo(AGT) szérum és szoveti

V4

enzim (angiotensine converting enzyme, ACE) akisagrt felg€ls, és az AT(1)R A/C(1166),
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amely az angiotenzin Il receptor (angiotensine ptwe ATR) funkcidjaert feléls. Az
emlitett polimorfizmusokat egy nagy francia popidagzsgalatat koveéen irtédk le, de meg
kell emliteni, hogy csupan hat otosclerosisos Hlegszarmazé stapes talp allt
rendelekezésiikre, amelyeket részletesebben meglhasigk molekularis bioldgiai
modszerekkel és szovettenyésztéssel egyahafent emlitett kutatok az AGT M235T és a
ACE I/D polimorfizmus valamint az otosclerosis kiklilasa k6zott szignifikans 6sszefliggést
irtak le, de nem taldltak bizonyitékot a betegségag AT(1)R valamint az A/C(1166)
polimorfizmusok ko&zotti kapcsolatra. Ezek alapjaeltételezhetnénk a lokalis RAAS
aktvitivas és az otosclerosis kozotti kapcsolat, Schrauwenés mtsai (80) legutobbi

tanulmanyukban egyértelran kizartak ennek lehitégét.
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TRIGGER: Osztrogen, Prolaktin Embryonslis

Kanyarovitus? Prngeszteron * assejt
. 4
MNasopharyngeals Osteuprotegeriﬂ
mucosa — APC* (TNFRSF-11b)
. 4
Kazépful mucosa
APC*
. o
1L-1
TNF-a RANK

Thi RANK-L

' 2B
® 6% — 7
. . . TNF-a

Oc TNF-

' 1
@

TNF-a

Aoc

3. dbra: Az otosclerosis soran végbendagyulladasos csontremodellacié etiopathogenetiladetije.

A kivalto ,trigger” altal aktivalt és MHC-I restridiot mutatd sejtes immunvélasz osteoclast aktivézés
emelkedett TNFe expresszi6hoz vezet. A TNE-negativ visszacsatoldssal hat az osteoprotegerin
expressziora, mialatt fokozédik a RANK expresszi® & RANKL szekrécié. Végul ez osteoclast
tulaktivalédast eredményez, amelyet osteolysis é&kent osteoclast apoptosis kisér. A prolakditd$os
aktivatora a RANK-nak és a RANKL szekrécionak. [Bdék: fekete nyil: gatlas; szirke nyil: aktivacio;
Aoc: aktivalt osteoclast, APC: antigén prezent&l; #\poc: apoptotikus osteoclast; IL-1: Interleniki; Ob:
osteoblast; Oc: osteoclast; Poc: preosteoclast; RAReceptor Activator of Nuklear Factor kappa b;
RANKL: Receptor Activator of Nuklear Factor kappd.igand; Thl: | tipust Helper T-sejt; TNE-Tumor
Nekrézis Faktor alfa; TNFRSF-11b: Tumor Nekroziktea Receptor Szupercsalad 11b.

Az abra forrasa: Karosi T. és mtsai. Az otoscleresiopathogenezise 2010 Ful-Orr-Gégegyogy&a i)

(A szerdk hozzajarulaséaval).

A ,dystrophic dysplasia” szulfat transzporter (DDST

A DDST egy olyan enzim, amelyet csak nemrég azoottak, és szerepe van a szulfat
adsorptidban és readsorptiéban, amely a normadistiesnodellaciéhoz (turnover) sziikséges
az ujcsontképidés szabalyozasakofGrayeli és mtsai (81)fokozott DDST aktivitast
tapasztaltak az otosclerosisos csontmintakban, barora DDST MRNS expresszidja az

otosclerosisos szdvettenyészetekben nem tért etradtistél. Megemlitendl hogy a DDST
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aktivitas és az otosclerosis soran fellégzenzorineuralis hallascsokkenés sulyossaga jo
korrelaciot mutatott egyméassal. Ennek kdszdbdreta DDST specialis célpontja lehet az

otosclerosis gyogyszeres kezelésének éhém (81,82).

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

Az mér széles korben ismert, hogy a D-vitamin amtéga hatdsanak gatldsaval a
PTH és a PTHrP fokozza a csontresorptiét s indakad] osteolysisiGrayeli és mtsai (83)
valamintFan6 és mtsai (84yoltak azok, akik otosclerosisos sejtkulturakbaitad és PTHrP
szignifikansan alacsonyabb expresszi6jat igazold@khormondlis (aktiv D3-vitamin)
stimulaciéra adott csokkent sejtvalasszal. Az atilkdzlemények adatai aldtdmasztjak azt az
elképzelést, miszerint a PTH-ra és PTHrP-re admtbamalis sejtvalasz (amibe a csokkent
receptor expresszié és a receptor deszenzitizachemne foglaltatik) segiti az otosclerosis

soran megfigyelhétabnormalis csontremodellacio kialakulaséat (83,84).

Nemi hormonok

A nemi hormonok szerepére az otosclerosis kialaé@hbian abbol a téngb
kovetkeztethetlink, hogy a betegség 2-3-szor gyalxai ok, mint a férfiak kdzott. Ahogy
azt mar korabban emlitettiik, a szervezetben a rabgassztrogén és progeszteron szintekkel
jellemezhed allapotok, és az Osztrogén-progeszteron-prolatditdszer mas betegségei is
hozzajarulhatnak a mar kialakult otosclerosis pregriojadhoz (85,86,87,88). Az OPG-
RANK-RANKL rendszer részletes jellemzését mar fbhtelvashattak. Ehhez kapcsolddik
az, hogy az 0Osztrogén képes indukalni az osteo&laapoptozisat, mivel csokkenti az
osteoclastok valaszat a RANKL kdesére (3. abra). A prolaktin felszabadulasanaky nag
hatasfoku stimulatorai az 6sztrogén és a progesetdy csontokban tapasztalhaté cstkkent
asvanyi anyag koncentrécio is utalhat hiperprotektiiara, amely egyarant lehet fizioldégias
vagy patholdgias eredetA legutdbbi irodalmi adatok tanulsaga szerint@aktin csokkenti,
az OPG pedig fokozza a RANKL termelését (3.abra).68ztrogén véidhatasaval szemben
az osztrogén-indukalt hiperprolaktinémia ellendllmaivel gatolja az OPG védrendszerét.
Ez A&llhat annak hatterében is, hogy miért fokozhatg otosclerosis és a vestibularis
betegségek kockazatat a hormonpétld kezeléseknadlzdisa, és az oralis fogamzasgatldk

szedése. A hiperprolaktinémia kapcsolatban vanrlességel és a tejelvalasztassal, ez
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ugyancsak az otosclerosis megnovekedett kockazataamlapjat képezheti tobbes

(multiparitas) terhességekben (88).

AZ OTOSCLEROSIS NEM-SEBESZI KEZELESE - TERAPIAS
MEGFONTOLASOK

Manapsag az otosclerosis kovetkeztében kialakulzetéses hallascsokkenés
kezelésében a sebészi megoldas (stapedectomia&dstamia) tekinthét az elédleges
terapias eszkdznek. Mindazonaltal a fentebb embigibimmun-gyulladasos ténydz és a
csontanyagcsere szabalyozasanak zavarai alapjdegelétink kell a gyogyszeres terapia
lehetiségét a betegség korai aktiv szakaszaban. A gydgpskezelés alatt ésorban az
osteoporosis elleni szerek, az immunszupresszivgydladascsokkerit gyogyszerek
értendek (18).

A nem szteroid gyulladascsokkéngydgyszerek (non-steroidal anti-inflammatory
drugs, NSAID) tesztelését egy Il. tipusu kollagedtikalt patkany-otosclerosis modellen
vegezték el (89). A Kkiprobalt szerek kozil az ina@dmacin adagolasat kovenh
szignifikAnsan csokkent kollagenaz termelést éstcseszorpciot tapasztaltak (89z
indomethacinkezelés gatolta az osteoclastok szamanak emelkedissé@ csont resorptid
kizarolag abulla oticaban volt tapasztalhatd. Ezzel szemben az indorietha nem kezelt
kontroll csoportban hulla otican kivil is kiterjedt osteolysis volt megfigyellbg90).

Dexamethasonnal a primer otosclerosisos sejtkidv@r@ csokkenthétvolt a DDST
aktivitas, valamint az IL-6 expresszio, amely dfimygd hatast mutatott, és az RU 486
kédnévvel jeldlt (fejlesztes alatt allo) glukokéwid antagonistaval gatolhato volt (82). A
kortikoszteroidok hatasa markansabban jelentkeaettautoantitest pozitivitassal tarsulo
otosclerosisos betegeknél, mint az autoantitestathegbetegtarsaik esetében (91).
Megemlitend, hogy az intratympanalis dexamethason instillaidkorabban negativként
ertékelhed TEOAE (Torzios Otoakusztikus Emisszid) és DPOAEs#rzios Otoakusztikus
Emisszid) valaszokat pozitivva valtoztathatja ddsaizsgalat soran (92).

Az otosclerosis korai gyulladasos szakaszdban ztglhaté szenzorineuralis
hallascsokkenés esetében az anti-bNIBioldgiai szerek (Remicade Humira™, Enbrel™)
terdpias lehéséget biztosithatnak, mivel a proinflammatorikumkinek, koztik a TNFe is
jelens mennyiségben ternéelnek az aktiv otosclerosisos gocokban (18,72, 7¥)dbksze

egyetlen tanulmany all csak rendelkezéstinkre, amalyaz autoimmun szenzorineuralis
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hallascsokkenések (autoimmune inner ear diseast))Adsetében vizsgaltak az infliximab
(Remicad@&") lokalis perfuziéjanak hatékonysagAtkisérlet soran olyan AIED-ben szenved
betegeket vizsgaltak, akiknél nem lehetett fokozato lecsdkkenteni a kortikoszteroid
doézisokat, valamint relapsus volt megfigyethet kortikoszteroid kezelés felfliggesztését
koveten. A vizsgalt betegeket, - akiknélbeétesen ventillatios tubus insertiot végeztek -
négy hétig kezelték hetente egyszer intratympaniaibximab perfazioval. A TNFe
blokkol6 beadasat kowegn a betegek tdbbségénél csdokkentek a csontvezdtakbaskiiszob
értékek, és a kortikoszteroid kezelés is felfigthed volt. A kisérlet sordn a vizsgalt 9
paciens kdzul dsszesen 7 reagalt tartdsan aziméixkezelésre (93).

A csontanyagcserében kiemelt szerepet ket@®MP hatdsos gatldészerei a
biszfoszfonatok. Klinikai vizsgélatok alapjan felették a biszfoszfonat kezelés terapias
akalmazéasat az otosclerosis korai aktiv stadiumé®@nBrookler és mtsai (95) igazoltak az
etidronat kezelés alkalmazhatésagat az otosclergsiin kialakuld szenzorineuralis
hallascsokkenés és flulzugas (tinnitus) kezelésében.

Az osteoporosis és az otosclerosis kezelésében gimréant alkalmazhaté a
rekombindns emberi kalcitonin (18,89,96). A lazaalcitonin kezelés eredményeként
egyetlen otosclerosisos beteg allapotaban taptaeztalvulast a szédullést, és hallast érint
panaszokat ill&ien (96). Allatkisérletek soran az in vivo adagcdickoninnal sikeresen
gatoltdk a kollagenaz termelést és aktivitast, malaa csont resorptiot a Il. tipusa kollagén
segitségével kivaltott otosclerosis-szkyziokban (89).

Brookesés mtsai (97) 47 klinikailag otosclerosisos beteghizsgaltdk a D-vitamin
potencialis hianyatA vizsgalt betegek 22%-anal a vérplazma 25-hidd3ivitamin szintje
abnormalisan alacsony értékeket mutatott, valarairdietegek 33%-anal talaltak fokozott
alkalikus-foszfataz aktivitast. A fenti eredmeénykgyelembe vételével arra a konklGziéra
jutottak, hogy a fokozott aktiv D3-vitamin bevitglitékony hatasu lehet az otosclerosisos
betegek gyogyszeres terapiaja soran (18,97).

A koros csontremodellacio hatékony antagonistaia@ium fluorid és mas fluorid-
szarmazékok, mert csOkkentik az osteoclastok aditijdt, és az ennek eredményeként
megindulé osteolysist a molekularis szabalyozo dolgtok gatlasaval. Ezt igazolja az a
tanulmany is, amelyben a fluorid kezelést kéeet a DDST gatlasanak kovetkeztében
csokkent szulfat felvételt tapasztaltak az otossieos szovettenyészetekben (81). Ugy
tiinik, hogy a néatrium-fluorid anélkil képes stabilidéa csont vesztést osteoporosisban és
Paget-korban, hogy a pathologias csonttérésekeancidja ndvekedne. Xartiainenés mtsai

(98) altal készitett tanulmany eredményei szerifituarozott csapvizet fogyaszté betegek
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esetében a légvezetéses hallaskiiszob értékekfi@Agaan jobbak voltak azon betegtarsaik
eredmeényeinél, akik fluorid-szegény vizet ittakhBh hasonlé szignifikans eltérések voltak a
két betegcsoport kozott a csontvezetési kiszoledbéh az 1, 2, 4 kHz-es frekvenciak
atlagdbanSzintén ez a kutatdcsoport készitette el azt art@myt, amely a stapedectomia
soran kialakult hosszutavu hallasjavulast vizsgdtianorszag azon régiéiban, ahol a
természetes vizkészlet fluorid tartalma rendkividcsony. Eredményeik nem mutattak
szignifikans eltérést a fluoridos csapvizet és Ersmny fluorid tartalma vizet fogyasztod
betegek kozott. A tapasztalatok alapjan a kutatsk a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
potidlagos napi 1-3 mg natrium-fluorid bevitel dacsony fluorid tartalma vizekkel ellatott
terlleteken nem elég magas ahhoz, hogy a stapedactotani hallasjavulasra nézve
szignifikans hatasa legyen (99Fausseés mtsai (100) véleménye szerint a magas (>60
mg/nap) natrium-fluorid bevitellel meggatolhatéak eisszafejleszthétk az otosclerosis
soran bekovetkézcsontos elvaltozasok a labyrinthus csontos részéletti és mtsai (101
klinikai otosclerosisban szenuethetegek esetében, a betegség korai fazisdbawrettéh a
stapedius reflex kivalthatosagat, hogy igazolni jakd a néatrium-fluorid kezelés
hatékonysagat. A prospektiv, kdvetéses vizsgalaldkknutattak a fluorid stabilizalé hatasat
a betegség korai, aktiv szakaszaban. A natriumiflueezelés alkalmazaséaval az esetek tobb
mint 60%-aban volt feltartoztathato a betegség nesryiodja két éves nyomonkoévetés mellett,
€s az esetek tobb mint 50%-ban 6t éves nyomonkssedtés. Bretlau és mtsai (102)
készitették el azt a prospektiv, klinikai, kstivak, placebo-kontrollalt tanulmanyt, amelyben
a natrium-fluorid kezelés hatékonysagat vizsgattakotospongiosisos (aktiv otosclerosisos)
betegek esetében. Eredményeik a hallascsokkengsifi@ns rosszabbodasat mutattak a
placebo-csoportokban, a napi 40 mg-os dézisokkadlkesoportokhoz képest. Osszegezve az
eddigi tapasztalatokat elmondhatd, hogy a natrimord j6 terdpias szer lehetne a korai
stadiumu aktiv otosclerosisban szerivdubtegek szamara, de mégsem terjedt el széles
korben, mert csak magas (50-60 mg/nap) dozisoklbkanzazva lehet hatékony. A natrium-
fluorid ilyen magas koncentraciéban tordéalkalmazasa azonban komoly mellékhatasokat
eredményezhet, tobbek kozott vese-, maj- és sgiteddséget, dysostosist, spinalis stenosist
€s mas szd@dmeényeket.

Az otosclerosis korai fazisaban markans anti-ogteols hatas erhétel a rovid tava
rekombindns OPG (OPG-Fc) kezeléssel. A betegsédpdgsos szakaszaban a rekombinans
OPG-Fc kezelés rendkivill hasznos lehet a RANK-nitedisteolysis megszakitasanak és a

normalis csontremodellacio megtartasanak kosdeh (72,73) (3. abra).
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CELKITUZESEK

A kisérletes munka megtervezésénél a stapes dikadiozul el$ésorban az

otosclerosisra koncentralva az alabbi irdnyvonalpstéltik ki:

1. A kanyardvirus jelenlétének kimutatasa RT-PCR té@wal (matrix protein ,MP” és
nukleoprotein ,NP” specifikus primerek felhasznake), Ehhez kapcsoltan a
capsula otica CD46 expresszios mintazatanak fép&kése, amely magyarazatot

adhat a kanyarévirussal szembeni szervspecifikyekfmnysagra.

2. A kanyarovirus genom kimutatasa mellett a kanyaudvellenes IgG és IgA szintek
meghatarozasa a vizsgalt betegek szérum mintaibal$SAE (Enzyme Linked

Immunosorbant Assay) technika segitségével.

3. A TNF-a receptorok (TNFRI és Il) expresszios szintjeingkréntdzatanak vizsgalata
a normalis, nem-otosclerosisos és otosclerosispesttalpakban. Ezzel bizonyithato,
hogy a TNFe kozponti szerepet jatszik az otosclerosisos csemiiiges
pathogenezisében. Eredményeidikéttételesen kdvetkezhet, hogy a betegség korai
gyulladasos szakaszaban kialakuldo szenzorineutdikascsokkenéssel szemben

valéban hatékony terapiat jelenthetnek az anti-biNdtelogiai szerek.

4. Az otosclerosisban tapasztalhaté koros csontrer@milelkdvetkeztében megjelén
felborult csontanyagcsere (turnover) és a csoetsejfosteoclast, osteoblast,

osteocyta) apoptozis/tulélés szabalyozasanak aduaatti 6sszefliggesek feltarasa.
5. Hagyomanyos haematoxylin-eozin festéssel az otasitms esetek elkilonitése a
nem-otosclerosisos stapes fixacioktol. Szévettalegzetességek meghatarozasa a

stapes fixaciok kérszovettani differencialdiagnébisn.

Fenti célkitizésinket szem éit tartva harom kisérletsorozatot inditottunk, arakét a 4.

abran lathat6 blokkséma segitségével kivanjuk batmiut
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1. CD46 polimorfizmus vizsgalata 3. Apoptézis markerek vizsgilata
N=51 N= 44

N = 21 otosclerosis N = 27 otosclerosis

N = 30 nem otasclerosis N = 17 nem otosclerosis
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4. dbra: A kisérletes munka blokksémaja.
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METODIKAK

BETEGEK

Jelen dolgozat harom kisérletsorozat eredménggltilja 6ssze, elemzi és értelmezi,
ennek megfeléen a kisérletekhez felhasznalt beteganyagot 3ad&sutva mutatjuk be:

1. Az otosclerosishoz kapcsolhaté CD46 variansok ikeshis analizise (kanyardvirus-
specifikus RT-PCR, CD46-specifikus RT-PCR, restdkctipizalas, haematoxylin-
eozin festés, ELISA).

Ebben a kisérletben 6tvenegy stapes talpat vizsddl{n=51; férfiak=17,
nok=34), amelyeket klinikailag stapes fixacioval ¢atizett betegekdd
stapedectomia soran tavolitottak el. Az eltavdlitbpes talpakat azonnal
10%-os formalinban fixaltuk a tovabbi kisérletesnkéhoz. Az otosclerosisos
€s a nem-otosclerosisos stapes fixaciokat posatpeszdvettani vizsgélattal
(hagyomanyos haematoxylin-eozin festés) kulonitediiegymastol. A nem-
otosclerosisos stapes fixacioval jellemzett betegdkgéletkora 35,47 év
(n=30; tartoméany: -19-57 év) volt, az otosclerosistapes fixacidval jellemzett
betegek atlagéletkora pedig 39,17 év (n=21,; tartyma23-62 év) volt. A
stapes fixacio klinikai diagnoziat otoszkopos, andetrias és tympanometrias
vizsgalatok segitségével allapitottuk meg. Az 1008es frekvencian mért
csont-lég koz értéke legaldbb 30 dB volt. A tymmgaaomok a legtdbb
esetben (>90%) As-tipusu (A-shallow) voltak. Eggyetbeteg sem emlékezett
kanyardvirus fefizésre gyermekkorabol, mig 17 esetben a vakcinacio
dokumentalt volt (1969 utan szlletettek). Ebben isérketben az ELISA

vizsgéalatokhoz a fent emlitett betegek szérum rtiht&sznaltuk fel.

2. TNF-a receptorok (TNFRI/II) expressziojanak vizsgalatasclerosisos sztvetekben
(immunhisztokémia, haematoxylin-eozin festes).
A masodik kisérletben nyolcvan stapes talpat hdisana fel (n=80;
férfiak=29, rdk=51), amelyeket szintén klinikailag stapes fix&eidjellemzett

betegekBl tavolitottak el. Az eltavolitott stapes talpakatonnal 10%-0s
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formalinban fixaltuk a tovabbi kisérletes munkadhézbetegek atlagéletkora
39,41 év volt (tartomany: -17-71 év). A mintadkaty egagyobb készleth
(n=384) valasztottuk ki szOvettani vizsgalatok g@ap annak megfeléén,
hogy negyvenotosclerosisogn=40) és negyvemem-otoslcerosisogn=40)
mintan végezhessik el kisérleteinket. A stapescifix&linikai diagnéziat
otoszkopos, audiometrids és tympanometrids vizsgdlasegitségével
allapitottuk meg. Az 1000 Hz-es frekvencian méantdég koz értéke minden
esetben elérte, vagy meghaladta a 30 dB-t. A Idiniktapes fixaciok
megkozelibleg az esetek kétharmadaban kétoldalinak bizorultde
betegenként csak egy stapest vizsgéaltunk, mertnebkeidszakban (2008
december — 2009 februar) csak egyoldali stapedégkamnvégeztek az esetek
don® tbbbségében.

3. Apoptozis markerek (hCIAP1, hCIAP2, Granzyfje-kifejezodésének vizsgalata
otosclerosisos szdvetekben (immunhiszokémia, hamylat-eozin festés).

A harmadik kisérletben negyvennégy (n=44; férfidk=@k=24) stapes talpat
vetettink ala szovettani vizsgalatnak, melyek kozidgyvenet (n=40;
férfiak=17, k=23) stapedectomiaval tavolitottak el a betegekitapes
ankylosis miatt. A stapes fixacioban szenvéetegek atlagéletkora 42,19 év
volt (tartomany: -21-67 év). A felhasznalt mintalegy nagyobb készleib
(n=217) valasztottuk ki, a mintdk szoOvettani osmiabsat koveéen. A
szelekcioval kisebb otosclerosisos €és nem-otosclerosisosreprezentativ
csoportokat szerettiink volna létrehozni. A résaegeeltavolitott és 6sszetorrt
stapes talpakat kizartuk efdka tanulmanybdl, csak olyan fragmentalt mintakat
hasznaltunk fel, amelyek rekonstrualhatéak volak@gentacid és a beagyazas
soran. Mindezzel torekedtink a teljes stapes mint@sgalatara. Ezen
kriteriumoknak 177 minta felelt meg, amelyek ko6z@R4 Klinikailag
otosclerosisosnak bizonyult, de csak 53 minta bsetévolt szovettani
vizsgalattal is igazolhatd az otosclerosis diagsezA stapes fixacio Klinikai
diagnéziat otoszkopos, audiometrids és tympanoasetrivizsgalatok
segitségével allapitottuk meg. Az 1000 Hz-en meohtlég kdz érték legalabb
30 dB volt. A tympanogramok A-tipustak (23%) vagg-#pusuak (73%)
voltak. A Klinikai stapes fixaciok megkozdlieg az esetek kétharmadaban

kétoldalinak bizonyultak, de betegenként csak dgpest vizsgaltunk, mert a
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mintagyijtési periodus alatt csak egyoldali stapedectoniakegeztek az
esetek dordt tobbségében. Négy cadaver stapes talpat (n=4akéff, rtk=1)
hasznaltunk fel negativ kontrollként, amelyeke®olylhunytakbdl tavolitottak
el a halal beallta utan (24 6ran belil), akik ne@nyedtek semmilyen fllészeti
megbetegedésben. A negativ kontrol mintak atlag@ats3,2 év (tartomany: -
48-63) év volt.

5. abra: a stapes mintak kivalasztasanak morfolGgiai szetyjgion

A mintak 0Osszegijtése és feldolgozasa soran minden esetben a Tugomés
Kutatdsetikai Bizottsdg (TUKEB) hatélyossighsainak megfeléen jartunk el, a kisérletes
munkat a bizottsdg (ETT-TUKEB/2008-113-547/89) ategevel végeztik el. A mintak
osszegiijtésében a PTE, AOK Fil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyadseeti Klinikaja (Pécs), a
SZTE, AOK Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeitiikéja (Szeged), valamint a Bajcsy-
Zsilinszky Kérhaz Ful-Orr-Gégészeti Osztalya (Buektp voltak egyuttrikddé partnereink.

SZOVETTANI VIZSGALATOK

A szovettani vizsgélatokhoz felhasznaltitétileg eltavolitott stapes mintdkat az
eltavolitdst kovdten azonnal 10%-os pufferelt formalinba helyeztika{ds 7 napon
keresztll). Ezt kovéen a csontokat 0,5 M-os natrium-EDTA (etilén-diamietraacetat, 72
oran keresztil) oldattal dekalcinaltuk. A mintaki€i%-os analitikai tisztasagu zselatinba
(Sigma-Aldrich, USA) agyaztuk (24 6ra, '8, majd a lefitott zselatinos blokkokat 4%-0s
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paraformaldehid oldatban Gjrafixaltuk (24 ora). Ké&n at krioprotekciot végeztink 20%-o0s
szachar6éz oldatban, majd a zselatinos blokkokbdlosktat segitségével (MNT
cryomicrotome, Slee, Mainz, Germany) 10um vastagsasgd metszeteket készitettlink,
amelyeket 0,3%-0s Na-azid tartalmu PBS-ben (PhaepBaffered Saline) taroltunk a
felhasznalasig ‘€-os Wmérsékleten. Az elkészilt metszeteket tébbféle merdsl is
vizsgaltuk, ennek megfetigdn tobbféleképpen hasznéltuk fel a metszetekdtagyomanyos
haematoxilin-eozin festés; 2; nukleinsav extrakaidgly a kanyarovirus- specifikus RT-PCR
reakciok és a CD46- specifikus RT-PCR reakciokanaiht az ezt kovétrestrikcios tipizalas
kivitelezéséhez volt szikséges; 3; immunhisztokewiesgalatok. Az Uszd metszeteket a
targylemezre Usztatva és raszaritva elvégeztik aashknatoxylin-eozin festését, hogy az
otosclerosisos €s nem-otosclerosisos stapes fkatci@gymastol elkilonithessuk. A
szovettani diagnoézis felallithsahoz hagyomanyognékroszkdpos (Axioskop2 MOT Zeiss,
Jena, Germany) vizsgalatot végeztink, a kapott netagieket ,jpeg” fajlformatumban
digitalisan is archivaltuk.

Az otosclerosis szdvettani diagnozisanak megaflapkor az alabbi kritériumokat
vettik figyelembe:

1; Aktiv otosclerosisbasophil fesidést mutaté szabalytalan, fonatos csontszerkezet,
erdsen megvastagodott stapes talp; hypervascularizatidbbréte§§ endothelsejt
proliferacioval a marginalis zonaban; a gécokbagyaaamu osteoclast, osteoblast, osteocyta.
Az osteoclastok tébb sejtmaggal rendelkeznek, ésseolyticus Howship lacunakban
talalhat6ak (103).

2; Inaktiv otosclerosisa szovettani képet a lamellaris csontszerkezefayainelynél
mar kevésbé jellendza fonatos mintazat; az otosclerosisos fokuszoknephilen festdnek;

a hypervascularizatio megfigyelldet de jelenbsen csokkent az osteocytdk szama, az

osteoclastok és osteoblastok pedig csaknem telgtierek (103).

NUKLEINSAV EXTRAKCIO ES A KANYAROVIRUS GENOM
KIMUTATASA RT-PCR TECHNIKAVAL

A teljes RNS mennyiséget kivontuk a homogenizaltszetekibl TRIReagent (Sigma-
Aldrich, USA) segitségével. A nukleinsav -extrak@dran mindenben a gyarté utasitasa
szerint jartunk el. A kanyarovirus genom kimutatdsaz ssRNS szekvencia egy 440
bazispar hosszusagu szegmentumat hasznaltuk,seakaszt amplifikaltuk seminested RT-
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PCR segitségével. A cél szekvencia 5'-3’ iranybasirasgenom 1091-1531 nukleotidjaibdl
allt. Az RT-PCR soran rTth (Recombinant Thermusrrttaphilus, Applied Biosystems,
USA) reverz transzkriptdz enzimet alkalmaztuk. AZI Répésben MV2 és MV3
nukleoprotein RNS- specifikus primereket alkalmaktu A virus kontaminacio
kikiszobolésére RNS-mentes negativ kontrollokatzitunk. A keletkezett cDNS-t a
seminested lépésben Tag-polimeradz (Sigma-AldricBA)Jenzim alkalmazéasaval tovabb
amplifikaltuk. Ebben a Ilépésben két Ujabb nuklegmno RNS- specifikus primer
kombinaciot alkalmaztunk MV3-MV4 és MV2-NP14. Alielsznalt primereksbb jellem®it

az 1 tablazatban foglaltuk 6ssze. A kontaminacié mé&gedére cDNS-mentes negativ
kontrollokat is bedllitottunk. Az otosclerosisosntdk pozitiv kontrolljaként él attenudlt
Edmonstorés Schwartzeipusu kanyarévirus torzseket hasznaltunk, amelyakhazankban
is forgalomban lé&¥ MMR vakcinakbdl vontunk ki. Negativ kontrollként fant emlitett
klinikai kontroll mintakat alkalmaztuk. A kanyardus kimutatas megésitésére a
mintainkban emberi RNS kimutatasat is elvégeztike & feladatra a riboszémalis RNS-t
célz6 h36B4+ és h36B4- cellularis kontroll primezelalkalmaztuk. Az RT-PCR soran az
EA-RT (Enhanced Avian Reverse Transcriptase, Sigidech, USA) enzimet alkalmaztuk.
A keletkezett cDNS-t a Tag DNS-polimerazzal (Sigaidrich, USA) tovabb amplifikaltuk.
A negativ cellularis kontroll eredményt adé mintékartuk a tovabbi vizsgalatainkbol. A
reakcio eredményességét agardz gélelektroforéabenmbriztik (1,5%-0s agardz gél).

A reakcio soran a kovetkéhoémérsékleti profilt alkalmaztuk:

RT- Iépés:
Inkubacié 60C-on 30 percen at, denaturacié ' ®bn 2 percen at (RT- reakci6), 40
amplifikacios ciklus (denaturaci6 ®@kon 30 masodpercig, primer annealaci6:Gs@n 1

percen keresztill) és a végsxtenzid 60C-on 7 percen at.
semi-nested PCR:

Denaturacié6 9%-on 2 percen at, 35 amplifikaciés ciklus (denatira96C-on 20

masodpercig, primer annealaciéG5on 1 percig, primer extenzié T2on 1,5 percen at).
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1. tdblazat: Kanyarévirus specifikus RT-PCR primerek

Primer Szekvencia Termék Annealacios
(5- 3) hossza (bp) hémeérseéklet
Kanyaro
(NP)
specifikus
primerek
Klsd kor
MV2 (-) GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 381 62C
MV3 (+) GCATCTGAACTCGGTATCAC
Belsg kor
MV3 (+) GCATCTGAACTCGGTATCAC 931 E5c
MV4 (-) AGCTCTCGCATCTGCTCT
MV2 (-) GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 921 _—
NP14 (+) GCAAGGAAGATAGGAGGGTC
Emberi
celluléaris
kontroll
primerek
H36B4+ (+) AGATGCAGCAGATCCGCAT 150 _—
H36B4- (-) ATATGAGGCAGGAGTTTCTCCAG

CD46 VARIANSOK KIMUTATASA RT-PCR TECHNIKAVAL

A CD46 mRNS variansok elkulonitésére tervezett RKRPprimerjei kézil a 'sense’
irAnyultsdgu CD46Kfor az 5-0s és a 6-0s exon haitratfedve, mig az ’antisense’
irAnyultsdgu CD46Krev a 14-es exonhoz &kfiitt a reakcié soran. Az exonhatarokra
tervezett el§ primer segitségével biztositottuk, hogy kizar@aggrett, az alternativ splicing-
on mar atesett mMRNS amplifikalodott. Mivel a priedeet konzervativ, minden variansban
megtalalhatd exonokra terveztik, a modszerrel vatenyi jelen 166 varians mMRNS-ét
detektalhattuk. A cDNS PCR soran CD46Bfor, és CDO4é6Bprimereket alkalmaztuk. A
reakcié sorén felhasznalt primerek jellgitza 2. tdblazat tartalmazza. Az RT Iépés soran
eAMV RT (enhanced avian myeloblastosis virus rexermnscriptase) enzimet (Sigma-
Aldrich, USA) hasznaltuk. A cDNS-PCR-t a JumpStariccu Tad™ LA DNA polymerase
enzim (Sigma-Aldrich, USA) alkalmazaséaval végezlikA reakcié eredményességét agardz
gélelektroforézissel elléniztik. A keletkezett amplimerek elkilonitését agar

gélelektroforézissel, és poliakrilamid gélelektméfmissel egyarant elvégeztik, mert
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poliakrilamid gélen jobban elkiléniiltek az egyestigusokat reprezentalé amplimer csikok.
Azonban az egyes CD46 variansok molekulasuly amapj@m voltak egyérteltien
megfeleltetheiek az egyes izotipusoknak, ezért volt szikség egyiansok meghatarozasat

célz6 modszer alkalmazasara.

A reakcio soran a kovetkéhomérsékleti profilt alkalmaztuk:

RT lépés:

Inkubacié 75C-on 10 percen keresztiil, amikor a mintak és agmen egyitt inkubalédnak,
a primerek nélkuli master mix-et csak ezutan adjokza, majd 4&€-on 20 percig, ezt
koveten pedig 5@C-on 30 percig inkubaljuk a mintakat.

cDNS PCR:
94'C-on denaturaldas 2 percen at, 35 amplifikacios usik(denaturacié 9@-on 15

masodpercig, primer annealacié @®n 30 masodpercig, primer extenzio@®n 1 percig).

A CD46 —specifikus RT-PCR soran kelet&azarhato (ismert CD46 variansok) amplimerek

szerkezetét, és az egyes amplimerek méretét adh fdglaltuk 6ssze.
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SCR - (Short Consensous Repeat) régid
STP — Szerin- Treonin- Prolin gazdag régid

U — Ismeretlen funkcidju régid
TM — Transzmembran régid
CYT - Cytoplazmatikus régid

Termék
méret
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524 vp
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476 bp
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439bp
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6. dbra: A CD46 mRNS varidnsok sematikus szerkezete az GR-PBoran
diagtaomo a kis
téglalapokban lathaté szamok jelzik az egyes exasmiszamat. CYT1, CYT2,
CYT3, CYT4 a kulénbod tipusu citplazmatikus doméneket jeldlik, amelyek a
CD46 variansokra jellenéek. A fontosabb régidkat (SCR, STP, U, TM, CYT)

keletke®, szamitott termékméretekkel. A

kalon jeloltuk.
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2. tablazat: CD46 specifikus RT-PCR primerek

Primer Szekvencia Annealacios
(5’-3) Hoémérséklet

CD46

specifikus

primerek

Klsd kor

CD46Kfor (+) GAGTGTAAAGTGGTCAAATGTCG 5C

CD46Krev (-) GGAGTGGTTGATTTAGTCTGGTAA

Belsg kor

CD46Bfor (+) TCGATGGCAGCGACACAA 60C

CD46Brev (-) GGTAAGTGGCATATTCAGCTCCA

CD46 AMPLIMEREK TISZTITASA POLIAKRILAMID GELBOL

A poliakrilamid gélelektroforézist kovéen szikepenge segitségével kivagtuk az
amplimer csikokat, majd ezt koveh a géldarabokat 1,5 ml-es Eppendorf cstvekbe
helyeztiik, és 30Ql elucios puffert (0,5M ammaédnium-acetat; 1mM EDT@H 8,0) adtunk a
mintakhoz, majd egy éjszakan keresztllC3@s fémérsékleten inkubaltuk. Ezt kdven
centrifugalassal kulonitettik el egymastol a fedialit és a géldarabokat, majd a DNS
tartalmu felliluszot tiszta Eppendorf csévekbe pgrttik at. A DNS-t kétszeres mennyigeg
100%-0s etanollal precipitaltuk -T-o0s bmérsékleten 10 percig, majd centrifugaltuk (5
perc, 4C, 13000g). Majd 100ul Tris-EDTA (TE, pH 7,5) puffen felvettiik az Uledéket,
amit két és félszeres mennyif§eg§6%-os etanollal, és tizednyi térfogatu 2,5 M-oa- N
acetattal Gjbol precipitaltunk. A precipitaciot lgiéen a mintakat centrifugaltuk (5 peréC4
13000g). A keletkezett pelletet 70%-0s etanollal stak, és 3T-os Bmérsékleten
szaritottuk. A szaritast kovien a mintakat 20-20ul TE-ben oldottuk vissza.

AZ ELKULONITETT CD46 VARIANSOK RESTRIKCIOS ANALIZIE

A gélelektroforézissel elkulonitett CD46 variansak megfelédd amplimereket
miutan a gelbl visszanyertuk, restrikcios analizissel azonosikotErre azért volt szikség,
mert az egyes amplimercsikok molekulaméret alapjdem voltak egyértelfien
megfeleltetheiek egy-egy varidnsnak (sok hasonld, kdzel azonokkumiameérei varians

van, ami a 3. tablazat adataibol is latszik). Atriesiés enzimek kivalasztasa soran az
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Lye

egyetlen felisméihellyel rendelkezzenek. Ennek alapjan a kovetlazimeket alkalmaztuk

a restrikciés analizis soran: Hinfl (7-es exon); 2Acd (8-as exon);Stu (9-es exon);
HpyCH4V (12-es exon);Bsd (13-as exon). Az egyes restrikcids enzimek fedsives
hasitasi helyeit a 7. abran tuntettik fel. Mind€&N& mintat emésztettik a fent emlitett
restrikcios enzimekkel (48, 24h). A restrikciés hasitdsok eredményét a GiastDNS
amplimerek agardéz gélelektroforézisével tettik dé&ihd. A restrikcids tipizélas
eredményekeént a CD46 izotipusoknak megledehplimerek azonosithatova valtak a hasitasi
mintazatuk valamint a molekulaméretik alapjan, ngggfeleltethéiek a kordbban mar leirt
tizennégy izoformanak. A tizennégy CD46 varianstdeabb jellem& a 3. tablazatban
lathatoak.

3. tablazat: A lehetséges CD46 amplimerek molekulamérete, ésalsamintazata.

Az izotipust hasitani képes

CD46 izotipus Amplimer hossz endonukledzok
n 227bp Stul
| 249bp HpyCH4V
f 291bp Stul, HpyCH4V
i 294bp Acdl, HpyCH4V
m 299Dbp Acdl, Stul, HpyCH4V
d 336bp Acd, Stul, HpyCH4V
h 336bp Hinfl, Acd, HpyCH4V
k 342bp HpyCH4V, Bsd
b 378bp Hinfl, Acd, Stul, HpyCH4V
e 384bp Stul, HpyCH4V, Bsd
i 387bp Accl, HpyCH4V, Bsa
c 429bp Acd, Stul, HpyCH4V, Bsd
429bp Hinfl, Acd, HpyCH4V, Bsd
a 471bp Hinfl, Acdl, Stul, HpyCH4V, Bsa
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exon 5
TATTGTGGTG ACAATTCAGT

CGATTTCCAG TAGTCGAAAA
AAAGCAACAG TTATGTTTGA
GTCTGTGACA GTAACAGTAC
CCATCTAGTA CAAAACCTCC
TCTCCAGCGT CCAGTGCCTC

e €xon 10
CCAGGATATC CTAAACCTGA

e exon ()
GTGGAGTCGT GCTGCTCCAG AGTGTAAAGT GGTCAAATGT

TGGAAAACAG ATATCAGGAT TTGGAAAAAA ATTTTACTAC

ATGCGATAAG GGTTTTTACC TCGATGGCAG CGACACAATT

e €xon 7
TTGGGATCCC CCAGTTCCAA AGTGTCTTAA AGTGCTGCCT

I]if!’nl rbeXOUls
AGCTTTG-TTC‘AGT-TTCTTC CACTACAARARA
Ace 1

exon 9
AGGTCCT-ACTTACA AGCCTCCAGT CTCAAATTAT

Stu 1

e exon 11
GGAAGGAATA CTTGACAGTT TGGATGTTTG GGTCATTGCT

e exon 12

GTGATTGTTA TTGCCATAGT

CTTCAAAGGA GGAAGAAGAA

TTTACTTCTC TCTGAGAAGG

GCAGATGGTG GAGCTGAATA

TGTTGGAG-GTAATTT GTGTTGTCCC GTACAGATAT

HpyCH4V
e exon 13 Bsal
AGGCACATAC CTAACTGATGE AGACCCACAG AGAAGTAAAA

e exon 14
AGAGATGAGA GAAAGGTTTG CTTTTATCAT TAAAAGGAAA

TGCCACTTAC CAGACTAAAT CAACCACTCC AGCAGAGCAG

37

(messenger RNS) szekvencidja, valamint az erreg#&reé specifikus endonukledzok
felismerési-és hasitasi helyei. Az alahtzott nuideszekvencidk a CD46 specifikus RT-
PCR-hez felhasznalt primerek (CD46Kfor, CD46Krempealaciés helyeit jelzik. A piros
nyilak jelélik a mMRNS exonjainak ke#&dnukleotidjait. A szines téglalapok a restrikcios
enzimek hasitasi helyeit jeldlik. A molekula hyparabilis régiojaban &linfl, Acd, Stu,
HpyCH4V és aBsd endonukledzok rendelkeznek specifikus felistrés hasitasi hellyel.

Az abra forrdsa: Csomor P.

of otosclerosis-associated

, Szalmés A., Konyazkl& |., Karosi T. Restriction analysis

CD46 splicing variariEsiropean Archives of Oto-Rhino-

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

(A szerdk hozzajarulasaval)
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KANYAROVIRUS- SPECIFIKUS ELISA

A Kklinikailag stapes fixacioval jellemzett betégmitét ebtt nyert szérum mintait
-70C-os lBmérsékleten taroltuk a feldolgozasig. A kanyarésdmllenes 1gG és IgA szinteket
egy kanyarodvirus specifikus ELISA-kit segitségévetaroztuk meg, amelyet a gyartd
ajanlasa (Immuno Biological Laboratories, IBL-HamdpuGermany) szerint alkalmaztunk. A
vizsgalatok ettt az immunglobulin szintek meghatarozasahoz kadiiis gorbét készitettlink
ismert kanyarovirus- ellenes immunglobulin standirtelhasznalasaval. Az ELISA-reader
készlulékben 450 nm-es hulldmhosszisagu fényt adizlmk, mig referencia
hulldAmhosszként a 620 nm-es értéket valasztottuk kianyarévirus-ellenes immunglobulin
szintet (IgG és IgA) 12 IU/ml felett pozitivnek taituk, a szirke (cut-off) zénanak a 8 és 12
IU/ml kozotti értékeket tekintettik, mig a 8 IU/mdlatti immunglobulin szinteket
egyértelnien negativ eredményként értékeltik. Negativ kok#nt a nem-otosclerosisos
(szbvettani diagno6zis alapjan) stapes fixacidbarenezd betegek szérum mintait

alkalmaztuk.

TNF-o RECEPTOR I/1l- SPECIFIKUS IMMUNOFLUORESZCENS
VIZSGALATOK (IFA)

A TNF-a receptor | és 1l -specifikus immunofluoreszcerssgélatokhoz felhasznalt,
mitétileg eltavolitott mintakat azonnal 10%-o0s pugfeformalinban fixaltuk (7 nap), majd
dekalcinaltuk 0,5 M-os natrium-EDTA (etilén-diamitetraacetat) oldattal 72 éran keresztil
4°'C-os lomérsékleten. A dekalcinalt mintakat 15%-os tisttitselatinba (Sigma-Aldrich,
USA) agyaztuk (24 6ra, 56), majd a lefitott és megformazott zselatinos blokkokat 4%-o0s
paraformaldehid oldattal Ujrafixaltuk (24 6ra, ‘@D Az elkészilt, fixalt blokkokon
krioprotekciét végeztiink 20%-0s szacharéz oldaitsegével (2 6ra, €). Az ily médon
elokészitett mintakbol 10 pm-es vastagsagu Uszé niekste készitettiink kriosztat
segitségével (MNT cryomicrotome, Slee, Mainz, Gayha-40C-os lomérsékleten. Az
elkészilt metszeteket 0,02% Na-azidot tartalmaidéM0s PBS-ben (Phosphate Buffered
Saline) taroltuk 4C-os tomérsékleten az immunfluoreszcens reakcié kivitelézg Minden
egyes mintabdl kivalasztottunk egymas utani metkstt amelyeket mind hagyomanyos
haematoxylin-eozin festéssel, mind a TWFreceptor I/ll- specifikus immuno-assay-el

elemeztink.
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A TNF-a receptor /1l specifikus immuno-assay kivitelezése

Blokkolas:

A reakciohoz kivalasztott metszeteket 0,2 mol/L PBStalmu Protein Block
(Biogenex Laboratories Inc, San Ramon, CA, USA)atild mostuk 20 percen at ‘20os
hémérsékleten, amely tartalmaz: 1% szarvasmarharszaéihumint, 0,09% nétrium-azidot és

0,1% Tween-20 detergenst.

Primer antitestek:

A blokkolt metszeteket ezek utan egyutt inkubalt@oul térfogatd, 0,02% natrium-
TNFRI/TNFRSF1A specifikus primer antitest (R&D Sssts, Minneapolis, MN, USA)
oldattal folyamatos razatas mellett 24 6ran keid<AiC-os fémérsékleten. Az elsprimer
antitest koddését koveten mostuk a metszeteket 0,2 mol/L koncentraciojuSB8l.
Mintainkat ezt koveien egyditt inkubaltuk 100 pl térfogatu, 0,02% natrazidot tartalmazo,
0,005 mg/ml koncentracioja monoklonalis egér hibnd sejtvonalban &llitott anti-
human-TNFRII/TNFRSF1B specifikus primer antitest&{® Systems, Minneapolis, MN,
USA) oldattal folyamatos razatas mellett 24 o6ramegetil 20C-os mérsékleten. A

metszeteket ismételten mostuk 0,2 mol/L koncentjad?BS-sel.

Secunder antitestek:

A mintainkat egyutt inkubaltuk folyamatos razatasllett 12 6ran keresztil 20D-o0s
homérsékleten 50 pl térfogatd, 0,02% natrium-aziddgatmazo, 0,005 mg/ml koncentracioju
NorthernLights™ szaméarban termeltetett anti-kecske immunglobulin(IG) secunder

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

sz

s s

oldattal (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) inkltiok egyuitt folyamatos razatas mellett

12 6ran keresztlil 20-os Bmérsékleten, amelyben az antitestek az NL-637i jel

sz
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Az immuno-assay soran az 0sszes inkubaciét stedves kamraban végeztik el, a
reakciok soran felhaszndlt 6sszes primer és secamtieest az R&D Systemsgttszarmazott.
Az antitestek aspecifikus kiitésének kizaradsara kulon kisérleteket nem végeztiekt a
gyartotol kizarolag olyan antitesteket rendeltirdanelyek tesztelve voltak a Kkisérlet
szempontjabol esetlegesen zavard keresztreakciBkgyartd ezeket a paramétereket direct
ELISA-val és Western-blot assay-el ellezte minden antitest esetében, s a kapott
eredmeényeket feltlintette az adott termék adatlapjan

Lefedés:
Az immunreakci6hoz felhasznalt metszeteket mindesetben UV-transzparens
PromoFluor Antifade Reagent-tel (Promocell, Heidedfy Germany) fedtik.

Archivalas:

Az immunreakcidk kiértékeléséhez sziikséges digitédilvételeket a kulonbdz
fluorokromoknak megfelél hullamhosszl gerjeszfénysugar alkalmazaséval készitettik el
egy fluoreszcens mikroszkop konfiguracié segitsebgxioskop2 MOT Zeiss, Jena,
Germany). Az NL-493 esetében 510 nm-es hullamhoséscaz NL-637 esetében pedig 650
nm-es hulldmhosszon készitettik el a digitaliséedieket. Az expozicios ddminden esetben
a 90 és 130 millisecundum kozotti tartomanyba esait elkészilt képeket ,jpeg”
fajlformatumban digitalisan archivaltuk (Axioskop2OT, Axiovision 4.0; Zeiss, Jena,

Germany).

HCIAP1/2 ES GRANZYME B- SPECIFIKUS IMMUNOFLUORESZGQE
VIZSGALATOK (IFA)

A hCIAP1/2 és Granzymp-specifikus immunfluoreszcens vizsgalatokhoz
felhasznalt, mitétileg eltavolitott mintdkat azonnal 10%-o0s pugfeformalinban fixaltuk (7
nap), majd dekalcinaltuk 0,5 M-os natrium-EDTA I@iidiamino-tetraacetat) oldattal 72
oran keresztil ‘€-os Wmérsékleten. A dekalcinalt mintakat 15%-o0s tisttiwselatinba
(Sigma-Aldrich, USA) agyaztuk (24 ¢6ra, '8, majd a lelitdtt és formazott zselatinos
blokkokat 4%-o0s paraformaldehid oldattal Gjrafix&lt(24 6ra, 20C). Az elkésziilt, fixalt
blokkokon krioprotekciét végeztiink 20%-o0s szachalglat segitségével (2 6raCl. Az ily
modon ebkészitett mintakbol 10pum-es vastagsdgu Usz6 metstekészitettlink kriosztat
segitségével (MNT cryomicrotome, Slee, Mainz, Gayha-40C-os lomérsékleten. Az
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elkészilt metszeteket 0,02% Na-azidot tartalmaiéM0s PBS-ben (Phosphate Buffered
Saline) taroltuk 4C-os témérsékleten az immunfluoreszcens reakcié kiviteézg Minden
egyes mintdbdl kivalasztottunk egymas utani metsstt amelyeket mind hagyomanyos
haematoxylin-eozin festéssel, mind a hCIAP1/2 éan@ymep-specifikus immuno-assay-el

elemeztink.
A hCIAP1/2 és Granzymep-specifikus immuno-assay kivitelezése:

Blokkolas:

A reakciohoz kivalasztott metszeteket 0,2 mol/L PBStalmu Protein Block
(Biogenex, San Francisco, CA, USA) oldattal moskikpercen at 2C-os lémérsékleten,
amely tartalmaz: 1% szarvasmarha szérum albumi@®%0 natrium-azidot és 0,1% Tween-

20 detergenst.

Primer antitestek:

A blokkolt metszeteket ezek utan egyuitt inkubalt@® ul térfogatu, 0,02% natrium-
azidot tartalmazd, 0,005 mg/ml koncentraciéju doliélis kecskében @&llitott anti-human
hCIAP1-specifikus primer antitest (R&D Systems, mBingham, AL, USA) oldattal
folyamatos razatas mellett 24 6ran keresztiC2is femérsékleten. Az efsprimer antitest
kotodéset koveten mostuk a metszeteket 0,2 mol/L koncentracioj$B8l. Mintainkat ezt
kéveten egyutt inkubaltuk 100 ul térfogatd, 0,02% natrazidot tartalmazo, 0,005 mg/ml
antitest (R&D Systems, Birmingham, AL, USA) oldattalyamatos razatas mellett 24 éran
keresztiil 20C-os ldmérsékleten. A metszeteket ismételten mostuk 02 rkoncentraciojl
PBS-sel. Az Oblitést kovétn a metszeteket egyltt inkubaltuk 100 pl térfag@t02%
natrium-azidot tartalmazé, 0,02 mg/ml koncentracidgnonoklonalis egér hibridobma
sejtvonalban éfllitott anti-huméan granzymg@-specifikus primer antitest (R&D Systems,
Birmingham, AL, USA) oldattal folyamatos razatas llete 24 6ran keresztil 20-os

homérsékleten. A metszeteket ismételten mostuk OJArkoncentracioju PBS-sel.

Secunder antitestek:

A mintainkat egyutt inkubaltuk folyamatos razatasllett, 12 6ran keresztil, ZD-0s

“ s

NorthernLights™ szamar anti-kecske immunglobulin G (IgG) secundetitest oldattal

41



(R&D Systems, Birmingham, AL, USA), amelyben az itmstek az NL-493 jdl
flourokrommal voltak jeldlve. A metszeteket ismé&tal mostuk 0,2 mol/L koncentracioju
PBS-sel. Az oblitést kovéen mintainkat 50 pl térfogatu, 0,02% natrium-azitbstalmazo,
0,005 mg/ml koncentraciéji NorthernLights kecske anti-szamar 1gG secunder antitest
oldattal (R&D Systems, Birmingham, AL, USA) inkuh#ét egytitt folyamatos razatas mellett
12 o6ran keresztil, 20-os lémérsékleten, amelyben az antitestek az NL-55T jel
fluorokrommal voltak jeldlve. A metszeteket ismé&tal mostuk 0,2 mol/L koncentracioju
PBS-sel. Végul a mintainkat 50 ul térfogata, 0,028trium-azidot tartalmazo, 0,005 mg/ml
Systems, Birmingham, AL, USA) inkubaltuk egyilitt yfainatos razatas mellett, 12 6ran
keresztll, 20C-os lbmérsékleten, amelyben az antitestek az NL-637 felorokrommal

“ s

Az immuno-assay soran veégrehajtott 6sszes inkubasiérii nedves kamraban
végeztik, a reakciok soran felhasznalt 6sszes pgseecunder antitest az R&D Systefiis-t
szarmazott. Az antitestek aspecifikus dditisének kizarasara kulon kisérleteket nem
végeztink, mert a gyartétol kizarolag olyan antékst rendeltiink, amelyek tesztelve voltak
a kisérlet szempontjdbdl esetlegesen zavardé kezaekeiOkra. A gyartd ezeket a
parameétereket direct ELISA-val és Western-blot yedallerrizte minden antitest esetében,

s a kapott eredményeket feltintette az adott tedékiapjan.

Lefedés:
Az immunreakci6hoz felhasznalt metszeteket mindeetben UV-transzparens
PromoFluor Antifade Reagent-el (Promocell, Heidaib&ermany) fedtuk.

Kiértékelés, archivalas:

Az immunreakcidk kiértékeléséhez sziikséges digitédilvételeket a kilonbdz
fluorokrémoknak megfelél hullamhosszu gerjeszfénysugar alkalmazasaval készitettik el
egy fluoreszcens mikroszkop konfiguracid segitsebgAxioskop2 MOT Zeiss, Jena,
Germany). Az NL-493 esetében 510 nm-es hullamhossap NL-557 esetében 574 nm-es
hullamhosszon, az NL-637 esetében pedig 650 nmHé&nthosszon készitettik el a digitalis
felvételeket. Az expozicios & minden esetben a 90 és 130 millisecundum kozotti
tartomanyba esett. Az elkészllt képeket ,jpeg” féaghatumban digitalisan archivaltuk

(Axioskop2 MOT, Axiovision 4.0; Zeiss, Jena, German A felvételek alapjan

42



szemikvantitativ analizist végeztiink az Axiovisib® szoftver alkalmazaséaval, amelynél a
relativ lumineszcenciat minden esetben mind a h&alnb6d hullamhosszon adott jel

alapjan kalkulaltuk. Vizsgalédasunk kozépontjdbdsbddegesen a |ézidk centrélis részén
talalhatd, atlagosan 5-10 sejtet tartalmazo tezlileltak, amelyeket 40x nagyitas mellett

tanulmanyoztunk.
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EREDMENYEK

Eredményeinket a betegmintak részletes ismertatésgé hasznalt felosztas szerint
targyaljuk a tovabbiakban, amelyek ebben a fejexetis harom 6l elkilonithétrészre
oszthatoak és megfeleltethek azon harom kisérletsorozatnak, amelyek a dolggeranceét

képzik.

AZ OTOSCLEROSISHOZ KAPCSOLHATO CD46 IZOFORMAK
RESTRIKCIOS ANALIZISE

Szovettani diagnozis és a kanyarévirus RNS kinmadata

A kisérlet soran felhasznalt stapes talpak szdviettzsgalatdnak kdszonlken az
otosclerosis korrekt szdvettani diagnozisat 21edagnkylosis esetében tudtuk egyeértem
kimondani (8/A. abra). Ezen mintak kozdl 16 mintsetében az otosclerosisos gocok
szovettanilag aktivnak bizonyultak, azonban 5 medetében szdvettanilag inaktivak voltak.
A szovettani vizsgalatok feltartak a 30 nem-otasdisos stapes fixacid esetében megjelen
stapediovestibularis calcificaciot, amelyet eozimtgn festdé extracellularis matrix
allomany, csokkent cellularitas és hypovasculanddsért (8/B. abra)

Az emberi riboszémalis RNS-t mind az 51 vizsgédpss talpbol ki tudtuk mutatni a
cellularis kontroll RT-PCR reakcidk soran. Ennekgheéeléen minden mintank alkalmas volt
arra, hogy a fent emlitett vizsgalatok mellett glZziik a kanyardvirus RNS jelenlétének
kimutatasat (RT-PCR), valamint a CD46 splicing &aasiok kimutatdsat (RT-PCR) és azok
restrikcidés analizisét. Az elvégzett vizsgalatokasoszoros Osszefiiggést tapasztaltunk a
csontban megfigyelhétcsontléziok és a kanyardvirus RNS-specifikus R RP@akciok
eredményei kozott. A kanyardvirus nukleoproteindlddd RNS minden esetben kimutathat6
volt azokban a mintakban, amelyek a szovettani gélegok soran otosclerosisosnak
bizonyultak (n=21); (8/A. abra). Az otosclerosistsont szdvettani képe reszorptiv csont
lézidkkal, a nagyszamu osteoclastot, osteoblaBbgblasotot és proliferalé endothelsejtet
tartalmazo6 vascularis és pseudovascularis elemgblkemezhet (8/A. 4bra) A virusnegativ
stapes talpakndl (n=30) minden esetben nem-otosddes degenerativ megbetegedések

alltak a stapes fixaciok hatterében, amelyeket twscterosisétol eltér a pathogenezis
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jellemez (8/B. abra). A nem-otosclerosisos stapexiok kozott az elvaltozasok hatterében

annuléris calcificatio (n=19), globuléris fibroZis=7), és lymphocyta infiltracié (n=4) allt.

Celluléris kontroll RT-PCR Kanyardvirus-specifikus RT-PCR

241 bp
+—=150 bp = 221bp

Cellularis kontroll RT-PCR Kanvarévirus-specifikus RT-PCR

—
4150 bp

8. abra: A kanyarovirus nukleoprotein (NP) specifikus ésliutaris kontrol RT-PCR eredményei a szdvettani
sajatsagokkal (haematoxylin-eozin festés) dssz&flgegn otosclerosisos és nem-otosclerosisos stajpek t
esetébenA: Aktiv otosclerosis goc a stapes talp diligblusan, jellem& a hypercellularitas, a széles
pseudovascularis terek, a basophil ddés. A cellularis kontrol RT-PCR pozitiv eredmémgtiott, a
kanyardvirus nukleoprotein RNS kimutatasa mindéivettanilag is otosclerosisosnak bizonyult mintat&sen
sikeres volt mindkét semi-nested primerpar (MV3-MVMV2-NP14) alkalmazasavalB: Annularis
stapediovestibularis calcificatio, amelyet csokkecotllularitas, és vascularisatio jellemez. A koéros
csontremodellacé kovetkeztében kialakulé eosinephfestds osteoid allomany figyelhétmeg. A cellularis
kontrol RT-PCR sikeres volt, a kanyarévirus kimésat azonban az 6sszes nem-otosclerosisos stapem fix
esetében sikertelen volt.

Az é&bra forrdsa: Csomor P., Szalmas A., Kénya dikl& |., Karosi T. Restriction analysis of otosabsis-
associated CD46 splicing varianEuropean Archives of Oto-Rhino-Laryngolog910;267(2):219-226.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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Kanyardévirus specifikus ELISA (Enzyme-linked imrsartzant assay)

A kanyarovirus- specifikus ELISA vizsgalatok statikailag szignifikans eltérést
mutattak ki a betegek szérumaban tapasztalhat6é akawiyus -ellenes I1gG szintek
tekintetében az otosclerosisos és a nem-otosdemstapes fixaciok kozoétt. A kanyaro-

ellenes ellenanyag (IgG) mennyisége szignifikaredansonyabb (median: 6,9 IU/ml) volt az
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otosclerosisos betegek szérumaban, a virusnegaBwm-otosclerosisos kontrollokhoz
(median: 142 IU/ml) képest. Tizenhét péaciens voltviasgalt beteganyagban, akik
dokumentaltan részesiiltek kanyarévirus-elleni vadaivban. Erdekes, hogy ezek kozill a
betegek kozll tizenegyen szenvedtek otosclerosishiarely szévettanilag is igazolt volt,
csontmintaikbol kimutattuk a kanyarévirus jelenigtéalamint esetiikben elégtelen szérum
kanyaro-ellenes IgG titert tapasztaltunk az ELIS2sgélatok soran (median: 6,1 1U/ml). A
tovabbi hat esetben a betegeknek nem-otosclerostiapss fixacidja volt, és szeropozitivhak

bizonyultak a kanyardvirussal szemben (median:IU3al).

CDA46 variansok restrikcids analizise

Az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapésidk is ugyanazon 6t CD46
MRNS varians egyulttes expresszidjaval jelleméaketazonban ezek eltérexpresszios
szinteket mutatnak a két csoportban. A varidnsakatolekulasuly szerinti eloszlasuk és a
restrikcidés analizis alapjan azonositottuk (9. athta 4bra). Minden mintankban a ,c”, ,d”,
.e”, f", €s egy ezidaig ismeretlen rovidebb sptigivarianst tudtunk kimutatni (9. abra). Az
ismeretlen révid varians alternativ splicing sokitetked mMRNS-e csak a kilences exont
tartalmazta a variabilis régiébdl. Az ismeretlemidas expresszidés mintazata megegyezik a
mar kordbban leirt ,n” variAnséval, azonban molakulyuk teljesen eltér(10/E. abra, 3.
tablazat). Az 6t kilonb@CD46 varians relativ expresszios szintjeit demzétyias mérések
segitségeével hataroztuk meg. Az otosclerosisosainiesetében az ,f” és az ismeretlen révid
variAns mutatott szignifikAnsan emelkedett expiéssellentétben a nem-otosclerosisos
mintak esetében tapasztalt eredményekkel (9. dbrak alapjan az otosclerosis jellemeshet
a CD46 variansok egyedi expresszios mintazatavaklyek relativ expresszios szintjeik
alapjan csokkeh sorrendbe rendezve a koévetkek: f (4.), d (3.), e (2.), c (1.), és az
ismeretlen (5.) varidns (9. 4bra.). A nem-otosdisas stapes fixaciokra jelleth2CD46
izoformak relativ expresszios szintjeik alapjankésds sorrendben a kovetkéek: d (3.), f
(4.), c (1.), e (2.), és az ismeretlen (5.) vari@sabra). Ki kell emelnink, hogy az ismeretlen
(5.) varians elhanyagolhatd mértiélexpresszidos szinteket mutatott a nem-otoslcerssiso

stapes fixaciok esetében (9. abra).
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9. dbra: A kilénbéz CD46 izoformak cDNS-einek elkilénitése SDS poliaknid
gélelektroforézis segitségével (SDS-PAGB). az otosclerosisos (OS) és a nem-
otosclerosisos (C) stapes talpak CD46 expresszibgdrata (inverz SDS-PAGE
fevétel UV fény expoziciéval). Ugyanazon 6t CD46ridmst tudtuk detektalni az
otosclerosisos és a nem-otosclerosisos mintdkhaaznban az izoformdak relativ
expresszios szintjei el@k. A varidnsok koexpresszidjanak mintazata szoros
Osszefliggést mutatott a mintdk szovettani leleteive szamok a CD46 mRNS
specifikus RT-PCR soran keletkeamplimereket jeldlik. C: nem-otosclerosisos minta.
OS: otosclerosisos mint®: Tisztitott és szétvalasztott CD46 cDNS-ek (agayék
felvétel UV fény expozicidval). A szamok a gélllisztitott és ismételten elvalasztott
CD46 izoformak amplimerjeit jeldlik, amelyek a CD4gpecifikus RT-PCR-ban
keletkeztek. C: nem-otosclerosisos stapes talp. dd&clerosisos stapes talp. MW:
molekulatémeg marker. 1: ,c” varians; 2: ,e” varsar8: ,d” varians; 4: ,f’ varians; 5:
ismeretlen rovidebb varians.

Az abra forrdsa: Csomor P., Szalmas A., Kénya dikl@ |., Karosi T. Restriction
analysis of otosclerosis-associated CD46 spliciagants.European Archives of Oto-
Rhino-Laryngology2010;267(2):219-226. (A szetk hozzajarulasaval)

a7



wC” izoforma

| Hion (7)
} e )

II{

|
HINRRIT ©

TR

izoforma

l Bsal (13)

' Accl (8)

Stul (9)
l Bsal (13)
| mpyorev

3 4”1
-
—_—

|  HpyCH4vV (12)

| swo

=

et
l K

Stul (9)
l Bsal (13)

' Hinfl (7)
l Accl (8)

10. abra: A CD46 cDNS amplimerjeinek restrikciés analizidékapott eredmények. Az 6t szétvalasztott
CD46 varians 6sszehasonlitd vizsgalatat molekulagbmmarker segitségével végeztik el. Ezek kdzil
négyet sikerllt megfeleltetniink az irodalomban rkérabban leirt variansoknak: ,c”, ,e", ,d”, .f’
varidnsok, azonban az 6t6dik varidns nem volt azithatd a molekulattmege és a restrikcios mintazat
alapjan. Ennek az ismeretlen varidnsnak a restiskoiintazata teljesen megegyezik az ,n” varianséval
azonban molekulatdmege jelésen eltér az ,n” variansétdl. Hinfl, Accl, Stul, #pH4V és Bsal
restrikcios endonukledz enzimek, amelyek felisihellyel rendelkeznek a CD46 molekula hypervarigbili
régidjdban. Az endonukledzok nevei utan talalhatéjelekben 1é§ szamok jeldlik, hogy a hypervariabilis
régibban mely exonban talalhaté az adott enzinsifedib-és hasitasi helyeA: a ,c” varians hasitasi
mintazata.B: az .,e” varians hasitdsi mintazata: a ,d” varidns hasitasi mintazat®: az .f’ varians
hasitasi mintazat&: az ismeretlen révidebb varians hasitasi mintafataem hasitott kontroll amplimer.
MW: molekulatémeg marker.

Az abra forrdsa: Csomor P., Szalmas A., Kényazik|@ |., Karosi T. Restriction analysis of otosubsis-
associated CD46 splicing varianEuropean Archives of Oto-Rhino-Laryngolog9,10;267(2):219-226.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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TNF-ALFA RECEPTOR /lI EXPRESSZIOS SAJATOSSAGAINAK
VIZSGALATA

Amint mar korabban emlitettik, a szovettani- (Hféstés), valamint a TNF-alfa
receptor I/ll- specifikus immunfluoreszcens vizegékhoz az intakt stapes talpak mellett a
részlegesen eltavolitott stapes talpak kozul cs@kanokat vizsgaltunk, amelyek a
fragmentumaikbdl rekonstruélhatéak voltak az odeitt és a bedgyazas soran. A szdvettani
eés az immunofluoreszcens vizsgalatok soran mindlesloammal egymas utan kovetkiez

szOvettani metszeteket hasznaltunk fel.

Szdévettani vizsgalatok

Negyven ankylotikus stapes talp esetében volt regipdien megallapithaté az
otosclerosis szovettani diagnozisa (n=40). Az déevssisos esetek kodzll 24 esetbéntek
aktivnak (gradus | — 11/A. abra) (gradus Il — 114bra) az otosclerosisos gbécok a szovettani
kép alapjan, 16 esetben pedig inaktivnak (gradus1R/A. abra) (gradus IV — 12/D. abra) (4.
tablazat). A részlegesen eltavolitott stapes talpkizartuk a vizsgalatainkbol, mert a stapes
talp anterior és a posterior polusdban talalhatittéziok idézik e a stapes rogzilését az
ovalis ablak korlli térrészben, amelyek feltéhey a niitétet koveben a stapes flulkében
maradtak. A negyven nem-otosclerosisos stapesidizdc27 esetben tapasztaltunk annularis
calcificatiot, amelyet az eozinophilen fé&ddé extracellularis matrix, csokkén sejtes
alloméany, és hypovascularizatio jellemez (4. t&la23/D. abra). A fennmarad6 13 esetben
globuléris fibrozist sikertlt diagnosztizalni a settani vizsgalatok eredményeként,
amelyeknél a csont reszorpcidé mono-vagy bipolarjstentkezett a stapes talpak anterior és

posterior polusain. (4. tAblazat., 13/A. abra)

TNFRI/II- specifikus immunofluoreszcens vizsgalélibR)

A stapes talp vestibularis felszinén elhelyezkddsalin porcréteg chondrocytai
minden esetben markans immunreakciot mutattak aRTNFkomplexekkel szemben, amely
nem meglef), figyelembe véve azt a tényt, hogy ezek a sejtgkano embryonalis
~-maradvanyok”, amelyeld a primer otosclerosis soran a stapes talpban eteatyj 1€zi0
formélo sejtek kialakulhatnak (17) (11/B,C,E,F. &bt2/B,C,E,F. abra). Ezzel szemben a
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nem-otosclerosisos stapes fixaciok esetében csénibkban taldlhatdé macrophagok,
osteocytak és osteoclastok felszinén nem tapaantaizignifikans TNFRI/II expresszio az
immunofluoreszcens vizsgalatok alapjan (13/B,C,EB8Bta). Az otosclerosisos gécokban
talalhat6 osteoclastok mindkét TNFeceptor markans expressziojat mutattak, ameljisi

a csontszovetben lejatszodo, aktiv gyulladassattkk®ros csontremodellaciot a fent emlitett
|ézidkban. Az otosclerosisos mintak esetében a Kkgdnbozd tipusi TNFe receptor
expresszidjanak mértéke, valamint expresszios mantét eés 6sszefliggést mutat a betegség
szOvettani aktivitasaval. Ezt az 6sszeflggeéstszt#ai analizissel is alatamasztottuk (Yates-
korrigalt ¥ teszt,p <0,001; 4. tablazat). A szdvettanilag aktiv otesmsisos (gradus I-1)
mintak esetében nagyszamu sokmagvu osteoclaskit@lthagy kiterjedéspseudovascularis
tereket, amely sejtek a TNFRI éer granularis expresszioja mellett a TNFRII markéns
expresszigjaval is jellemeziéek (11/B,C,E,F. abra). A betegség szoOvettanilagivakt
stadiumatol eltéren az otosclerosis d&khaladott, inaktiv szakaszaban (gradus llI-1V) az
osteoclastok csokkémnszama jellemzi a szovettani képet, amelyek gyemyeilaris TNFRI-
specifikus immunreakciét mutatnak, mig a TNFRII iomreakcié gyakorlatilag hidnyzik
(12/B,C,E,F. &bra).

4. tablazat: Tumor Nekroézis Faktor-alfa Receptorokra (TNFRI & RII) specifikus immunreakcio.

Kérszovettani leletek (H.E.) (n=80) TNFRI TNFRII
Otosclerosisos stapes fixacié (n =40)
Aktiv otosclerosis (n=24) (gradus I-II) ++(4) +++
Inaktiv otosclerosis (n=16) (gradus I-I1) + (+) -

Nem-otosclerosisos stapes fixacio (n = 40)
Annularis kalcifikacio (n=27) - -
Globuléaris fibrozis (n=13) - -
Stapes talpak vestibularis felszinének

++ ++
hyalinporc rétege (n = 80)

Jelolések: - negativ; + gyenge perivascularis immeakcié; + + efs annularis immunreakcié; + + + durva
granularis, szinte 0Osszefolyd immunreakcié; TNFRIumor Necrosis Factar- Receptor I-specifikus
immunreakcio, TNFRII: Tumor Necrosis FactoReceptor II-specifikus immunreakcio.
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11. abra: A TNFRI/Il immunofluoreszcens vizsgalatanak eredy@ szévettanilag aktiv (gradus I-11) mintak
esetébenA: Aktiv (gradus I) otosclerosisos goc a stapes amiferior polusan (haematoxylin-eozin festés). A
szovettani képen tdgas pseudovascularis terek téfelgil) figyelhebek meg, amelyeket pseudoseptumok
tagolnak, jellemé& a hypercellularitasB: Az elz6 metszet TNFRI expresszidjanak kimutatasa. Az atdstok
intenziv, granularis TNFRI specifikus immunreakciutatnak. A beillesztett kis kép nagyobb nagydéhss
mutatja a TNFRI-t kifejeZ osteoclastokalC: Az otosclerosisos gocot alkotd sejteknéiseTNFRII specifikus
immunreakciot tapasztalunk. A fehér nyillal jel6kdzépfil nyalkahartya szintén intenziv TNFRII
immunreakciét mutat. A beillesztett kis képen Ithla a TNFRII-t intenziven kifejekz osteoclastokatD:
Mérsékelt szévettani aktivitasu (gradus Il) otoszdisos goc a stapes talp posterior pélusaban @tasgiin-
eozin festés). Fekete nyillal jeldltik a pseudoutsts tereket, az osteoid allomanyban még mindig sejt
talalhato, de a cement vonalak lefutdsa mar szthaty fonatos, drvénylszerkezdt. E: Az elbz6 metszet
TNFRI expresszidjanak kimutatasa. Az otosclerosliéat kialakitd sejtek markans annularis immuRkoét
mutatnak. A stapes talp vestibularis felszinén lhatd hyalinporc réteg (fehér nyil) intenziv TNFRI
expresszioval jellemezhietF: A TNFRII kifejezédése nagyon hasonl6 a TNFRI esetében tapasztakhehér
nyillal jeldlt hyalinporc réteg a stapes talp viestaris felszinén és TNFRII specifikus immunreakciot mutat.
il: TNFRI-t kifeje® osteoclastok nagyobb nagyitassal. TNFRII-t kifejez osteoclastok nagyobb nagyitassal.
i3: Az elbz6 két kép alapjan készitett flzids felvétel. Az akbtosclerosisos gochan talalhaté osteoclastok
mindkét TNFe receptort kifejezik, amit a narancssarga szirzjsigmunkra, de a perivascularis tertileten csak a
TNFRI expresszibja észlelliezold szin).

Az &bra forrdsa: Csomor P., Sziklai I., Karosi NFralpha receptor expression correlates with hisfiohl
activity of otosclerosisOtol Neuroto) 2009; 30(8):1131-1137.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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12. abra: A TNFRI/II immunofluoreszcens vizsgalatdnak eredye® szovettanilag inaktiv (gradus IlI-IV)
mintak esetébenA: A stapes talp anterior pélusan talalhaté inaktgradus I1ll) otosclerosisos goéc
(haematoxylin-eozin festés). A szévettanilag inaktioscleorisos gécot a basophil tes#s, hypovaslcularizatio,
hypocellularitas, és a cement vonalak fonatos szetk jellemzi. A fekete nyillal jel6lt hyalinporéteg
deformalt.B: Az elsz6 metszeten gyenge, annularis TNFRI specifikus inmeakcio lathatd. A fehér nyillal
jelélt hyalinporc réteg tovabbra is a TNFRI mark&ifejezodését mutatjaC: A |éziéformald sejtek TNFRII
specifikus immunreakciéja elhanyagolhaté méitékllentétben a hyalinporc réteggel, amelyet femgilal
jeléltink. D: Elérehaladott (gradus 1V) otosclerosis (haematoxybmie festés). Az osteoid allomany
avascularis, sejtmentes és jelzett eosinophilidiatn hyalinporc réteget fekete nyillal jeloltiE: Az elszé
metszetben a TNFRI gyenge annuléris kiféfese tapasztalhato. A stapes talp vestibularigifeda talalhatd
hyalinporc réteg (fehér nyil) tovabbra is intenZiNFRI immunreakciot mutatF: A TNFRII specifikus
immunreakcié gyakorlatilag negativ.

Az &bra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Karosi TNFFalpha receptor expression correlates with tosichl
activity of otosclerosisOtol Neuroto) 2009; 30(8):1131-1137.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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13. abra: A TNFRI/Il immunofluoreszcens vizsgalatanak eredge nem-otosclerosisos stapes fixaciok
esetébenA: Globularis fibrézis a stapes talp anterior polughaematoxylin-eozin festés). A stapes talp
megjelenése normalis, fekete nyillal jeloltuk ardificus nodulustB: Az osteoid allomanyban l8wsejtek nem
mutatnak értékelh&t TNFRI expressziot, azonban a fehér nyillal jeldalinporc réteg markdns annularis
immunreakciét mutatC: A hyalinporcban talalhaté chondrocytakon (fehéil)nkivil mas sejttipus nem
expresszdlja a TNFRII-tD: Annularis calcificatio (haematoxylin-eozin festé#) deformalt stapes talp
sejtmentes, a cementvonalak pedig lamellaris mafgk, a hyalinporc réteg téredezett (fekete n¥al).Az
el6zé metszet esetében nem tapasztaltunk értékelie¢ERI specifikus immunreakciét. A hyalinporc rétiggs
erds annularis immunreakciét mutaitl:( nagyobb nagyitassalf: A hyalinporc réteg chondrocytaivai2)
ellentétben az osteocytak és az osteoblastok nemkidi a TNFRII-t.

Az &bra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Karosi TNFFalpha receptor expression correlates with tosjichl
activity of otosclerosisOtol Neuroto] 2009; 30(8):1131-1137.

(A szerdk hozzéjarulasaval)

APOPTOZIS MARKEREK VIZSGALATA

A szovettani (H.E. festés), valamint a hCIAP1/2 &sGranzyme} specifikus
immunofluoreszcens vizsgélatokhoz az intakt stapkmk mellett a részlegesen eltavolitott
stapes talpak kozll csak azokat hasznaltuk fel, lyake a fragmentumaikbol
rekonstrualhatdak voltak az orientaci6 és a bedpagoran. A szlOvettani és az
immunofluoreszcens vizsgalatokhoz minden esetbeymég utan kovetkéz szovettani

metszeteket hasznéaltunk fel.
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Szdvettani vizsgalatok

A szovettani vizsgalatok eredmeényeként 27 ankylstistapes minta esetében sikertlt
megallapitanunk az otosclerosis diagnozisat azeészzdvettani jellegzetességek alapjan.
Ezek kozott a mintak kozott 19 esetben szovettgnddttiv (14/A. abra, 15/A. abra)
otosclerosis volt megfigyelh&t még a fennmaradé 8 minta esetében szdvettamibdgiv
(16/A. é&bra) stadiumu otosclerosis volt észlgih€b. tablazat). A szovettanilag aktiv
otosclerosis nagy pseudovascularis terekkel jelie, amelyeket nagyszamda, terjedelmes,
alaktalan, tobbmagvu osteoclastok toltenek ki. fegség €irehaladott, szovettanilag inaktiv
szakaszai a vascularis terek obliteraciojaval, aurldak reszorpcidjaval, valamint az
osteoclastok csokkent szdméaval voltak jellemdidiet (16/A. &bra). A stapes talpak
hyalinporc rétegében az otosclerosisos gocok ésardonalakkal jellemezhitléziokat
hoztak létre, amelyek jeleig szoveti destrukciot eredményeznek, a perifériatiaaiyezked
részeken az dihé chondrocytakat Ures, ugynevezett ,halo” sejtekiéatelhetjik.

A 13 nem-otosclerosisos stapes fixacio kozul 11lubkmis calcificationak, 2 pedig
haemosiderosisnak bizonyult a szévettani vizsgedadn. Az annularis calcificatiot (17/A.
abra) eozinophilen fe&dé extracellularis matrix, csokkent cellularitas gdrvascularisatio

jellemzi. A haemosiderosist a stapes talp intengontremodellacioja jellemzi (5. tdblazat).
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5. tablazat: Az apopt6zis markerek vizgyalatahoz hasznalt imsfluoreszcens reakcidk intenzitasa és mintazata.

Kérszovettani leletek (n=44) hCIAP-1 hCIAP-2 Granzyne$
Otosclerosis (n=27)
Aktiv (n=19) ++++ +++ + -+
Inaktiv (n=8) - -+ 4+ +
Hyalinporc réteg ++ ++ + -+

Nem-otosclerosisos stapes fixacié (n=13)

Annularis calcificatio (n=11) + + -
Haemosiderosis (n=2) + + -
Hyalinporc réteg ++ +++ -
Normal stapes talpak (n=4) + + ++ -
Hyalinporc réteg ++ ++ + -

Jeldlések: - negativ immunreakcio; + gyenge anmmuiarmunreakcid; ++ gyenge homogén immunreakciot ++
er6s homogén, vagy gyenge granuléaris immunreakcio;+es dsszefolyd, és & granularis immunreakcio;
hCIAP-1 - hivatalos génbank (PubMed) név: bacubdMiAP (inhibitor of apoptosis) repeat containingfZecifikus
immunreakcid; hCIAP-2 — hivatalos génbank (PubMedy: baculoviral IAP (inhibitor of apoptosis) repea
containing-3; Granzym@-- hivatalos génbank (PubMed) név: cytotoxic T-lyrapyte-associated serine esterase 1
specifikus immunreakcio.

Apoptozis markerek immunofluoreszcens vizsgalata

A hyalinporc réteg vestibularis felszinén talalhatibndrocyték jeleds pozitivitast
mutattak a hCIAP1/2 specifikus immunreakcio sorantéblazat, 17/F,G. abra), azonban a
GranzymeB-val szembeni immunreakcié negativ volt (17/H. §bEz nem meglef hiszen
ezen sejteket embryonalis ,maradvany” sejtekkéfiniddtak, amelyek az alany egész életén
keresztll perzisztalhatnak az apoptozis barmeliekpsts jele nélkil. Ezek az immortalizalt
sejtek magyarazhatjak a lézio-formalo sejtek et stapes talpban az otosclerosis soran.

Az apoptozis inhibitor (hCIAP1/2) és induktor (Gegmef) fehérjék expresszios
szintjeinek szemikvantitativ meghatarozasa, valaaunexpressziéos mintazatuk (lokalizacio)
szoros, szignifikans dsszefliggést mutatott a bétegadvettani aktivitasaval (Yates-korrigalt
v* teszt,p <0,001; 5. tablazat).

Az aktiv otosclerosisos mintdk esetében a szélesidaosvascularis tereket kitélt
tbbbmagvu, nagyméretosteoclastok emelkedett szamat tapasztaltuk, ékzekrsejteknél
intenziv hCIAP1 és hCIAP2 antigén expressziét figggiink meg. A hCIAP1 és

immunreakciét mutatott, amely granularis, perinadke mintazattal volt jellemezhigt mig
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hCIAP2 homogén citoplaztmatikus immunreakciét nuttat(14/B,C. abra). Az aktiv
otosclerosisos mintdknal minden esetben negativaédtuk a Granzym@- specifikus
immunreakciét, ami jelzi a blokkolt apoptozist,a&sejtek fokozott tulélését (14/D. abra). Az
aktiv otosclerosissal ellentétben asrehaladott stadiumu otosclerosisos mintak esetében
csokkent szamu osteoclastot talalunk, amelyeknéhgg lineéaris, vagy negativ hCIAP1 és
hCIAP2 specifikus immunreakciok voltak megfigyelbek (15/B,C. abra). A csokkent
szOvettani

Az inaktiv otosclerosisos mintak esetében a H.Eeteszovettani metszetek képét az
ures ,halo” sejtek uraljak, amelyek az immunoflisaeens vizsgalatoknal nagyfoku, markans
Granzymef specifikus immunreakciot mutattak, igazolva ezzal aktiv apoptotikus
folyamatok jelenlétét (16/D. abra).

Szemben az otosclerosisos mintaknal tapasztaltsagpkkal, a nem-otosclerosisos
stapes fixaciok és az egészséges stapes talpabesetem volt kimutathatd szignifikans
GranzymeB expresszié a csont léziokban talalhaté osteodlasigy macrophagok felszinén
(17/D,H. abra). Ugyanezen mintak esetében az apigptohibitor proteinek (hCIAP1/2)
mersekelt (fiziologias) expresszidja volt megfidyeb, jelezve az apoptotikus folyamatok
feltartéztatasat (17/B,C,F,G. abra).
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14. é&bra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzynfie-specifikus immunofluoreszcens vizsgalatok eredragny
szovettanilag aktiv otosclerosisos mintak esetéBeraktiv otosclerosisos géc a stapes talp postebarsgn
(haematoxylin-eozin festés). Hypercellularitds &®les pseudovascularis terek (fekete nyil) lathatéa
metszeten. Az osteoclastok altal kivaltott ostasl{&thatd, az osteolyticus lacunakat hyalin-6zemyag (fehér
nyil) tolti ki. A beillesztett kisebb képen az asiesist végs aktiv sokmagvi osteoclastok lathatéak nagyobb
nagyitassalB: Az elz6 metszet hCAIP1 expresszidjanak vizsgalata. A re&tszlathatd osteoclastok és az
osteoblastok és homogén hCIAP-1 specifikus immunreakciéval jebeimebek. A beilleszett kisebb képen a
hCIAP-1-et kifeje# osteoclastok lathatéak nagyobb nagyitas€al.A hCIAP-2 specifikus immunreakcio
intenziv homogén fedtlést mutat a citoplazmaban. A beillesztett kiseldpek a hCIAP-3t kifejezd
osteoblastok lathatdak nagyobb nagyita€sal GranzymeB specifikus immunreakcié gyakorlatilag negativ.

A fehér nyilak (B,C,D) jeldlik a széles pseudovdads tereket az otosclerosisos géchan.

Az abra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Liktor B.,Szabo L., Pytel J., J6ri J., Karosi T. Otosad&odisturbed
balance between cell survival and apoptd3isl Neuroto] 2010; 31(6):867-874.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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"\ hCIAP1

15. abra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzynfespecifikus immunofluoreszcens vizsgalatok eredragogokkent
szOvettani aktivitasl otosclerosisos mintak esetéBe Csokkent szdvettani aktivitdsl otosclerosisos géc
stapes talp anterior pélusan (haematoxylin-eoztéf. A pseudovascularis tereket pseudoseptunakzigk
el, amelyet fekete nyillal jeléltiink. Az osteoidofihdany még mindig hypercellularis, a cement vonadditasa
szabdlytalan, fonatos és koncentrikus mintazatoek6Az otosclerosisos gocban talalhaté osteodtadtes
hypochromaticus magokkal jellemezbiétgynevezett ,halo” sejtekként jelennek meg a sitéueképenB: Az
el6zé metszet hCAIP-1 expresszidjanak vizsgélata. Asaérosisos 1ézidt formald osteoclastok kdzepesés e
annularis immunreakcioval jellemezbek. A beillesztett kisebb kép a hCIAP-1-et kiféjeasteoclastokat
mutatja nagyobb nagyitass&: A hCIAP-2 kifejefidése gyenge, annularis citoplazmatikus immunreakcio
mutat. A beillesztett kisebb kép a hCIARsRkifejezs osteoclastokat mutatja nagyobb nagyitasBal.A
Granzymep kifejezddése intenziv homogén citoplazmatikus immunreakeidtat. A beillesztett kisebb kép a
Granzymeg-t kifejez osteoclastokat mutatja nagyobb nagyitassal.

Az abra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Liktor B.,Szabo L., Pytel J., Jori J., Karosi T. Otosd&odisturbed
balance between cell survival and apoptd3isl Neuroto] 2010; 31(6):867-874.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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16. abra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzynfe-specifikus immunofluoreszcens vizsgalatok eredraény
szOvettanilag inaktiv, igynevezett ,kiégett” ot@sokisos mintdk esetébef: Inaktiv otosclerosisos goc a
stapes talp anterior poélusan. Hypocellularitds, owgscularizatio és jelzett basophilia, valamint ement
vonalak fonatos szerkezete figyelhaeheg a szovettani képen (haematoxylin-eozin fest@shyalin réteg
deformélt (fekete nyil)AC jeldli az ellil$ szarat AP az anterior polustP a stapes talpat. A beillesztett kisebb
képen az Ures, ugynevezett ,halo” sejtekként megjedsteoclastok lathatdbak nagyobb nagyitagsalz elbzé
metszetet gyenge, annularis hCAIP-1 expressziénml. C: A lézié-formalé sejtek hCIAP2 expresszidja
elhanyagolhat6 mérték D: A granzymeB specifikus immunreakcié é&eljies homogén citoplazmatikus
festbdést mutat. A beillesztett kisebb képen nagyoblyitéssal lathatéak a Granzyrfid-kifejezd sejtek.

Az abra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Liktor B.,Szabo L., Pytel J., Jori J., Karosi T. Otosd&odisturbed
balance between cell survival and apoptd3isl Neuroto] 2010; 31(6):867-874.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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17. abra: hCIAP-1/hCIAP-2 és a Granzynfiespecifikus immunofluoreszcens vizsgalatok eredragmgm-
otosclerosisos és normal mintak esetélenAnnularis calcificatio (haematoxylin-eozin festés) stapes talp
deformédlt, a cement vonalak lamellaris mintazatatatnak. A hyalin réteg toredezett (fekete nyBl).Az elszé
metszetet gyenge annularis hCIAP-1 expresszionelleC: hCIAP2 szintén gyenge annularis expressziot
mutat. D: A GranzymeB specifikus immunreakcié negativE: Normal stapes talp szOvettani képe
(haematoxylin-eozin festédy: Az elz6 metszetet gyenge annularis hCIAP-1 expressziéneli. G: hCIAP-2
szintén gyenge annularis expressziét mukdit. Az osteoid alllomanyban nincs kimutathaté Granzyfime
specifikus immunreakcio.

A beillesztett kis képek a hCIAP1 és hCIAP-2 spkad immunreakciét mutatjak a hyalinporc rétegbAn.
chondrocytak dfs annularis immunreakciét mutatnak az apoptézisbitar fehérjékkel szemben, amely
Az abra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Liktor B.,Szabé L., Pytel J., Jori J., Karosi T. Otosde&ndisturbed
balance between cell survival and apoptd3isl Neuroto] 2010; 31(6):867-874.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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A KISERLETES MUNKABAN RESZT VE\O TARSSZERDK
MUNKAJANAK ISMERTETESE

Ebben a részben tételesen foglaljuk 6ssze azty hagértekezés alapjaul szolgalo
kozlemények elkészitése soran a munka mely fazisakigodtek kozre az adott kozlemény

tarsszeréi. A felsorolast a tézisek alapjaul szolgal6 puadiidnként bontva mutatjuk be.

Csomor P., Szalmas A., Kénya J., Sziklai 1., KarosiT. Restriction analysis of
otosclerosis-associated CD46 splicing variantsEuropean Archives of Oto-Rhino-
Laryngology,2010; 267(2):219-226.

1. Szovettani diagnoézis és a kanyarévirus RNS kinmadata
a. Mintagyijtés megszervezeése, klinikai vizsgalatok: dr. Kaf@snas.
b. Szbévettani vizsgalatok: Csomor Péter.
c. Szovettani vizsgalatok kiértékelése: Csomor PéteiKarosi Tamas.
d. Nukleinsav extrakcio, és a kanyardvirus genom katasia: Csomor Péter,

Szalmas Anita.

2. CD46 variansok kimutatdsa RT-PCR technikaval:
a. CD46 specifikus RT-PCR tervezése, optimalizalasa: Karosi Tamas,
Szalmas Anita.
b. CDA46 specifikus RT-PCR kivitelezése: Csomor Péter.
c. CD46 amplimerek tisztithsa akrilamid géltbSzalmas Anita, Csomor Péter.

3. Az elkulonitett CD46 variansok restrikcios anakzis

- Restrikciés analizis: Csomor Péter, Szalméas Anita

4. Kanyarovirus specifikus ELISA:

- ELISA: dr. Karosi Tamas, Csomor Péter.

5. A kisérletes munka tervezése, eredmeények kiédékedtatisztikai analizisCsomor

Péter, dr. Konya Jozsef, Szalmas Anita, dr. Kafasnas, Prof. Dr. Sziklai Istvan.
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6. Kézirat revizio:dr. Karosi Tamas.

Csomor P., Sziklai 1., Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates with
histological activity of otosclerosisOtol Neurotol 2009; 30(8):1131-1137.

1. Szovettani vizsgalatok
a. Mintagyijtés megszervezése, klinikai vizsgalatok: dr. Kef@snas.
b. Szovettani vizsgalatok: Csomor Péter.

c. Szovettani vizsgélatok kiértékelése: Csomorm?dte Karosi Tamas.

2. TNFRI/II specifikus immunofluoreszcens vizsgalatok:
a. UszO0 metszetek elkészitése, immunofluoreszcensgala®k kivitelezése,
mikroszk6pos munka, archivalas: Csomor Péter.
b. Immunofluoreszcens vizsgalatok eredményeinek Kiélése: Csomor Péter,

dr. Karosi Tamas.

3. A kisérletes munka tervezése, eredmeények kiédékedatisztikai analizisCsomor
Péter, dr. Karosi Tamas, Prof. Dr. Sziklai Istvan.

4. Kézirat revizio:dr. Karosi Tamas.

Csomor P., Sziklai I., Liktor B., Z. Szabo L., Pyté J., Jori J., Karosi T. Otosclerosis:
disturbed balance between cell survival and apoptas Otol Neurotol 2010; 31(6):867-
874.

1. Szovettani vizsgalatok:
a. Mintagyijtés megszervezése, Kklinikai vizsgalatok: dr. Kaef@snas, dr. Liktor
Balint, Prof. Dr. Z. Szabd Laszlo, Prof. Dr. Pydéksef, Prof. Dr. JOri JOzsef.
b. Szbévettani vizsgalatok: Csomor Péter.

c. Szovettani vizsgalatok kiértékelése: Csomor PdteiKarosi Tamas.
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2. Apoptozis markerek immunofluoreszcens vizsgalata:
a. Usz6 metszetek elkészitése, immunofluoreszcensgala®k kivitelezése,
mikroszk6pos munka, archivalas: Csomor Péter.
b. Immunofluoreszcens vizsgalatok eredményeinek kélése: Csomor Péter,

dr. Karosi Tamas.

3. A kisérletes munka tervezése, eredmeények kiédékedtatisztikai analizisCsomor

Péter, dr. Karosi Tamas, Prof. Dr. Sziklai Istvan.

4. Kézirat revizid:dr. Karosi Tamas.
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MEGBESZELES

A kezdeti céljainkkal 6sszhangban tobb kildértbéagpektusbdél (CD46 polimorfizmus,
TNF-0. mediatorrendszer és az apoptotikus folyamatok &yabasanak vizsgalata) is
alkalmunk nyilt tanulmanyozni az otosclerosisomémi-otosclerosisos stapes fixaciokat. A
vizsgalt folyamatok is jelzik a betegség komplexomdthogenetikai hatterét. A nem-
otosclerosisos stapes fixaciok, amelyek az otossiettol teljesen eltéretiologiai hattérrel
jellemezhetek, j0 kontrollnak bizonyultak a vizsgalataink sord jelenlegi és a korabbi
eredményeink nagyon jol ravilagitanak az otosclerés az egyéb stapes fixaciok kozotti
kulonbségekre (72,73). Ezek a kulonbségek azonkegydmanyos haematoxylin-eozin
festéssel torténszovettani analizis soran manifesztalodnak ate@igosabban. Ez a festési
eljards még mindig nélkilézhetetlen a korrekt ddfecial diagndzis felallitasaban.

Ahogy azt mar az irodalmi attekintés c. fejezetherabban részletesen ismertettik, a
perzisztalo kanyarovirus fédés szerepét az otosclerosisos pathogenezisébenosza
kisérletben igazoltak (8,9,10,13,18). Figyelminkatssorban a kanyardvirus human
receptorara, a CD46 fehérjére és annak polimorfs&ral 6sszpontositottuk, az alternativ
splicing variansok vizsgalatat elvégezve. Kiséndtsoran kimutattuk a kanyarovirus genom
jelenlétét az otosclerosisos mintak mindegyikeb&@APRR technika segitségével. Azonban a
kontroll csoportban (nem-otosclerosisos stapescifidkd nem sikertlt kimutatnunk a virus
genom jelenlétét. Az otosoclerosis klinikai diagsdzmellett minden esetben szdvettani
vizsgalattal (haematoxylin-eozin festés) is alatsat@tuk a betegség diagndzisat. Ennek
jelentbségét és szikségessegeét az irodalmi attekintégezetben mar részletesen taglaltuk.
Fontos hangsulyoznunk azt a felismerést, hogy adw@nirus genom jelenléte a betegség
szovettani aktivitasatdl (gradus [-1V) telles mé&hkén flggetlenil minden esetben
kimutathaté volt. Egyes tanulmanyok szerint a chpsotica perzisztalo kanyarovirus
fertozése és ekkor az emberi capsula oticaban lejatseibdsreplikacio lehet az egyil6 f
etiol6giai tényedéje az otosclerosis pathogenezisének (38,47). Asvantigének folyamatos
jelenléte a capsula oticaban hosszan tarté stindtlgelenthet a cellularis immunvalasz
szamara. Ezzel egy allandésult gyulladasos reakiciézhet &, ami végiul a sejtek
karosodasahoz vezethet az érintett csontszovetiodia, a defektiv funkciokkal jellemezhet
kanyardvirus nem képes kozvetlen szovetkarosodédtasara (38,40,41,47). A CD3 és

CD46 fehérjék antigének Altali aktivacidja kovetiéaen kivaltott immunoldgiai stimulusok
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fontos szerepet jatszanak a regulator T-helper fipsu sejtek differencialodasaban és
aktivacidjaban (104,105). Ennek a regulator T-pejtulaciénak eszencidlis szerepe van az a
CD8" autoreaktiv T-sejtek eliminalasaban (106). Ezekaakgulator sejteknek az elégtelen
differenciacioja, vagy inaktivacioja csokkenthdtetve meg is sintetheti a sajat szévetekkel
szembeni toleranciat, amely kulonBéutoimmun betegségek megjelenését okozhatja (106).

A restrikcios analizis soran leirt rovidebb, isntlere splicing varians feltételeziéein
az egyik a nemrégiben leirt otosclerosis-hoz kdpesd j CD46 izoformak kdzul (50). Ezen
otosclerosis-specifikus CD46 variansok megjelenagk emberi capsula otica sejtjeinek
felszinén. ValOszifleg az elégtelen antigén stimulacié kovetkeztébe@DB és CD46
molekuldk altal kdzvetitett kostimulacids szignalsen gyengil, amely a regulator T-helper
1 sejtek differencialddasahoz szilkséges (105, H¥k az események feltételeziwat egy a
capsula oticaval szembeni masodlagos autoimmun ciddakz vezethetnek, aminek
kovetkeztében szenzorineuralis hallascsokkenés etépiel az érintett pacienseknél
(56,75,107).

A CDA46 variansok restrikciés analizise érdekes rinficiokkal szolgalt a CD46
izoformak ko-expressziés mintazatat ileh mind az otosclerosisos, mind a nem-
otosclerosisos stapes talpak esetében. Az otosideso €és a nem-otosclerosisos stapes
fixaciok esetében is ugyanazon 6t CD46 variansniétét sikerllt igazolni, azonban az
expresszids mintazatok a szdvettani leletekkelafdggésben eltéréseket mutattak az egyes
izoformak relativ expresszids szintjeit ileh. Az 6sszes stapes talp mintaban a ,c”; ,d”; ,e”;
o €s egy eddig ismeretlen rovidebb varians jédé#t sikerult igazolni. Az otosclerosisos
esetekben az ,f’ varians és az ismeretlen rovidénarfokozott expressziojat tapasztaltuk a
nem-otosclerosisos esetekhez képest. Az .f° varidn®NS-élél hianyzik a 13-as exon,
amely az alternativ splicing soran vagodik ki, émalekula citoplazmatikus doménjének
nagyobb részét koédolja (108). Ez a domeén &eleh CD46 molekula intracellularis
szignalizacidban betdltott szerepéért, ugyanidalthlhatéak azok a foszforilacios helyek,
amelyek a receptor aktivacidjat koddbszforilaz-medialt jelatvitelt megvaldsitjak (DORA
13-as exon hianya megvaltozott, vagy koéros intial@ls szignalizacios folyamatokat
eredményezhet. Ezek a valtozasok a jelatviteliaimligtokban meghatarozhatjak a perzisztalo
kanyardvirus fefizéssel szembeni fogékonysagot. Kisérleteink eregenéarra engednek
kovetkeztetni, hogy a capsula otica egyedi Paraniyus receptor expresszidés mintazata és a
betegség szervspecifikus megjelenése kozott Iésyeggrefiiggések allhatnak fent, ahogy azt

mar korabbi eredményeink is felvetettek (50).
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A TNF-o Receptorok vizsgalata soran végzett megfigyel&seszamos Uj
informécioval szolgalhatnak szamunkra a betegség alzdvettani staddiumai kdzotti atmenet
molekuléris biolégiai hatterét, valamint a betegggglladasos etiopathogenetikai sajatsagait
illetéen. A betegség korai stadiumaban a TNFRI és a TNBRbzott expresszidja figyelh&t
meg, ezek a receptorok indukaljak egy gyulladasbeebyticus kaszkad tkddsét (18. abra).

A folyamat beinditasdban néhany gyulladasos cytadn (TNFe, IL-1, IL-2, IL-6,
transforming growth factop) és a csontanyagcserére specifikus fehérjékne&djmotegerin

- OPG, bone morphogeneteic protein - BMP, dystroplgsplasia sulfate transporter - DDST)
is masodlagos szerepe lehet (72,73). A felfokozstintanyagcsere végeredményekeént az
osteoid allomany meszesedése figydlhateg (kiégett ,burnout” otoslcerosis), amely az
osteoid allomany sejtes elemeinek apoptozisavaggiitt (1,87,109,110).

Az otosclerosis soran végbendekdros csontremodellacio szervspecifitdst mutat a
capsula otica irant. Az otosclerosisos 1ézidk meggse kizarolagosan a bel&il csontos
tokjara korlatozodik, azon kivil sehol sem figyetiek meg az emberi szervezetben (87,111).
A jelenség hatterében feltetieh az capsula otica specidlis defstani sajatsagai és egyedi
kanyardvirus receptor expresszidés mintazata abatp0,87,111).

Az otosclerosisos goécokban megfigyethebsteoclastoknal egy differencialatlan,
embryonadlis jellety (CD51/61 antigén expresszibja) fenotipus a megbabddszemben a nem-
otosclerosisos stapes fixaciok esetében vizsgdkoomstokkal (17). Az osteoclastokra
altalaban nem jellenéza CD51/61 antigének jelenléte. Ezért feltébat az otosclerosisos
gocokban 1é¢ osteoclastok a capsula otica kozepgtegében elhelyezkédnyugvo,
embryondlis sejtekid differencialédhatnak (17). Ez a sejt transzforidéc folyamat
magyarazattal szolgalhat arra vonatkozéan, hogyt@slerosisos gécokban a koz&péteg
(globuli interossei) miért nem jelenik meg (1,178[7). A globuli interosseit képéz
chondrocyta-szér sejtek viszonylag alacsony metabolikus aktivithgsiemezhebek, s az
egész életen at perzisztalhatnak anélkil, hogy elgesebb morfolégiai véaltozasokon
mennének keresztll (87). Korabbi feltételezéseihikezhangban a fentebb emlitett sejteket
pluripotens embryondalis maradvanysejteknek tekifitke amelyek reaktivalodva
osteoclastokka differencialédhatnak a kanyarovieuszésre adott gyulladasos immunvalasz
kovetkeztében (17). Jelenlegi kisérleteink sorapokaeredményeink, amelyek leirjak az
otosclerosis kulonbd@z stadiumaiban a TNEk- Receptorok kifejeidését, szintén
megebsithetik a fentebb emlitett elgondolast (17). Mimadett a j0wben meég tovabbi in
vitro kisérletek, valamint sejt-szovettenyésztésassgalatok szikségesek az elmélet

igazolasahoz.
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Napjainkban a fllsebészeti megoldasok (stapedeaiostapedotomia) az élleges
terdpias megoldasok az otosclerosisos hallascsékkknkezelésében. Tekintve a betegség
autoimmun-gyulladasos jellegzetességeit, valamint csontanyagcsere érintettségét a
pathomechanizmusban a gyogyszeres kezelések inadit@t kinalhatnak a betegség korai,
szOvettanilag aktiv stadiumaban (112-115). A gyagyss kezelés magaban foglalja az
osteoporosis ellenes, az immunszupressziv, valamaingyulladas-elleni hatéanyagok
alkalmazasét, amelyet az irodalmi attekintés eziefoen mér részletesebben ismertettiink.

Kisérleteink eredményei igazoljak a TNF-€s receptorainak (TNFRI/TNFRII)
kbzponti szerepét az otosclerosis soran lejatskédis gyulladasos csontremodellaciéban. A
gyulladasos cytokinek, beleértve a TME-is jelents mennyiségben terndelnek az
otosclerosisos csontszovetben. Ezért az anti @Nkelogiai szerek lokalis vagy szisztémas
alkalmazasa terapias opciot jelenthet az otoscétersgzenzorineuralis hallascstkkenéssel
kisért korai, aktiv, gyulladasos szakaszaban (B,l18. abra). Napjainkban egyetlen
tanulmany foglalkozott a lokalis infliximab perfézi hatdsaival autoimmun eredet
szenzorineurdlis hallascsokkenések (autoimmuner iaae disease — AIED) esetében (93).
Ebben a Kkisérletben 9 AIED-ben szenvetbeteget vizsgaltak, akiknél nem volt
kortikoszteroid kezelés, vagy ha volt is, akkor ezédés végeztével relapsus alaklt ki. A
pacienseknek négy hétig hetente egyszer adtakfi@gnimab infaziét (93). Az audioldgiai
paraméterek minden beteg esetében javultak, sflzinmab kezelést kovéen a TNFe
blokkolo elhagyasa utan sem volt mar szikségesrikaszteroidok alkalmazasa (93). A
vizsgalt 9 beteg kozil 7 esetben tapasztaltdk alfiokbgiai leletek teljes remissziojat a
kezelés végeztével (93). A rovid-tavad rekombinAnBGO(OPG-Fc) kezelésnek szintén
erételjes, potencidlisan antiosteolyticus hatasa ledetallatkisérletek tanulsaga alapjan,
leginkabb az otosclerosis korai szakaszaban (7%, BlLKezelés hatasara a RANK-medialta
osteolysis gatlasaval az otosclerosisos szovetekisemét visszaallithatd a normalis
csontremodellacié (74,117) (18. &bra). A csontaoyere regulaciéjanak szempontjabdl a
biszfoszfonatok alkalmazasa is szamitasba johetelnmézek a szerek &, potencialis
gatlészerei a bone morphogenetic protein (BMP) tézisének. A biszfoszfonat kezelés
hatéekonysagat az otosclerosis kezdeti stadiumaban mahany klinikai étanulmany
eredményei igazoltak (94,95P¢éldaként emlithetjukBrookler és Tanyeri tanulmanyat,
amelyben bemutattak az etidronat kezelés hatasitss#my otosclerosis soran feltép
szenzorineurdlis hallascstkkenés kezelésében (B5)jelenleg rendelkezésiinkre allo

informaciok alapjan az anti-TN&-szerek azok, amelyek a legnagyobb specifitassaaki
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ennek koszonhééen a leghatékonyabb modon képesek az otosclerasitdmasztalhato

csontremodellacios zavarok gatlaséra.

Anti-TNF-alpha antitest

Recombinans OPG
Aktiv gyulladés, LKiégett” otosclerosis,
Osteolizis Apoptozis, Mcszesedés
Aktiv otosclerosis Inaktiv otosclerasis
Gradus 1-1T Gradus IT1-TV
Novekvd osteoid
allomany
Csdkkend cellularitds,
Eltling osteoclastok,

Csoékkend vaszkularizdcid

TNFRI +H+ TNFRI +
TNFRI[+++ TNFRII-
OPG- OPG+H+H+
TNF-alpha+++ TNF-alpha-
Anti-TNF-alpha antitest
Recombinans OPG

18. abra: A csontanyagcsere regulatorainak szerepe, valamitghetséges gatlasi pontok az otosclerosis
kiilénbds szdvettani stadiumai kdzotti atmenetben.

Az &bra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Karosi TNFFalpha receptor expression correlates with tosjichl
activity of otosclerosisOtol Neuroto} 2009; 30(8):1131-1137.

(A szerdk hozzajarulasaval)

Az apoptdzis markerek vizsgalataval kapott eredraigrky tovabbi informaciokkal
szolgalnak az otosclerosis pathogenezisétédlet valamint a betegség aktiv és inaktiv
szovettani szakaszai kozotti atmenet molekularidtetée vonatkozoéan. Az aktiv
otosclerosisban tapasztalhatdé kéros csontremodelidathogenetikai hattere mind a mai
napig tisztazatlan. Ezt a probléméat kuléndsen netigzazni az emberi capsula otica
anyagcseréjének specialis sajatossagait figyelendlve. Ezeket a csont metabolizmusra
jellemz5 sajatossagokat (elmeszesedés egy év elteltémek nsont ,turnover”) mar ebben a
fejezetben is érintettik a TNk- receptorok vizsgalatabol szarmazé eredményeink
értelmezésénél (87). Az otosclerosis kialakulasdetteheten genetikai faktorok is részt
vesznek, de az Oroklésmenet meghatarozasa még gminegoldatlan probléma maradt
(28,36).
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A legtbbb epidemioldgiai tanulmanyban, amelyekbenopytaciégenetikai
vizsgalatokat is végeztek a csaladilag halmozoapest ankylosis penetrancidjat 40-45%-osra
teszik, autoszémdlis dominans oroklésmenetet é&dtEre (30,32,36). A genetikai
kapcsoltsagi viszonyok vizsgalatan (linkage analysalapuldé tanulmanyok eredmeényei
alapjan nyolc I6kusz jelenlétét feltételezik, aneddyaz otosclerosishoz kéthek (OTSC1,
OTSC2, OTSC3, OTSC4, OTSC5, OTSC6, OTSC7, OTSGBglyek a 15q, 7q, 6p, 164,
3q, 649, és 9p kromoszémakon lokalizalhatéak (20,Rbha ezeket a l6kuszokat mar sikerilt
feltérképezni, azonban nem sikerilt azonositanarolgpecialis géneket (és azok fehérje
termeékeit), amelyek a fentebb emlitett a pozicidkbalyezkednek el, és szerepik lehetne az
otosclerosis pathogenezisében (30,32,36). Ezeknglenstikai tanulmanyoknak van egy
sarkallatos hibdja, mégpedig az, hogy a kulodb&zerdk a genetikai kapcsoltsagi
vizsgalatok soran az 6sszes stapes ankylosisogebaitosclerosisosnak tekintették anélkul,
hogy elvégezték volna a szOvettani vizsgalatukaiglg nélkilozhetetlen az otosclerosis
korrekt diagnoézisahoz (28,30,32,36). Ahogy azt mArrodalmi attekintés c. fejezetben is
targyaltuk a monogénes oOroklésmenetet feltételeiméleteknek van j6 néhany gyenge
pontja, ezek kozil csak néhanyra térnénk itt ki.efygik ilyen, hogy miért nem jelentkeznek
a tinetek mar gyermekkorban, miért csakokésa fiatal felttkorban? A masik hasonléan
problémas kérdés, hogy egy komplex héttgyulladasos osteolyticus folyamatot hogyan
hatdrozhat meg egyetlen gén mutécidja? Ezt tovaidmjea érthet, hogy kisérleteink
eredméyeként miért egy komplex szabalyozé rendgasarat észleljuk, nem pedig a
monogénes elméletek szerinti egyetlen géntermasskitinkciojat tapasztaljuk.

A CD46 (kanyardvirus receptor) alternativ splicingvetkeztében |étrejdv
izoformdinak valtozatos expresszidjanik a legelfogadhatobb magyardzatnak a betegség
genetikai hatterére és a szervspecifitasara vonaé#hko (50).Karosi és mtsai négy eddig
ismeretlen CD46 varianst mutattak ki otosclerosisodvetekBl (osl, 0s2, 0s3, 0s4) (50).
Ezek az Ujonnan leirt otosclerosis-specifikus inoi@k vagy rovidebb transzmembran
doménnel rendelkeznek, vagy a molekula ezen régagzik beblik (50). Mindemellett a
ritkabb citoplazmatikus domént tartalmazzak. Ez okorintracellularis szignalizacios
folyamatokat eredményezhet az érintett sejtekbemlath a CD46 molekula viruskdt
képessége valtozatlan marad (50). Ez azzal madwat@z hogy a receptor viruskot
képességét meghataroz6 domén a molekula konzemégigjaban talalhaté, amelyet nem
érint a polimorfizmus hatterében all6 alternativicipg (50). Feltételezhetjik, hogy a

legfontosabb etiologiai tény&z az otosclerosis pathogenezisében a kdvetkezményes
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eredmeénye (41,87).

Az apoptozis markerek immunofluoreszcens vizsgest&apott eredményeink jol
illeszkednek a masik két kisérletsorozatbol szanemedmenyeinkhez. Mindezek figyelembe
vételével egy komplexebb képet kaphatunk a betepséigrében meghtz6dd molekularis
biologiai szabalyoz6 folyamatok zavarardl. A hCIARS a hCIAP2 apoptdzis inibitor
fehérjék fokozott expresszidja tekinthetgyfajta molekuléris valaszreakcionak a szervezet
részéél a fokozott TNF-alfa felszabadulasra, amelyet a&teaoclastok és az NK-sejtek
termelnek a betegség korai szakaszaban. A dNRiutan hozzakddott a receptoraihoz
(TNFRI/IN) aktivalja a TNFe receptorokhoz kothétfaktorokat (TRAF1 és TRAF2), amelyek
a kulonbos ,death” doménekhez kapcsolodva ezek aktivacioj@liadditjdk az apoptotikus
folyamatokat. Az apoptozis inhibitor fehérjék (h@A, hCIAP2) nem lépnek kdzvetlen
kolcsonhatasba a TNéval, vagy a TNFa receptorokkal, azonban ezek biologiai hatasat
kozvetve a TRAF1 és TRAF2 szabalyozé molekulak timdkasaval képesek gatolni (66). A
hCIAP1 és hCIAP2 direkt mddon képesekdkiiti a TNFR receptorok altal aktivalt kaszpaz 3
es kaszpaz 7 effektor molekuldkhoz, és képeseknj@mek proteolitikus aktivitasat (118).
Az apoptozis inhibitorok fokozott (normalistél eti¢ expresszioja a sejtek fokozott tuléléseét,
tobben is leirtak, egy atlagos aktiv otosclerosggis életideje hozzaudegesen 5-7 év kozé
teheb (87). Ezen periédus soran a TNFRltal regulalt és az ennek kdvetkeztében fokomotta
expresszalodott hCIAP molekulak jelenlétében a zas®lhizodo apoptotikus folyamatok
mennek végbe. Ezt a szbvettani felvételeken a esiikkascularisatio és az osteoclastok
csokkent aktivitasa jelzi szamunkra (19. abra).o&eoid allomany mennyisége méges
veégul az osteolyticus lacunak és a pseudovascukreg pedig dsszedizillnek. Az aktivalt
NK-sejtek és a CDBcytotoxikus T-lymphocitak tovabbi akkumulacidja yejhett meg a
csokkerd aktivitasu otosclerosisos goc perivascularis benei A betegség ezen fazisa a
szOvettani értelemben gyogyult (,histological hegl) allapot, azonban molekularis szinten
komoly sejtkarosodas figyelltemeg. Ez a destrukcié az NK-sejtékles a cytotoxikus T-
sejtekldl felszabadulé Granzym@nak és a perforinoknak tulajdonithatd (19. abm).
cement vonalak koncentrikus és fonatos mintazatadekiozben lamellarissa valik, ami az
inaktiv otosclerosisra jellemizA fokozott csontremodellacioé végpontja a meszéssel és az
osteoid &llomany avascularizatiojaval jaré apopteti sejthalal a ,kiégett” (burnout)

otosclerosis, amikor mar semmilyen remodellacidgaimat nem zajlik (19. abra).
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AKTIV OTOSCLEROSIS INAKTIiV OTOSCLEROSIS

Genetikai prediszpozicié
(CD46)
kanyaré virus (MV)

. ‘Apnptotikus sejiek
L]
o 2
Ures (halo) sejt X %\
“
(e

Inaktiv
osteoclast

Granzyme-B f

Perforinok f

Sejt proliferacid, Fokozott sejt tulélés, Flting sejtek, apoptozis, ndvekva osteoid
osteoclast aktivacio, hypervaszkularizacio allomany, hypo-, avaszkularizicid

19. abra: Az apoptotikus mediatorok (hCIAP-1; hCIAP-2; Gran®#3) szerepe az otosclerosis szOvettanilag
aktiv és inaktiv szakasza kozotti atmenetben. A atosclerosisra az NK-sejtek és a COBlymphocitak altal
termelt TNFe. és TRAF felszabaduldsa jelletnzami osteoclast aktivacidhoz, a sejtek fokozd#éléséhez és
hypervascularisatiohoz vezet. Az aktivalt ostedolasfokoz6dé TNFe termelése és szekrécidja tovabbi
osteoclast precursor sejtek toborzasat eredményezejtek tulélését negativ ,feedback” folyamatkért
apoptozis inhibitor fehérjék fokoz6d6 expresszibiztositja, ezek a fehérjék a TNFaltal indukalt apoptézis
gatlasaval biztositjak a sejtek tulélését, pradiéedjat. Az inaktiv otosclerosist jeléist mennyiség
avascularizalt osteoid alapallomany jellemzi, abé&lymar eltintek az osteoclastok. Az aktivalt immunsejtek
akkumulacidja és fokozott Granzyrfieés perforin szekrécidja a célsejtek apoptdzisatirményezi, ami az
otosclerosisos folyamat kiégéséhez vezet.

Roviditések: CD8+ TL: CD8T-lymphocita; CD46: kanyarovirus receptor; hCIAPaliman cellular inhibitor of
apoptosis 1; hCIAP-2: human cellular inhibitor gfoptosis 2; MV: kanyarévirus (measles virus); Nit:se
natural killer sejt; TNFRI: | tipusu TNE-receptor; TNFRII: Il tipusG TNI- receptor; TRAF1: TNFe
associated factor 1; TRAF2: TNFassociated factor 2.

Az abra forrasa: Csomor P., Sziklai I., Liktor B.,Szabé L., Pytel J., Jori J., Karosi T. Otosde&ndisturbed
balance between cell survival and apoptd3isl Neuroto] 2010; 31(6):867-874.

(A szerdk hozzajarulasaval)
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OSSZEFOGLALAS
Elméleti hattér: A stapes fixaciok etiopathogenetikai hattere éltéhet, kdzilik egy a mai

napig tisztdzatlan maradt. Az otosclerosis a capstita csontremodellacios zavara, aminek
kovetkeztében a stapes talp rogzilése és a coehleabjlé endostealis osteolysis
eredményeként progressziv vezetéses-és/vagy smenmatis hallascsokkenés alakul Ki.
Anyagok és modszerek:Ez a tanulmany harom kisérleten alaps4ik:A stapes talpakat
szoOvettani és molekularis bioldgiai modszerekkesgaltuk. Az RNS-t kivontuk a mintakbdl.
A kanyardvirus kimutatasat egy nukleoprotein RN8efffkus RT-PCR segitsegével
végeztik el. Az alternativ splicing-on atment CDZ&ormak RNS-ét RT-PCR segitségével
amplifikaltuk, az amplimereket poliakrilamid gélkteoforézissel elkulonitettettik, a gélb
kinyertiik az egyes variansokat. Az amplimereketiolyestrikciés enzimekkel hasitottuk,
amelyeknek a CD46-ra specifikus felisigteelyeik vannak. A kanyardvirus ellenes 1gG
szinteket ELISA segitségével hatdroztuk m@g.A stapes talpakat haematoxylin-eozin
festéssel és TNFRI/II specifikus immunofluoreszcassay-el vizsgéltuld. A stapes talpakat
haematoxylin-eozin festéssel és hCIAP1/2, és Grae#y specifikus immunofluoreszcens
assay-el vizsgaltukEredmeények: A kanyarévirus RNS-t csak otosclerosisos mintakbdl
sikertlt kimutatni. Mintaink 6t CD46 varians expsejaval voltak jellemezhéek (c, d, e, f,
€s egy ismeretlen varians). Otosclerosisos mintéanaf” és az ismeretlen varians fokozott
expresszigjat észleltik. A kanyaro6-ellenes IgG tszatacsonyabb volt otosclerosisos
betegeknél, mint a nem-otosclerosisosoknal. Azva&tosclerosisos esetekben a TNFRII
fokozottan, a TNFRI mérsékelten expresszalodott. idektiv otosclerosisos esetekben a
TNFRI permanensen kifejgdott, de a TNFRII expresszidja eleny&seolt. A kontroll
mintaknal a TNFe receptorok alig fejestek ki. Aktiv otosclerosisos mintaknal a hCIAP1/2
markansan, a Granzynfie-alig expresszalodott. Az inaktiv otosclerosisostaknal a
Gramzymef erdteljesen, a hCIAP1/2 elhanyagolhatdéan expressztilda&ontroll mintaknal
nem volt szamottéy Granzyme immunreakcio, s az apoptdzis inhibitorok is csak
meérseékelten fejeéaltek ki. Megbeszélés:Az .’ variAns és az ismeretlen rovid varians
fokozott expresszibja valamint a capsula otica igtisc CD46 expressziés mintazata
megvaltozott, vagy koros sejten bellli jelatvittdlyamatokat eredményezhet, lebsget
adva a perzisztald kanyarévirus 8ads kialakulasdnak. Az otosclerosist kiséokozott
TNF-o receptor expresszio igazolja az aktivalt ostedakasntenziv anyagcseréjének és a
gyulladasos reakcidutaknak a szerepét. Az otosikerezovettanilag aktiv és inaktiv
szakaszdban az apoptoézis inhibitorok és inducergkesszioja ellentétes, ez a sejtek
tulélésének/apoptdzisanak szabalyozasi zavartdtdidzi az otosclerosisban.
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SUMMARY
Background: The etiopathogenesis of stapes fixations is dgifferone of them still remained

unclear. Otosclerosis is a bone remodelling disoodie¢he human otic capsule, that leads to
progressive and sensorineural hearing loss as seqaence of stapes footplate fixation and
cochlear bone resorption with endosteal involvembtaterials and methods: This study
based on three experimerit: Stapes footplates were analyzed by histopathadbgod
molecular biological methods. Nucleic acids wer&aoted. Measles virus was detected by
nucleoprotein RNA-specific RT-PCR. Alteratively mgld RNA of CD46 isoforms was
amplified by RT-PCR; cDNA amplimers were separatbg poly-acrylamide gel
electrophoresis and were purified from the gel. Amers of CD46 isoforms was restricted
by endonuclease enzymes having CD46-specific rétogrsites. Anti-measles IgG serum
levels were measured by ELISA. Stapes footplates were analyzed by haematoxykimeo
staining and TNFRV/1l specific immunofluorescensag was performed. Stapes footplates
were analyzed by haematoxylin-eosin staining andART/2 and Granzymg@- specific
immunofluorescent assays were performeesults: The presence of measles virus was
associated only with the histological diagnosis aibsclerosis. All specimens were
characterized by the expression of five CD46 vasidn, d, e, f and one unknown isoform).
Otosclerotic specimens were featured by increaspdession levels of variant 'f and the
unknown isoform. Anti-measles IgG levels were lowethe sera of patients with otosclerosis
in contrast to the nonotosclerotic stapes fixatioAstive otosclerosis was featured by
increased expression of TNFRIl and moderate eximessf TNFRI; inactive cases were
characterized by permanent expression of TNFRI;@vany TNFRII-specific immunoreaction
was absent. Nonotosclerotic stapes specimens shawedligible TNFR expression. Active
otosclerosis was featured by robust expressionGiAR1/2 and negligible expression of
Granzymep. Inactive cases of otosclerosis showed inversetioma Granzymes was highly
expressed; however, hCIAP1/2 specific immunoreastiowere absent. Nonotosclerotic and
normal stapes specimens showed no considerablezydna® expression and moderate
hCIAP1/2 expressionConclusion: Increased expression levels of the variant 'f' dhd
unknown shorter isoform as well as the special CBAgression pattern of the human otic
capsule might produce modified or pathologicaldoéilular signalization that could create
the possibility of persistent measles virus inf@ttiDetection of elevated TNFR expression
demonstrates activated osteoclast metabolism aff@mimatory pathways in otosclerosis.
Detection of the inversely expressed apoptosiditdgrs and inducers in active and inactive
stages of otosclerosis demonstrates pathologidatgu of cell survival and apoptosis.
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UJ MEGFIGYELESEK

1. A szbvettani vizsgalat eredmengétiggetlendl, minden mintat ugyanazon 6t CD46
varians egyuttes expresszoja jellemzett (c, d,,eésf egy rovidebb ismeretlen
izoforma). A szdvettanilag otosclerosisosnak véleyeéett mintakat az ,f” varians és
az ismeretlen rovid varians kifejezetten emelkeeetrresszidja jellemezte. A fenti két
CD46 izoforma fokozott kifejegilése és az oticus capsula egyedi CD46 expresszios
mintazata megvaltozott, illetve koéros intracelliganelatvitelt eredményezhet a
kanyardvirus receptorok szintjén. Ezek a valtozas@kvetkezményes immunoldgiai
eltérésekkel egyltt, magyarazhatjdk a perzisztédykrovirus fetizés oticus
capsulan bellli kialakulasat.

2. Az otosclerosisban tapasztalhatdé csokkent kanyar®dllenes IgG szint kimutatasa
ELISA technikaval.

3. Az otosclerosist kisér fokozott TNFe. receptor expresszidé igazolja az aktivalt
osteoclastok intenziv anyagcseréjének és a gysiesdéeakcioutaknak a szerepét a
betegség pathogenezisében. A TiNk6zponti szerepet jatszik a betegség kezdeti és a
késsi szakasza kozotti atmenetben. Ezért fontos tesap@&pont lehet, a betegség
korai, aktiv fazisdban.

4. Az otosclerosis szoOvettanilag aktiv és inaktiv szaéban az apoptozis inhibitorok
(hCIAP1, hCIAP2) és inducerek (Granzyme-expresszidja ellentétes, ez a sejtek
tulélésének/apoptdzisanak szabalyozasi zavaraiétdddzi az otosclerosisban. A
vizsgalt apoptozis inhibitoroknak és inducereknakten kulcsfontossagu szerepe van
a betegség aktiv és inaktiv szakasza kozotti atiibbemekilonds tekintettel annak

idébeni lefolyasara.
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Absiract (Mosclerosis is o primary bone remodeling dis-
onder of the human otic capsule and is assocised with per-
sistent mensles virus infection: The human cellular receptor
of measles virgs i the membrmne cofactor protein (MCP,
CD46), which has 14 well-described splicing  vaniants.
Unique CTM6 expression pattern of the otic capsule and the
stnpes footplate may determine the susceptibility for persis-
tent measles virus infection. A toml of 51 surgically
removed ankylotic stapes [ootplutes were analyred by
histopathological and molacular biolegical  methods,
respectively. Nucleic acids were extracted. Measles virus
sequences ware detected by nucleoprotein RN A-specific
reverse transcriptase polymerss chain reaction (RT-PCR L
Altermatively spliced RMA of CDM6 isofonms was amipli-
fied by RT-PCR; cDNA amplimers were separated by SDS
polv-acrvlamide gel electrophoresis and were purified from
the gel. Complementary DNA of CIM6 isoforms was
restricted by endonuclease enzvmes baving CDMG-specific
recognition sites. The presence of viral RNA was associ-
sled exclosively with the histopathological dispnosis of
otosclerosis; the stopes specimens with negative measles
virus belonged to nop-cotosclerctic sipes fixations. All
specimens (& =531 were chameterized by the consecutive
expression of five CD46 variants (e, d, e. f ond one shorter
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unidentified isoform). Histologically confimmed ostoscle-
rotic specimens (N =21) were charecterized by incrensed
expression levels of varant *f and the unknown isoform.
Incressed expression levels of these soforms and special
CD<46 cxpression pattern of the human otic capsule maght
produce modified or pathological introcellubor signzlization
that could create the possibility of persistent measles vims
infection.

Keywords  (CD46 - Oiosclerosis - Measles virus -
RT-PCR - Restriction nnalyvsis

Introduction

(Mosclerosis is a primary hearing discrder, which is associ-
ated with increasad bone remodeling of the homan ofic cap-
sule [1]. Pathological bone remodeling is chamcterized by
increased osteoclnst activation and intensive osteolysis in
the otosclerotic foci [2). Lesions of otosclerosis are excly-
sively localized only in the bony parts of the otic capsule:
footplate of the stupes. and pericochlear- and perilabyrin-
thine regions [3]. The mechanicnl properties of the move-
mems of the stapes foodplate ore modified. leading to
conseguent condoctive hearing loss [1]. In the white popu-
lntion, the prevalence of clinical sdosclerosis is 0.3-0.4% in
the general popolation and 9-12% for those suffering from
comductive hearing boss [1].

The main etiological factor of otosclerosis is the persis-
ient measles viros infection of the otic capsule [4-9]. Theo-
retically, the continuous presence of antigens derived from
measles virus stimulates the cellular immune response,
eventually leading to inflammatosy booe remodeling and
consequent sensorineural hearing loss |1, 8, 10]. Earlier
studies have supposed the potential role of measles viras
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infection in the pathopenesis of otosclerosis [5, E]. The
presence of measles vimos genome in ofosclerolic stopes
foodplales was demonstrated by reverse transcriptase poly-
mizruse chain reaction (RT-PCR) [4. 6], Virus-like patticles
have been recognized in the osteoclasts and osteoblasis of
otnsclerotic foci by electroomicroscopy [9].

The measles virus, being a member of the Paramyxovi-
rus family, penctrates into human cells in three diferent
ways [11. 12]. The most effective infections are carried
out via the SLAM (signalling lymphocyte activating pro-
tein, COIS0) receptor; less effective infections are medi-
ated via the CD46 receptor (membmne cofactor prodein,
MCP) 11, 12]. New modes of vins penetration have been
described in the latest studies [11]. Measles infections and
viral transmission of human cell lines without expression
of any known measles virus recepiors have been recently
demonstrated [11]. These infections were described as
having the lowest efficacy [11]. The andescribed measles
vims receplor-like molecule has been named s Receptor
X[

Immunchistochemical stodies hawve shown very low
expression levels of SLAM proteins on the cells of the
homan otic capsale, in contrast o the inlensive expression
of mensles virus receptor CD46 [ 13, 14). These observa-
tions have supposed thal the cellulnr penctration of the
meashes virus is mainly associated with the expression of
CD46 in the humin ofic capsule [13].

CD46 protein has 14 well-described variants, which ane
aliernatively spliced from the tmnscripted mRENA of the
CDH6 zene [ 14]. The pene of CD4E is located on chromao-
some 1 and includes 14 exons, which determine the four
different functivnal subunits of the protein [14. 15]. Exons
1-6 emcode the conservative region of CD46 detenmining
the complement control protein (CCP) and shont consensus
repeal {SCR ) regions, which are responsible for the proteo-
Iytic inactivation of C3b and C4b complement compononts
by the co-sctivation of serum factor 1 [15, [4]. The CCP
region is also known ns the receptor of measles vinus [11,
12]. Exons 7-9 encode the senine threonin prolin-rich (5TP}
region. which is necessary for the anchoring of CD46 pro-
tein to the cxtracellular matrix [17). Exons 10-12 encode
the mnemembrane region of CD4E [ 15-17]. Novel otoscle-
rosis-associated CD46  wvariants have been  described
recently [18]. (ne of these variants has been chamcterized
by the complete absence of the transmembrane region [ 181
Exons 1314 encode the cytoplismic domain of CD44b,
which mediates the imtmcellular phosphorylase-dependent
signnlization [ 19). CD46 soforms. have four different types
of cytoplasmic domains wilh variable intracellular signaki-
ration: C¥T-I7 {17 amind ncids), and C¥T-2 (24 amino
acids) are more frequent, while CYT-3 and CYT-4 are are
[19]. Maasles vims infection of homan immuone cells via
the CDM6 receptor makes long-term changes in the expres-

&) Spririges

sion of inflammatory cytokines (intedeukin-1, -5, -12) that
ploy &n important mle in the differentiation of T-helper |
and T-helper 2 cells [20-24]. CD46 isoforms have been
detecied on the surface of all nucleated human cells in van-
ous expression levels and patteras | 14]. However, specific
functions have not been sttribuled io Eoform co-expression
wel [14 17

This study investipates the co-expression patiern of
CID46 splicing variants in otosclerotic and non-otosclerotic
stapes footplnte specimens. by mestriction analysis in con-
junction with measles virus-specific RT-PCR

Materials and methods
Patients and contmls

A lotal of 51 stapes footplates (N =51, male=1T,
female = 34) were analyzed. All of them were ankylolic
and were removed duning stapedectomy. Afler the surgical
removul, specimens were immaediately fixed in 109 twiv)
formnlin. Postoperotive histopathological analysis was per-
formed to make a differentiation between otosclerotic- and
noa-ptosclerotic stapes fixations. The mean age of patients
with non-olosclerslic stapes fixation was 3547 (N =30
range = 9-57) vears; in case of otosclerosis, it was 3917
(¥ =21; mnge = 23462} years. Clinical diagnosis of stopes
fization was based on otoscopic, sudiomeatric and tympano-
medric findings. Air-bone gap at |01 Hr was st least
3 dB. Tympanometry revealed As-type tympanograms in
most cases {>90%), None of the patients remembered mea-
sles vinus infection in childhood; however, 17 patients
{(bom afer 1960) had documeated anti-measbes vaccina-
tion. Anti-measles lg0 semum levels were measured by
ELISA according to the manofaciurer's instractions
(Immuno Binlogical Laboratories, Germany ). Anti-measkes
immunoglobulin level is considered to be positive abowe
12 IW¥ml. The cutofl zone is between § and 12 I ml levels,
and negative reaction {otosclerosis positivity) was estab-
lished below the B 1U/ml level. The non-otosclerotic stapes
fontplate specimens selected histologically were employed
as negafive commls for patients with otosclenlic stupes
fixntion. The Hunparian Scientific Research Ethical Commit-
tee (ETT-TUKERZO08-113-347/89) wpproved this study.

Histopathological analysis

A totnd of 51 ankylotic stapes fooiplate specimens were
fixed in 10% (vw/w) buffered formalin snd decalcified in
05 M sodiom ethylene-dinmino-tetrascetmte (No-EDTA,
72 h. 47C). These specimens were embedded in 205% (vhw)
purified pelatin (24 h, 56°C) and refixed in 4% paraformal-
dehwde (24 h, 20°C) Blocks were creopridected in 20%
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sacchamse solution (2 h, 45C) and sectioned by cryomicno-
tome into 10 pm slides [—45°%C) Slhides were stored in
(1.1 M phosphate buffered saline containing sodivm oride of
#°C. Two consecutive 10 pum frozen cul sections weno
examined as foblows: (1) nucleic a2cid extraction and RT-
PCR amplification; (2} staining with hematoxylin and
eosin. Imaging was performed under normal- and polanzed
light and the photopraphs were archived in jpeg file format
(Axioskop2 MOT. Axiovision 3.0, Zeiss, Jenn, Germany

Mucleic acid eximction and RT-PCR detection
of meashes virs genome

Total RMNA was extracted from homogenized tisswe soc-
tions using TRI reagent {Sigma-Aldrich, USA) solution
sccording to the manufacturer’s instractions. Presence of
measles virus. penome wis certified by semi-nested RT-
PCR; the target sequence was located between the 1091 and
1531 (5'-3") mucleotides of the measles virus penome,
Measles virus nucleoprotein (NP7 RNA was smplified with
an NP-spacific primer combination: MV 2-MV3 (Table 1k
rTih enzyme {Recombinant Thermus thermophilus; Applied
Biosystems, USA) was used during the BT step of the
reaction, Complementary [¥A was amplified by genomic
Red-Tiag (Sigma-Aldrich, USA) polymernse enzyme in the
semi-nested PCR. Special primer combirations were used
in this reaction: MVY3 and MY MV2 end NP14 (Table 1
Suitability of RMA of the measles virus detection by
RT-PCR was controlled comprehensively by engagement
of the following housekeeping control pimer combination:
h36H4+ and h3GB4— (Table 1. Enhanced avian reverse

transcriptase (EA-RT: Sigma-Aldrich, USA) ond genomic
Red-Tag DMA Polymerase {Sigma- Aldrich, USA) enrymes
wore used in the cellwlar control RT-PCR. Live, attenuatad
Edmonston strain of measles virus was used as positive
control, BMA-free samples were wsed to avoid cross-
conlamination [4].

RT-PCR detection of (46 splicing variants

Extracied RMA of CD46 was amplified by two CDM6-
specific primers: CIM6Kfor and CD46Kev (Table L
Hypervarizhle region of the CD46 gene was zmplified by
enhanced avion myeloblasiosis vins reverse tmnscr plase
ereyme {eAMY-RT; Sigma-Aldrich, USA) during the RT-
step of the reaction. The primer CD46Kfor has a specific
annaaling site on the border of exon 5 and exon 4; while the
primer CD4GK e has its anneaking site in the exon 14 The
amplified complementary DNA sequence contmined the
whole bypervariable region of matured CD46 mBENA.
JumpSian Acco Tag LA DNA polymermse enzyme ( Sigma-
Addrich, USA) was used for the cDMA-PCR reaction with
two  semi-nested primer combination: CD46Rfor and
CD46Bney {Table 1), DINA-free water was used as negative
control. The following parmmmeters were used for RT-PCR
reaclions, RT-step- Primers and samples were incubated
together at 73°C for 10 min, the master mix was added to
the compotnd and the mixture was incobated at 48°C for
200 min, and loter at 530°C for 30 min. cDNVA-PCR: Samples
were denatursted st 94°C for 3 min. Annealotion and
extension was camied oot al 60 and 68°C for 35 cycles,
which was followed by I min incubation at 68°C. Results

Toble I Magin feainres of mes-

;]..5 Pl m_.d{_‘li_ iBic Primmer Soquenaes (5'-37) :'l.nnn:ﬂEng: o
ekiganocleolide primerns i
Meanles virus nuclsoprotein-specific primers
RT primens
MYZ -} GTTCTTOCGAGATICCTGOCA 62
MW () GUATCTGAACTOGGTATC AL a2
MWE (-} AGCTCTCGCATCTGCTCT 55
NP14 f+] GCAAGGAAGATAGGAGLGTC 55
Humun cellnisr control primens
HE36HS+ (4] AGATGCAGCAGATCCGCAT 55
H3GE— (=} ATATGAGHCAGGAGTTTCIOCAG a5
CPdé-specific primers
BT primers
CIMGK for (+1 GAGTGTAAAGTGGTCAAATGTOG ]
ClétKmey (—) GLAGTGOTTGATT TAGTCTGHTAM 5
cIINA-PCE primers
ORI (+) TOGATGGUAGCGACACAA o]
ARy (—) GUTAAGTGGCATATTCAGCTOCA &
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of CO46-spacific RT-PCR were visualized with agamse gel
elecirophoresis. Determination of relstive exprassion levels
of diffarent CD46 oforms was carmied owt by densitometry
J 4]

Purification of CDM46 amplimers from polyacrylamide gel

cDMA-PCR amplimers were separated by pon-denatarating
508 poly-acrylamide gel electrophosesis. The gels weme
stnined with ethidium bromide. Several variants of CD46
have very similar molecular weights, ond thus on the
orourds of their molecular weights could not be idemtified.
UV-idenfified stripes representing different CD46 splicing
variants were cut oul from the poly-acrylamide el with a
scalpel. The gel blocks were placed in Eppeadord micro-
tubes {1.5mi), and 300 ul elotion buffer (0.5 M ammo-
ninm-agcemie, | mM EDTA) was added to the compound,
which was incubated ovemizhi at 37°C. The supematant
and gol frapments were separated by contrifugation. DNA

Fig. | Sequence and restriction exim 5
endonuclemse recognition siles
of the Eypervarisble mginn

of CIM& messenger RNA
(mRNA)L Underfined sequence
fzms represent the ancealing
siles ol CDM6-specifc

BT -primers (CD4SE for and
CEGK rev L Curved red arronws
represent e initiol poinls of
mBRNA excns. Colored
queadrangles mark the specific
recopnilion sites of resirction
enibonuclease maymes. Hiafl,
Accl, Stul, HpeTHAY, Bsal are
cndanocleases with specific
pestriction siies for the hyper-
variable region of CEME mRNA

TCTCCAGCGT CCAGTGICTC

g en 1

GTGATTGTTA TTGCCATAGT

TATTITSSTS ACAATTCOROT

CGATTTOCAG TAGTOEAAAN

KARGTAACAG TTATGTTTGH

GTCTSTEACA GTAACASTALC

was precipilated twice with twofold volume of 100% (wiv)
cthanol {—T05C, 10 miny; DNA pellel was rinsed with T0%
{wv) ethonol, then dred ond resuspended in 200 TE
buffer.

Restriction analvsis of the sepamted CD46 splicing vanants

Separated CD46 splicing isoforms were identified with
restriction amal ysis. Restriction enzymes having only one
recognition site in the hypervariable region of the CD46
pgene wene selected. The following enzyvmes were foand
to be soitable for restriction analysis: {1} Hinfl {exon 7);
(23 Accl (exon 8 (3) Siuwl (exon 9); (4) HpyCH4Y (exon
12); (5) Bsal {exon 13) (Fig. I: Table 2). All cDMNA spec-
imens were digested by the resiriction mix of the five
aforementioned enzymes, respectively (48°C, 24 h). The
result of the restriction apalvsis was visualized by
gparose pel electrophoresis of the restncted cDMNA
emplimers,

'r:\unﬁ
ETCSASTOOT GUTOCTOOAS ASTOTAMALY SSTEARATET

TGEARRACAS ATATCAGGAT TTGGAAAMAAR ATTTTACTAL
MTSOGATAAG GETTTTTALC TOGRTGGLAGS CGRCACARTT

g+ cLon 7
TTCOEATCOD CCASTTCCAA AGTOTCTITAR ASTGCTECCT

Hinf 1 exon 8

CCATCTASTA CARRRCOTCS larm-n'uwhtcm CRACTACARRR
Aecl
g ennn §
TTARCA AGCCTCCAGT CTCAAATTAT
Stu 1
o veom 11
CCAGGATATC CTARRCCTGA GOARGGAATA CTTGACACTT TGGATGITTG GETCATTGCT
g enom 12
TIT GTGTIGICCC GTACAGATAT
HpyCHAV
g enon 13 Bsa |

CETCARAIGA CEARGAACAA AGGCACATAC CTARCTGATEREREECACAS ACHAGTAAAR
= enon 14

TITACTTCTC TCTGAGAAGE AGAGATGAGA GAARGGTTTG CTTITATCAT TRAAAGGAARM

GCAGRTGETG GRGITGEMTA TSOCACTTAC CAGACTART CARCCACTOD AGCAGARGCAL 7
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Table I Endonucleases with spocific restriction sies for the hyper-
variahls region of different D48 splicing variznis

CDMiG Product size Restrictive enrymes
isoforms try nesied
RT-PCR ibph
o 237 Sl
I 244 HpyCHAWY
f 291 Stal, Ky HAY
i 264 Accl, HpyCHAY
m 299 Accl, S, HpyCHAY
d 336 Accl, Sial. HpeTHAV
B 33 Hindl, Acc, HpeCHAY
k 41 HpyCHAY, Bl
b T8 Hindl, A, Sral, HpyCHAY
e 334 Stail, RpeCHAY, Bl
i I&T Accl, HryCHAY . Bsal
c 419 Accl, Sral, HpyCHAY, Bval
g 4 Hinfl, Accl, Hp“HAY, Bral
n an Hindl, Accl. Stal. HpyCHAV . Bl

Fig. 1 RT-PCR amphfication of mendes vime mclsapmisin (NP
ANA ond housekeeping contml RT-PCR cormelated bo histodogical
finfings in oiosclerotic and non-otosclemlic sapes fotplates (hem-
toxylin—cosin|. o Otosclerntic Focus wilk incresssd activily al the anie-
rior poie of the stapes fooipinie. Focus of olosclerosis B charecierined
by hyperoelbulority, wide pseudovascular spaces and marked baso-
philia. Cellelar contmol RT-PCR was pasitive. Measlss virus NP BNA

Hesults

Consecutive stapes footplate sections were suhjected to
histological exwmination ond nucleic acid cxtroction,
respectively, Histological disgnosis of oftosclerosis was
esiablished in 21 ankylotic stmpes footplates (Fig. 2L
Among these patients, the otosclerotic foci were seen o be
active in 16 stapes footplates and inoctive in 5 coses
(Fig. 2). Partial removed siapes footplates were not
included in the study, because the anferior or posterior
poles containing the bone lesions fising the stapes were
retained in the oval window miche. In the 30 non-otoscle-
rotic stupes foodplales, hisiologic exnminations revealed
stupediovestibular calcification with eosinophific extracel-
Tulor madrix, decreased cellularity and hypovascularization
(Fig- 2).

Human ribosomal RMA was detected by cellular control
RT-PCR in each of the 51 asnkylobc stapes fooiplaies
(Fig. 2} All samples were eligible for testing the presence
of RNA of the measles virus and for restriction nnalysis of
the splicing variants of CD46 mRMNA. It wos shown that

Ceflnler conuml RT-PCR Wiesles vinm specilic KT-PCR

Celluiar coatml BT-FCH Belegsies vinm specific KTETR

[PR— S
s | 5031

ool be detecied by npplicotion of balk semi-aested prmer pairs
(MYVI-MVA, MVZNP14L b Aanclar, slapediovestibular calcification
with decresend cellubarity and vascolorirmion. The patholopically
remoddeled calecod subsiance shows marked sosinophilin. Human ribo-
samal BNA wis detecizhle; however, meosles vitus-specific RTICR
pave negative esobi

&1 Springer
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hisiological lesions  represented strong  comelation with
mieashes virs RN A-specific RT-PCR results. Vil NP cod-
ing RNA was detectable only in histologically otosclemlic
stnpeys footplates (N =21; Fig. 2}. Vims negative stopes
footplates (V = 30) represented non-otosclerotic, degenera-
tive disorders demonstrating theoretically different etio-
pathopenesis from otosclerosis (Fig. 2h. Orosclerosis was
featured by resorptive bone lesions consistent with vascular
and pseudovascular elements containing increased nombers
of osteoclasts, osleoblusts. fibroblasts and proliferating
endothalial cells (Fg 2). Non-oloscleric stapes Fxafions
were represented by annolar calcification (V = 19}, globular
fibrosis (N=7) and lymphocviic infiltration” (N=4)
(Fig. 2).

The serum levels of anti-measles (g0 showed a statisti-
cally significant difference between otosclerosis and non-
otosclerotic sapes ankvlosis. Anti-measles 120 levels wene
significantly lower in the sera of patients with otosclerosis
{median = 6.9 [LMml} in contrast (o the virus negative, non-
otosclerotic stapes fixations {median = 142 L/ ml). Seven-
teen patients had documented ami-measles vaccinolion in
childhood, Interestingly, |} of them suffered from histolog-
ically confirmed measles vins-positive oiosclerofic stapes
fixation with negative anti-measles IgG titer in the serum
{medimn = 6.1 ILWml}). The other six palients represemed
histologically non-otosclerotic stapes fixation with seropos-
itivity nzainst measkes virus (lzgG median = 133 IU/ml}L

Otosclerotic and pon-closclerofic stapes footplates wene
characterized by the consistent co-expression of the same
five CD46 isoforms showing varishle expression levels
{Fig. 3. These isaforms were identified by restriction anal-
ysis and moleculor weight distibution (Fig.4). 0 was
shown that vardams “c™; “d™; "e™; “" and an unkmown
shorter COMG splicing variant were detectable in all speci-
miens (Figs. 3. 4). The alternatively spliced mRNA of the
umidentified isoform represested @ shorl hypervariable
region contrining exon % (Fig. 4). The restriction pattern of
the unkmrown izoform was the same as that of the vorunt
“n""; hovwever, the molacular weights were absohutely differ-
enl (Fig. 4; Table 2}. The relative expeession levels of the
five isoforms were determined by densitometry. o contrast
to non-olosclerotic stapes fixation, isoform “T and the
unknown isoform showed sipnificantly incressed expres-
sion levals in the odosclersic specimens (Fig. 3). In conclu-
sion, otosclesosis was chamacterized by the unigue
expression pattern of CD<46 vanants in the following arder
of decrensing exprassion levels: T {4.), d {3.), e (2.). e (L)
and the unknown (5.) variant (Fig. 3). Non-otosclerotic sta-
pes fixation was featured by the decreasing expression
lewels of d (3.3, Ti4}, o (1.} e (1) and unknown (5.} splic-
ing isoforms (Fig. 31 It should be emphasized thot the
gnknown (5.) variant represented a negligible expression
level in case of non-otosclerotic stapes fixotion (Fig. 3,

&) Spriniges

Fig 3 Complementary DA of CIM6 splicing isolorms separsted by
SD5 poly-arrylamide pel elecimphoresis  (SD5-PAGE). o CIME
expression pallem of olnsclerolic and non-olosclemitc slapes fooplale
specimens (imverisd SDS-TAGE phoingragh under 'Y Tight expoi-
Gon). The same five (I oforms with diffzrenl expression levels
wene detecied i omsclerntio and also in pon-otoscherotic samples. Tso-
form co-expression patinrm. wis essociated with wus stimngly associ-
wed with hisiefogical findings. Nembery mark ihe isaform amplimes
of C1046 mRN A-specific RT-PCRL © negative control, nonroscherodic
sapes foolplobe, 3 ciosclerdlic stapes footplate. b Menfied and sepa-
raled TR eDNAs {nporose gel phoiograph onder UV Epht exposi-
tion). Musbers mark the purified and re-sepamted isoform amplimers
of C1d6 mRN A-specific RT-PCR. © negative contml, non-rosclerotic
sampde. G5 olosclerotic sample, MW malecole weighd marker. -7 vari-
ant ©. 2 vaniant &, 3 variast 4. 4 vanacd £, 5 the unknown venont

Ddscussion

Cur results confirmed the presence of RMA of the measkes
virus in the hisiclogically dizgnosed ofosclemtic stapes
footplate specimens. This feature was absolotely indepen-
dent from the histodogic grade of otosclerotic bone nemod-
eling. The failure to detect RN A of the measles virus in the
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Fig. 4 Restriction analysis of
COeli cliMNA nmplimers. The
fve separated (136 xplicing
variants wen anabyasd
comprehensively by employ-
menl of & malecalar weight
marker. Four of them were iden-
e as follows: issdorms “c™;
“e”; “d" ond “I". D= of them
wits on anknown splicing variant
and remained unidentifisd; it
wis chamcterized by the sums
restriction patem as Lhal of van-
ant “n”, however, the molscolar
weighis wene shenlutely differ-
ent Hinfl, Accl, Sl HpylHAV
und Hxgl ze restnciion endono-
cleases with specific restriction
sile for the hypervariable region
of CDME, Namhery in brackets
fnilowing the names of endono-
cleases represent the exon of the
by pervanable megion coalnining
the clravage site of the snryme.
m Restriction pattern al isoform
“c". b Resiricion pattern of iso-
fiorm “e”. ¢ Restriction patiemn ol
soform “d”. d Resisction pal-
tern of Esoform =T, & Restriction
pattem of the wnknown COd4
moform. K unresincied, conbral
amplimer, HW molocaie weight
ke

stapes footplates wus associnted with histologically non-
otosclerotic stapes fixalion. Ankylotic stpes footplates
with negative measles virus belong 1o degenerative disor-
ders with non-otosclerstic histopathology.

Chronic and persistenl mensles virus replication i the
human otic capsale has been identified 85 one of the main
eticlogical factors of the pathogenesis of otosclerosis [4. 51
The conlinuous presence of antigens derived from the mea-
shes wirus might result in o permanent stimulation of the cel-
lular immuone response, leading o 3 constant inflammatory
reaclion and cellular damage in the concerned bone tissue;
however, defective measles vinus i8 onable to directly
destroy the tissue [4, 5.7, 8]. Immune stimuli medizted by
antigen-activoted CI3 and CD46 molecules are essential
factors in differentintion and activation of regolaor T-helper
1 cells [23, 24]. These regulator cells play an imponant role
in the elimination of sutoreactive cytotoxic, CDE+ T cells
[25]. Tnactivation or insufficient differentiation of this
repulator T cell population may decrease or deactivate the
naturl self-tolerance, leading to ihe appearance of different

HpyCH4Y { 12}

Sl (%)

I Acel (H)

=
—

I Stul %
I Bmlily)

micimmune diseases |25]. The unknown shorer CD46
splicing varimnt is presumably one of the newly described
otosclerosis-associgted isoforms | 18] The  presence of
theze siosclerosis-specific CDM6 variants on the cells of the
human otic capsule probably decreases the measles-
sctivated CD3 and CTM6 co-stimulation in the di ferentia-
tion of regulaior T-helper 1 cells [24, 25). These events nre
supposed 0 lead to the development of an autolmmune
reaction ogainst the otic capsule, which might resglt in
comsaguent sensorinearal hearing loss [ 10, 26, 27].
Restriction analysis of CD446 splicing variants provided
interesting information aboot the CEM6 isoform co-expres-
sion patiem of olosclerstic- and non-otosclerotic stapes
footplates. The consistent co-expression pattern of the same
five CDH46 isoforms, with vardous and histolopv-specific
expression levels chamcienzed otosclerotic- and non-olo-
sclerofic specimons, respectively. Vanents “c”, *d”, "e",
“F" and one more unknown shoder isofomm were detected
in each specimen. Unlike non-otosclerotic stapes fixation,
relutively increased expression levels of vaniant " and the
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unidentified varinm chamcterzed olosclerosis. Exon 13
was missing from the mRMNA of variant “f" due to alierna-
tive splicing. This exon encodes the moin part of the cyto-
plasmic domain of the CIM6 receplor [19]. This domain is
responsible for the intracellular phosphoryvlase-mediated
signalization after recepior activation [ 19]. Lack of exon 13
may produce modified or pathological ntrecellular signafi-
ation. Changes of intracellular signal transduction may
determine the susceptibility for persistent messles virus
infection. These experiments may provide the basis of the
organoiropism of otosclerosis and the exclusive Parmmyxo-
virus favoering characteristics of the human ofic capsule
[1§].

Oar experiments suggest thal the otic capsube has unigue
CDH46 expression patiern in otosclentic and nom-otoscle-
rotic stapes fixalions. The special expression pattern proba-
bly creates the possibility of the development of persistent
miasles vins infection in the susceptible stapes footplates.
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TNF-a Receptor Expression Correlates With
Histologic Activity of Otosclerosis

Péter Csomor, Istvin Szikla, ond Tamds Karosi

Dparment of (kafarimpoalogy Head and Neck Swrpery, Medical and Health Semece Center,
University of Debrecen, Debrecon, Mungan

Hy pothesis: Oinsclenss w an indl ry hane delmy
disarder of the human atic capsule, which might he chascier-
izal by variahle levels and unmique expremion petem of THF -
TECETHiNS.

Backgroumd: Hisiologic chascterstiol of ooalemss have
heen well desonbed durmyg the lates decades; however, the
erading of dferen hisopathologio md clmical sizges has w1
beemn attrihuted precisdy io the maolsculer biology of the patho-
lonrically incresied meholian of ;isoclzd-mischlel mis
Methods: Forty almclertic- mnd &1 nonoinsclentic snky lotic
siapes fooigriates (o =50 mean, 29; women, 51) weae hisnlogi-
cally malyred cmventiomal hemstoxylin-eosin dammyg andd
ot necrois factora recepior 1 and T {TNFREAT)-specific
immmamaf e cent snay was performed,

Resubis: Active adaclemss (Crndes I5 o= 24) wes festured
by moresed egrenon of THFRI mmd moderste ex pression of

THFRE; mactive ceses ({Trades TH-TV) were charactertoed by
e u.q:rrm'h:: ol TNFRI; however, Thﬂ‘Ell-q:u:iEl:
mmmunoracton was sheeni Nonosclemtic dapes. secimens
showed 2 lq;,hjgliu THFR exgresion Tumer mnedcross factor
TeEcarlor petiem sh = ST O ian with the
histaldaeic .lﬂ.w'ly af pinsd enmas q;( el oo (REHRL )
Conchaion: Deection of elevaiesd THFR expression deman-
siries mectivated odtenclast metahal i and inflammsory path.
ways in ooackross Dhiferent etopathopmesis of oiosclemotic
ani]l nonodnaclamtic sbmes snkylods should he distmpuished,
Admmstration of monoclonal snti-THF-e entbody may be 2
ressomable option m the medical mufﬂm!ﬂgud
obcrclroats. ey Warils: Infl ! demitic sapes
Fxation—{Hosclenms —Tumar necosis &mw-u—Tl.mm’ e
cmrsis Factor-ce reepions.

ol Newrotol D:00-04, 2009,

Oiosclenosis s an inflammakry bone remodeling dis-
onder of the human ofic capsule that leads o progressive
conductive and'or sensorineural hearing loss a5 a conse-
guence of stapes footplate fixation and cochlear bone
resorption with endosteal invelvement { 1), The otosele-
tic histologic changes within #ye uman otic capsule have
been extensively studiad since the tum of the 1%th century;
however, the pathogenesis of otosclerosis has nol been
fully elucidated (1,2). Chameteristic otosclerotic foci
appear only within the bony pars of the otic capsule
2,3, The listopathologic festures of oise lemsiz inclsde
foeal, osteolytic bone lesions with high cellularity and
vascularization in the pericochlear (35%) and perilabyr-

A kv commeapondens = and repmim requess o Tamds Kamen, M,
Fh D, Deganment of (ol syngology Hend mnd Nedk Smypery, M adical
and He'lth Soence Camer, University of Debeecen, Nagverds Km 98,
Detemcen H-4032, Honpary; Eanal: esmmasdgmail oom; Wee
wuwsamatalgyen

This work was sopporied by Goum OTEA PIFTATI fom ge Hune
garian Scentific Hesenxh Pond and Geramt DE OEC Mo 1772008 faom
e Mecamasira Fond of Debrecen Unhem iy

inthine { 15% ) regions adjacent © the oval (90%) amd
mound window (), a5 well a5 in the sipes footplate
(95%) (23). Crura of the stapes ane eswally not involved
becagse their embryonic origin is different from that of
the stapes footplate { 1.2,4). There are mamencie misha-
pen ostenclasts, mulinuckear giant cells, fibroblasts and
piroli ferating endothelial cellk within the active slosclerstic
foci (2—4). It & poessibleto grade the histopathologic activity
of otosclemsis on the basis of cellulanty, vascularization,
amd the mass of intencelular collagen mamix (31

Grrade | oipsclerosis i featured by thickened and dis-
oried stapes footplate with imegular, woven patem of
cement Tines. Thee fiscus of oiosc lerosis i basophilic, yp e
vastularized, and filled with mmmenses multineleatad
ooes sk, hyperce lular fibrons stroma, and plemg, dis-
wried odeoblaze (3), The sosclentic lesion shows the
“Swizs cheese”™ pattern due © the wide pseudovascular
spaces, which ae Howship-type osticolytic lacumae (3).
Grade [I oclosclerosis & quit similar, except that typical
oatecclastHike, multimelesr cells are missing. The mosaic
structure of cement lines and the marked basophilia ane
retained {3), Grade 1] otosclerosis & represenied by pre-
domirantly aosinophilic, woven bone containing some
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lamellar stroc e, Osieoclass and osieoblsts ane vandshed,
vascular spaces are eventsally obliteraied (3). End-sige or
Grade IV otosclenosis means 3 remodeled lmellar bone
stmechere with hypocellulanty and avascularization. The
compact bone shows inense eosinophilic swining. In
s0me cases, there may be reprsentaton of all 4 sages,
and the wide psewdovascular spaces seom o be acellular
{3). A question arises: ane the histologic stages of oioscle-
rosis existing caiegories of the same bone remodeling dis-
order or are they independent representations of different
processes?

Apart from the histopathologic detection of measles .
vines and ostonclasts containing viral seguences previoesly
deseribed, mone evidenoe has anaen, suggesting e mle of
sustined viral infection in the pathogeness of eiosclem-
5is {3-7), Pammyxovine infection has been mplicated in
oitheer bone disonders such as Paget discase {1, 3-7). Mumer-
oS atfies have been mitiated to determine the etalogic
role of measles vims infection in otesclerosis {(3-TL

In carly stages of otosclemsis, umer pecrosis facir
(TN Fix is suspeciad 1o be released From the foci (B—10).
Tumuor necnosis fetor—o conuld fow inio the peril and
can interfere with the electromaotlity of outer hair cells,
resulting in sensornceral heanng bss (SNHL) (B2,
Because TNF-x i prodeced in the obsclerotic bone, te
putative souwce of SNHL in odosclerosis mught be the
THF-x melease. Increased expression of THF-o has been
demomstrated in active obsclorosis, which may lead 1o
extensive ostenclast activation and bose resorption (8,9,
Tumor necrosis fackr—a B a proinflammatory cyinkine
that plays & role in the eseolytic process and in the differ-
entiation of bose margw—derived monomsclear cells e
eyies 1o osteoclasts or somal celk to oseoblasts (B—10),
Tumar necrosis Betor—a i o by activaied mono-
cytes, macrophapes, B cells, T eells, and ostooclasts, and it
is an important pame nine madiator of the interce Tular cons
mmication betwoen oseoclats and osteoblass (8100
Decreazed expressionof estecprotegenin (PG ), alsocalled
THRFREF] |k {THF-ox Super Family Member | [b) has also
been reporied in active otosclerosis {§). Osteoprotegerin
Blocks the oetoclast formation and oteolysis and mduces
the apoptoss ofactivaied ostenclasts (8), The main function
of OPGis i regulate normal bone temaover with balanced
ostenclast and osioblast fne fons (8, 10), Oseoprokes onin
acts ms a docoy recepion; it blodks the inkemsction of RANK
{receptor activator of noclear facior «B) with itz ligand
RANKL and thus mhibits ostonclast development and ac-
tivation (&, 100

Tumor necrosis factor-a has 2 main types of rooeptons
(11,12} Type [ TNF-a recepior (TNFRL membser of THF
superfamily 1) is generally expressed by all nocleated
human celk and has greater broader spectrem of biologic
influenor effectivencss than TRERI {113 Type [ TRF-a
receptor (TNFRIL member of THNF sueperfamily IT) is
expressed by lymphocytes and antigen. presenting cells
and alse by the osteoclasts and msting embrymic cells
{12,13). Increased expresion of TNFRID is a potent indi-
catir of some inflammatory reaction bocause it plays an
imparant role in the recreitment of mmine cells, active-
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tion of eseoclass, and producton of nflammatory coyto-
kines (intedeukin [IL] I, TL-6, tmnsforming gmowik
facior—f) {13). Afler bindine of TMF-x, Type | THF-:
recopiors form a homotrimer stnschune activating the slen-
cor of death domains, which binds the THFR-associated
dieath domain , allewing 3 different ways of dignal trans-
ductions (14,15), The first and most important way is the
actvation of meclear factor—« B (msclear Gotor—s-light-
chain-enhancer of activaied B celk) sysiem (14,15). Acti-
vatod heterodimers of muclear fackor—«B being nsclear
tramseription feters stinmlate the transeription. of several
mna{mmr and other genes coding inflanmaay pino-
i providing cell aervival and proliferation | 4, 15). The
sooomd way is the activation of micgen-activated profein
kimases (MAPE) sysiem, (14, 151 This sipnaling prooess,
which is asaosciatad widh the activatioonand phosplorylation
of several nuclear tramscription factors {c-Jun N-enninal
kinazes, p3f-MAPE, extmoelhelar signal-regulated ki-
nases ), c-Jun N-terminal kinsses, pi3&-MaPE andexmacel-
lular sigral-regulated kinases transcripion faciors, which
stimulsie the expression of o-Fos, o-Juen, ¢-Mye, and acd-
vating tranecription factor 2 proteins, leading o ntense cell
jerosli feration and survival | 14, 5] The thindw ay of TMFRE-
ssaecialed signalization & the death domain-mediated and
cagpase-associated induction of mpoptoss (16,17), Tumer
mecrosis factor ecoptor—associated death domains of
TWFRI binad the Fas-associafing death domain containing
protin, which recnsit the cysteme prokein caspase § com-
plexes { 16,1 Th After reaching the eritical concentration,
cyateine proein caspase 8 is activaied by awtoproteoly-
sis, and the arisng caspeie § stimulates the effector cas-
s, leading i apopiotic cell death (16,171

This study investigates te TWNFR cxpression paticm in
e lesion-forming eells of stosclemtc stapes foptplates
cornelated to the hisopatwlegic activity of otosclerosis
withi the aim of evalzating the molecalar background of
thie mansition bemween different gages of otosclenss,

MATERIALS AND METHODS

Patlents and Controls

Eighty ankylotic sapes fooiplaies {n = B}, men, 2% woanen,
51 ) remsirvend during stepedectomy from K sars wes analymed
Aber wwgical removal, sapes apgcimens wers immmedinely
fxed in formalin Femaldehyde. The mesn age of patenis
was AT years {mmge, 17-71 yri. Stpes fooiplde specimena
wene smried higokigically from a lerger pool (n = 384) of
smkylonie sapes sunples with #ie sim o oblam &) oloslemtic
mnd 40 nonodoscleralic stpes fooiplees. The dizgnosia of
sapes, smkyloss was hesed on chinical, sudiomeric, and tyn-
penoanetric fndings. Airbone gap st 1,000 B was 2 lessd
30 dB. Stages. fxation was clinically bilsteral m sppoximaiely
two fhirds of patientx however, only 1 staped oblaned fom
each patien was mmalyred hez e mthis perived, only w lsderal
e mcin s have heen perfonmead in mos cises. Stapes fiood.
plates woere collectsd from Decensher AWE o Fehmuary 2009
{Madical Universibes al’ Dehrecen, Péot, Sreged snd ENT De-
jartmen ol Bajosy -z limaky Hospital, Budspest; HungmryL
The Hungsnen Scientific Revearch Ethical Commutes (ETT-
TUKERZ008-1 13-547/39) appmenved this study.
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TABLE 1. Exprexoan af TNFix m ankylodc stapes foogplaes Histology and THNFR-Specific oo umohlstelegy
with different hidopahafopies A ozl of R} enlylobe sispes. speconemns. were fixed m 10%
- - {wiv) uffered fommaldehwle mnd delcified in 0.5 M Ma
Hisapaihclgy (HUILY @ = £2) P EDVEA (72 by 4°C). Specimens were smbedded in 15% (wiv)
Ornsclerotic siapes fixagon (o= 460) punfied pelstin {24 h; 567 C) end rebxed @ 8% (w' v perationmal
-'.-:-.meamiems._(nne—.:l 1 {m = 2d) =] —_— dehwde (24 by 250 Blocks were coprotedsd m AP (wiv)
Imacirve clcmcleross, Grades 011V 60 = 18} + i) saccherme sohton {2 b 890 and sectioned by a oyanicrodmmes
Homodooc berotic sopes fixation (o= 40 mig 10-pm alides {—4FC; MNT coumicoiome, Slee, Ger
Auomlar cadeificasion @ = I7) iy . Sliles were siwed in L] M phosphate.arffered sahne

Crlobmlar flarosis dn = 13)
Hvalme camlage byver of ge vesnbalir sorbuoe + =+
of the shpes foopleies o= &)

{PES) contxmmy sodnom arkle # 430 Two comsecutive 110-pm
fmaen cut sectons weae exsmmed s follows: 1) stenng with
hearsdoxcylm =l smm and 2) THNFTNFRRI-specific mmammqs

“THFR {Types 1 and TT) inermmmoren o, — , neg ve, -+, welk e Muwescent smays. The seomd mes of sectiom were wiashed
vasmly recion, +, stong aevalir reaction; ——, robast gravaler {Xmm; X0 m 0.2 M PBS acmbsmmg Protem Blook sohdiom
abmost conflosm maction (1% [wv], bovine semon albemm, 0.09% [wiv], soadum axide,

(1.1 % fwiv], Tween-2X; BioCenex Lsborsinriss Inc, %San Remon,

FiE 1. mrmnochsldogo mepresentafon of THFRWI axpreision n aciwe coscdenoms. A, Actve |Grade 1} oldsclenclia foous in $ha
argnior pale of the stoes loophe (HE ). Hypeoelubdty and wide pssudovassiar smoes dividoed by saveral peoudasaniims {Bibck
arow) can tn demfed_ Nucei of steodiacts are paie and distended, indicaiing incmased choma®n aciviy. B, Demonsim@on of THFRI
sprEEso n i prsveius secion. Deleodiasts show sinong grnular THFRF-speclic mmunonsacian. Tha Rsacted pichrs groseinls e
larger magrilcation viow of THFR] epmessng cemodasta. G, Tumor necrasis Sciora reosstor il specs immunonacion shows inkinss
g apmssion on Fia eson foming calls: The thickenad middie e rmuoosss shows nonased axpressan of THRRI {(wide arme.
Tha insesfed pictfurs prenis S Lngermagrifcdion vw o TNFRI apnessng oseodiacs. 0, Oioschenoio loos with modaas ity
| Grade NI} inthe podtaior poln of S sianes fofplats (HE | Pessdovascilar Spanes am ndcated by Back artow. The asedad subystani
s a5l hypesaiiubar, howsner, Sha camard fne shows irmoguilan wowan and concaninc paBem. £ mmunobisoogc repasenagon of THFRI
napEson N Fo prisious seckon. The leson-frming osis show stong ammular imimunomacion. Thae fyaine carfBage layar of o
vasibhuar surbass shows a conzcerabie THFR] expression {wihile arow). F, Tonmor meonss achor.a mosniof Il mpmsson shows 2
quith sinilar pameo. The yalne cadlbage bagar ol e vestbuar sudacs prasents stong THFRI-specle immuncsacion | white amow). i1,
Lange magrifcation view of oseodasis mpresting THNFAL 2, Lage magnificaton view of osieodacs showing THFRE expression. i,
Muorged mage of o provioos Feeds. Oseodasia o o oosdensio oos am dhaacedsad by expression of both ThIFRS {orangd);
hiowranr, in She padvascular ama, anly TNFRI mmunosastion cin ba donsfad {green)
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CA, ULEA L Blocked sedinm vwere incubaged with (LIS mgml
paotyclomml post enti-humen THEF EFTNFREFLA enthad v salu

tonn {100 gl; 20705 24 by continuouws  shaking; R&ED Sys

term, Mimespaln, SN, LL5A) The fird promary smtibody
wa washed with (1.2 M FBE. Ssdwms were incubsied with
(L2 mg'ml mmoclond mouse hytndoma snti-nomm THF
RIFTNFRSFIH sy soluhon (108 o1; XPC; M & con

tmuous shekme; RE&Y Sy sems), The second priomery amtibacdy
wa washed with 0.2 M PFBE. Sadioms were incubates] with
(LO05 rogtol Modhem Lights donley snti-post immmunmagkabu

Im (i bbdect by NL-433 Aurochrome (50 pk 20°C; 12 Kk
oo shak g, RETY Sysiermi). The At seoondary amtibody
wa wahed with (12 M PBE. Fectiomns wem incubaisd with the
qevome] secomn cery sty (U005 mgmd Mofthern Lighs dondey
mmierwase oormamag kbuln G shelsd by WL-637 fAuomochmome
§50 pl; 205 12 by omtmoows shakoings, RETY Symierms). All arm

baily mouhaams were parformed m 2 sénle humd chamber
Slikes wem coveral by LY immsparend mountng medium {Pro

ma Fluir Antifsles Respent, Promocs]l, Heiddberg, Gemmny |
Irracg mgr weam. i unader 1LY Tighd wetdh 5 10 mm warvelengiis
Ferr ML 93 ang] 650 mm for W L-637 fuoradhromewith -0 123

] Hsecimd engiomure e Photogmphs were anchived m JPEG
File firrmme §A i osloop 2 MOT, Axcioviio &0, Feis, Orberlnchen,
ey .

RESULTS

Consecutive sections were subjocied o hematoxylin-
eodn staining and THFRI- and THFR-specific immo-

nasfluore soent assays. Histolo gic diagnesis of otosclerosis
was establizhed in 4 ankylotic stpes footplates, Among
these patients, the ol lemtic foci were soen 1o be active
(Grades I and ) in 24 stapes footplates and inactive
(Grades [T and IV) in 16 cases {Table 1) Figs. | and ).
Partially removed stapes fooiplites were mot incleded in
the snedy bocanse the anienior or posterion poles contain-
ing the bome lesions fixing the stapes wore reminad in the
oval window niche In the 40 nonotoscleratic stapes foot-
plates, histologic cxamin ations revealod annular calcifica-
tion wifh cosinophilic extrcellular matriz, decreasad
cellularity, and hypovasculanzation {n = 27), and globular
fibosis with monoepolar or bipolar bone resorption at the
anterior of posterior pole of the stapes footplate (n= 13;
Table 1, Fig. 3).

Chondrocy s of de hyaline cartilage layer of the ves-
ibular surface of each stapes footplate show ed consider-
able positivity on TMFRYI antigen recepior complex
{Tahkle I; Figs, 1-3). This & mot mexpected bocause
s cells may be defived a5 embryonic remnants and
can be the arigin of leson-forming celk in prmary si-
podial otosclemsis (Figs. | and 1) In contrast, in non-
otos clerotic stapes fixation, no significant TRFRETL
expression could be demonsimated on the swiace of
ostenclasts or macrophags of bone leions (Fig. 3)
Outenclasts of oosclemtic foci showed positivity fou

FGE 2. nrunchisiiog ic mpressntaSon of THFRL mpresson noinadve, bunou! doscensss A, lnackhee (Gada Hll) closcendlic loas
m e arador poba ol fio stapes looiiate Hypooaiufanty, hypovasoundraion, madsod basapfila, and waven: paliemn of cernon i fnes can
e saon (H.E). The hyaliine carfage ket s delomed {bisck arme. B, Wesk amular THFRI axgpression in $ia phevious sacion. Hyalin
catilage Bpar of ha wesibuiar sudacs showing stong THFRI axpreeson £ maskad by iehile srow. C, The Bsion-losming onlls show
raglghis THFA agmsson, in contras] o Be byaline cardage breer (wiite arow). D, Bumow (Gode V) aosdeross. The osteod
subsihnos is hypocahiar, ool and shows makgd esosnophica. Hyain lyes i marosd by Black srow (HUE ). E, 'Wank anruar
THFA exprasssan in the prasious secion . Hyalim Griioge Eyer of She vesthuiar sudaos showing stong THFRD o ssion s markd by
widie arow F, Tumaor nacnss b ol sopdar | mmunonsacion is pacicaly nagatiog.
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G 3.

Irrnunahisialan o mprassanta Son of THFALA agression n nonodosdenal © s1apes Bxfon. A, Gobular Shross in ha anisdar pole

of e stapes botiale (HE) Tha stapas s amas nonmal i spearanca, and e fhoh nodue = maded by Back sow. B Thame = no
dutmciabin THFR] dprisson in fe cseod substanos, however, e hyaing catiiage ayer gives strong anrullas smmanonsacion | white
arrow). G, In oonirast ioihe chondnocy s of S hyaing e (wiite arow), e osleocyies do not prisserd THIFRH axpresson. O, Arnulas
carfcamn HE | Tha loofiata is defoenad, acoliular, o coma ines show malia pasan. The hyaime By i ragged (biack armsg.
E, Thara ks no considembls TNFR] epmstion n fe previows sacion. The hyaline carfiage fayer shows strong anmular macton {1 langas
magnificaion). F, Uniika $a hyaine carifage (i2], esnocyies and osnabinsts do nal sfow THFRN expressian

TNFRI and [ receptors, indicating active inflammatory
bone remodeling in the lezion (Figs. | and 2). In these
cases, expression kevel and pattems of the 2 TNFRs
were strongly associated with the histologie grade of
etosclensis O test; g < 0001; Table 1), Active oto-
sclemsis (Grades 1-1T) was represented by wide peosdo-
vascular spaces filled by increased numbers of large,
multinscleated ceoclags with grong granular TRFRI
amd alse THFRIL antigen expression (Fig. 1). Unlike
active slages, advanced otoaclemsis (Grades [I-IV) was
marked by docreasad numbers of osiooclasi with weak
limear or annular THFR Fspecific mmunareacion and by
missing THFRII expression (Fig. 21

DISCUSSHON

Present observations provide additionn] information for
the inflammaisry pathogenesis of ciosclensis and for e
maolecular background of the rassiion between different
histopathologic smges. Ovenepression of TNFRI and

logy & Neurciclogy, Inc. Unauthonzed reproduction of this a

THFRI in the early stages of olosclkmosis indsces an
nflammatory osteolytic cacade (Fig. 41 Several inflam-
matry cytokines {TNF-u, IL-1, [L-2, TL-6, wansfonming
growth factor—f) and bome-gpec prodeins (psteoprote-
gerin, bme morphogenctic protein, dyastophic dysplasia
sulfale transporta’) may play a secondary promoting mle
in this process (8,%), The endpoint of the mercased bone
nrnover i apopiotic cell death with calkcification of the
ostonid substance; humout obeselenosis (1,3,16, 17T, As o
et bo previows and curent results, different of oqatho-
genesis of otoaclerssis and monotnackemotic smpes fivations
should be distinguahed (B9,

Ciosclerotic bone remaodeling disorder shows organes-
ropian & the ofic capsule. Foci of otosclerosis ae im-
iled 1o the temporal bone, and no lesions kave been
found outside the ear (1,2). Enchomimal ossification
develops in the otic capsule and the stapes footplate,
amd it & completed after | year (1,2), Once calcified,
the wtic capsule exhibit no significant remaodeling. Inter-
estingly, there is very low-grade remodeling in these sites
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AniTNF-ut i wsdibody
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Active inflasmmarion,
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Decreasing vasodarizaion

THFRI+++ TNFRI =

TWFRIT++4 THFRI-

OPi- OPg -+
THF=alphn—++ ToF-alphi-

AnieTNPeiptn motibody

Burm gust disease, Apopiosis
Calcification

Rerrr=f=nuil PG
FIG. 4. Schwrmfc dingram o fo tansifon ot dismn isopfoogo siages of oostaoss.

compared with other parts of the skeleton, Bone turmover
iz almost completely absent within the bone adjacent
o the perilymphatic space (1,21 Osteoblastic and osteo-
clastic activity, nomally associated with bone umover,
is rarely, if’ ever, seen in the adult otic capsule. This ofic
capsule is formed by 3 bone lyers such m te endosteal
layer next to the perilymphatic. space, the interosseal
globules (globuli inerossei), which are embryonie carti-
lage remmants, and the periosteal layer {2), The interns-
seal plobules may be the siies of the earliest otosclerotic
finci. The stapes fopiplaie consists of 2 layers of the otic
capsule becawse in this anatomic structure, fe endosteal
layer is abaoluiely absent (2). The hyaline cartilape lyer
of the vestibular surface of the gapes fooplaie belongs to
the middle byer of the otic capsube and can be asumed
as an embryonic memmant {2

Osteaclasts of otosclemntic bone lesions are feanmred by
undifferentiated embryonic phenotype {expression of
CD514 | antigen), in comtrast with those obseved in
nontosclertic sapes fixations (18), Osteoclsts show-
ing uncommon COS1/E] anfigen expression may derive
from the mesting embryonic cells of ghbuli intemsse,
which cannot be identifiod in the slosckerotic bone {18),
This cellular trsfomation could explin the absemoe
of these strectures observed in manifest otosclemosis
{1-3,18). The chondrocyie-like cells fomning globuli
interossei have a quite slow metabolic activity and per-
sist throughout life withont congidersble morphologic
changes (1), As to suzgest our previoes hypothesis, ow-
ever, these cells should be considered as pluripotent
embryonie remnants, which could be reactivated and
transformed inte osteoclasis due o inflammatory re-
sponse induced by measles vins infection { 18). The cur-

Dinkogy & Navotolsgy Fal 00, Na 80, M0

rent observations reganding TNFR. expression in diffe et
stages of otosclkemsiz and in hyaline canilage bayer of
cach ankylotic stapes footplates may sugpest the confir-
mation of fese resuls (18], However, further in witno
cxaminations and fissoe culturing will be necessany to
confirm fhese ohservations in e fsture,

To date, surgery bas become the prineipal therapostic
ool o improve bearing loss in otoscleross, However,
hased on the mtoimmmine-inflammatory chamcteristics
and the mvolvement of bone metsholisam n the patho-
genesis of the disease, pharmacotherapy that inclsds
anticsteoporotic, as well as immumosuppressive, anti-
inflammatory agents may ako be considered af least in
the carly, active phases of otoscleroas | 19-12),

Cument observations may edablish the cenral mle of
THMF-x and its recepiors in the patwlogic inflammatory
bone emodeling in otosclernsis. Bacmwe proinflamms-
wory cytokines, inchsding THF=, is abundantly prodecod
i the olosclerotic bone, topical or systemicapplication of
anti-THF biologics may be a terapaic option in inflam-
matory active stuges of otesclerosis with SNHL (33,24)
{Fig. 4). To daw, there hos boen | report negarding the
effect of local ion of infliximalb on astoimmmne
SNHL {25} In this shady, 9 patients, who could not be
taperad o ffearticostere ids or lad nelapse after the discon-
tinuation of conicostemids, were reated for 4 weeks with
a weckly infision of infliximab, Heaning tresholds im-
proved in most patients, and conicesteroids could be
wpered off after the administation of TNF blodker. Alto-
gether, T of @ patenis responded o infliximsh therapy
{251 Shon-term recombinant OPG (OPG-Fo) treatment
could alsp have a powerful potent antiesieolytic effect,
principally in srly stages of otosclerosis {26,271, There
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iz a potential wse of dizrupting R ANK-mediated ostoolysis
and to preserve nonnal bone remodeling in otosclemosis
with inflammestory backgrownd (26, 27) (Fig. 4). Regand-
ing the modulation of bone metbolism, bisphospho-
nates are potent grong inhibitors of bone momp hogenetic
protem synthesis, Thene has been some clincal evidence
suggesting e efficacy of bisphosphonal treatment in
carly active sapes of otosclerasis (28,29). For cxample,
Brookler and Tanyer {29) demonstrated efficacy of eti-
dronate in the treatment of SNHL associated with oto-
sclerosis, As to our cumrent knowledge reganding the
patdwogenetis of otosclerosis, ant-TH F-a biologics may
Teave the most spocific and powerful effectin tee inhibition
of obosclerotc bone remodeling disonder,

In conclhizion, otoackersis s a disease of complex bone
remadeling disorder of the human otic capsule with yet
unexphiined ctiopathogenesis. There is a penctic predis-
position B thie disease (30). In addition, viral infection,
i mmanity, inflammatory mechanisms, as well as hor-
moral and metbolic factors that lead to disturbed bone
metaboliem may contribute to the pahogenesis of oto-
scleresis (1,5). Bocanse the diagnesis of obscleoss is
still based on histopathologic examination of the removed
stapes fooiplate, prospective studies based on compre-
hensive histopathologic and molecolar bislogic analysis
Are pecossary o gpet firther information reganding the hack-
ground of dizesse i develop the most promising medical
treament of SNHL due to faradvanced otosclerosis
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Otosclerosis: Disturbed Balance Between Cell
Survival and Apoptosis

*Péter Csomor, *lstvin Sziklai, ¥Balint Liktor, TLAwl0 7, Szabo, tlozsel Pytel,
§docesed Jori, and *Tamas Karosi

*fedical and Health Science Cmier, Deparment of (Jnlnmgology Head and Neck Surgery, Unversay
af iebrecen, Debrecen; VENT Deparimeny, Sgoxy-Zalindky fospital, Sudspest (Depariment off
Clanmyalgy Head and Neck Surgery, University Medical School of Pecs, Péce and § Deparsment of
(hedarympofoyy Head and Neck Surgery, University Medical School of Szeped, Szeped, Hungary

Hypotheib: OHosclerosis 1 m inflammstory bone emodeline
disorder of the Inonan otic capmule, which might e clerscierized
by & distrhel halance hetween cel | sum val and apopasis due i
= increased egresion of milammaory oy ok mes, mamly homor
nemiass facior—o (TNFa )

Backgroumd: Hismlogic festure of olosclenms have hean well
desorined ; howenver, diffemni higopahologic =nd clmical steges
have mot hesn atiritnded precidy o the molaouler Wokuy of
the patokigcally noressed metshalian of bonesfommy, e
hone-resorhing cd b

Methaib: Foty ankylotc sapes fopletes (n = 4, males =
17, femmmless = 23) remmved by lm weers h'uh]ngl

cally amalyed by oo soma] b yh i3
hCIAP12 (whibios of WII!!:I e gramoyme- i [qm[ln:u
lucer) specific i smays wene perfommed

Foawr monmal stgpes qu:ﬂ.l.m obtemad from cadavers with
negztive oinlogic hisory were wsed & negative contrali.

Resulis: Active ofsclemss (o = 19) was featunesd by mobust
expression of spopiosn inhihitor proteins BCTATL 2 o negli-

wihle agpremion of penryme-f. Insctive e of otsclemss
{m= X} were chara erioed by inverss maction: granzyme 45 wm
highly exprssed; however, hUIAPLY specific immmonsas-
boms were sheenl . Nonotosdemotic and noomal stages secimens
showed no cosidashle lifle granomme.f egeesson and mod-
emie hCIAT L 2-spea e immumoresdiom. Exgressiom patiem of
Eppinss-swncised proein showed srong avmdston with the
historkoige chagmodis and sctvity of oisclenss { Yzt -oomeaed
o e p = 0001}

Conchision: Detedum of the tmvarsely exprewed spoplois n-
hitnber and inducer profaim in active and inactive sages of olo-
sclernss demwonstraies pethologic erulstion of cell survival snd
spopinss. These resls may supes sotive oiosCenms msdi-
vation by THF-x mdunoal spopiss. Anli-THNF-z hologics imay
serve a5 an ophon m ihe medical trestment of achve okscle-
nsti. Key Words: Apopiosia-—Cell sunival—{omoyme{fi—
hCIAP1Z o stapes fix aton—imclenss.

W imeoms]

(ol Newroind (EQO-0, 2010,

Otesclemais ia o inflanmaiory bone remodeling dis-
order of the human otic capsule that leads 10 progressive
conductive and’or sensorineural hearing loss (SWHL) as
o consoquenee of stapes footplate fisxation and cochlear
bone resomtion with endosteal mvebhement (1) Char-
acteristic otosclerotic foci appear only within the bony
paris of {he otic capsule {1.2). Crura of the siapes ar
wsually ot invalved hecawse their embryonic ongin is
different from that of the stapes footplate (1)

Addres comesponderee mmd nepring regeects a0 Tam s Kasosd, M0
Falh, Madiol and Health Scicnoe Cemier, Depasiment of (Mol
wvagokngy Head and Neck Smyery, Univeminy of Dhbrecan, hebrecen,
Henpary, Nagyerds Kx 58 H-4052; Fomail: L i g | oo

This ek i wopponiad by Gemnr A PINTEATI from the Haom-
garian Scentific Ressaxch Pond and Gerant DE OB Meac 1772008 fiom
the Mecenation Fond of Debmoen Lindvesiiny

Thee mathors do not have any finanoial inderests m companiss o ofher
entmias tha have an bterast in S infbemation in S comtribosion.

An unresolved gueston is whether active and inac-
tive otosclerosis are different stages of the same bone
remodeling disorder or they are independent snd wnrme-
lated proceses? Apart from the immunohisiologic and
revese-rascnpise polymemse chain reaction analysis
of eateochsts containing measles vins antigens and
RMA sequénces in the otosclentic foci, mome evidence
has been reported suggesting the role of sustained viral
mfection in the padw geness of otoaclemsis {24

I active otosclerosis, timdor nocmsis fctor—o (THNF-u)
is supectod © be neleased from the foci (4.5 Tumor
nectosis factor—a may enter in the peni- and Cortilymph
anad change the electromotlity of outer hair cells, resulting
in SNHL {5-T), Becanse TNF-x is prodsced in e oto-
sclemotic bone, the potential casse of SWHL in otoscleno-
sis might be fwe THF-u release. Tumor necrosiz factor—o
has 2 main types of roeeptors { & 10, The modt imporan
way of TNF-u receptors TNFRT and M-associsted sigmal-
ing is a death domain-moediated and 8 caspase-ssenciated

Copyright © 20 10 Ciology & Neuroiology, Inc. Unauthorzed reproduction of this arlicls is prohibiisd.

112



2 P CEOMOR ET AL

induction of apoptess ( [0-12), Tumpr necrosis Seior
receptor asmociated death domaing of THF- recoptons
bind e Fas-asociating death domain cm @ining prokein,
which recruit the cysteine proken caspase | complexes
(12}, Obstaining the critical eonoentration, cysteine protein
caspase § B activated by an amtoproolysis, and the m-
creazing expresson of cazpase § stimulates the effocior
caspases (caspase BAY10VL1) leading 1o apopiosis (10,12).

Apopiosis is a special way of cell death, which is
fiaec tion ally and mo mphologically different from mocmosis
(8,9, 13). In general, apoptosis is chamctenzod by msclear
chmomatin condensation, cytoplasmic shrinking, dilsted
endoplasmic reficulum and blabbing blebbing of the
cellelar membrane (12), Mikochondria remain monpholks-
gically unchangad { 12). The 2 principal pathways of apo-
prosis are |) the Bol-2 inhibitable or intrinsic pathway
induced by vanows forms of stress-like intrace lular dan
ape, developmenta ] cues, and external stmli; snd 1) the
caspase 810 dependent or exmrinsic patrway initiated by
the engagement of death receptors (8,9, 12,1 3), The caspase
10 dependent or extrinsic patlway is 8 death recopior-
medisted mechanism that resolts in the activation of
cagpazse B and caspase 10 (9, I1). Activation of death
receptors suchn as FasCD95, THF-a recgstor (TINEFR)
[, and TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand)
receptor is promoted by the TNF family of ligands; in-
cluding Fas ligand, ThF-x, lymphotoxin-a (TNF-B],
Ilymphotoxin-f, CD40 igand, TNF-a superfamily mem-
ber 14, recoptor activator of WF-x b ligand, and THF-a
superfamily member 13 (14}, These ligands are released
a3 a cybtoxic response W viral infecions or as part of
the celhnlar mumumity responses during the stimulation or
survival of CDR T Iymphoecyies (eyiotonic T Iympocyi
[CTL] and natiral killer (WK cells (9,12,14).

It was assumed hat nflammaory bone remodeling
dizsonder in otosclerosis might be chamcterized by a dis-
twbed balmee of apopiosis inhibior HCLAP1/2) and
indscer {granzyme-B) proteins due to increased expres-
sion of THNF-a. Cellular inkikitor of apoptosis | (hCLAP],
baculoviral inhibitor of apopiosis repeat 2) and 2
MCIA P, baculoviral inhibitor of apoptoss repeat 3) are
members of a family of proteins that inhibits apoptosis
by hinding o THNF receptor—associated factors (TRAF],
TRAF2) and probably by interfering with activation of
interfeukm- | converting enzyme proteases (13,15, 16).
hCIAP ] inhibits apoptosis induced by sem deprivation
of menadione, a potent indwoer of free radicaks {17, 1E).
In conrast to hCIAP], BCIAP2 does not affect apopio-
sis indwced by memnadione cxposure (19). Graneyme-B
{granzyme 2, cyintanic T-lymphocyvie—associaed serine
eaerase 1) is a product of CTL and NE cclls (12,18),
CDE T lymphoeyies md NE cells share e remarioahle
ability to recognize specific infected target cells (&, 13)
They are thought to protect their host by indecing apo-
prosis of infected colls, hearing on their surface “nonself™
antigens, wually peptides or proteing res ling from viral
infections (K,9,13). Graneyme-f plays a erecial ole in
the rapid induction of wrgetcell apoptesis by CTL in oclh
mediated immnime nesponse (9,131

Dankogy & Newesslogy, Vol 00, Mo, 04, 2000

This stdy invedigaies the expression patiern of apo-
piosis inhibitor and indecer proieins in the lesion-foming
cells of otoaclemtic stapes foptplates comelaied 1o te his-
iopathelogic activity of olosclenosis with the aim of cval-
ieating the molecular backgrowd of the transition betw oen
dif ferent stges of otosclenosis,

MATERIALS AND METHODS

Padents and Controk

Farty-fowr individus] stspes footpletes (o = d4; mades = 3k,
fetmakess = 24 ) were histol ogically analyesd . Forty of them were
sk ylotc and were removed by sapedecknny (n = &; maley =
17, fenales = 233 The mean spe of patients with stapes fixs.
tion was 4219 years {range, 21-67 w. Supes foolplee e
mems were sioneld hsnlogically (hemsiocylm mnd sem [HE]
waming) fom a larger pool (n= 217) of ankylotic stapes san-
ples wadh the & o ohiain :m]h lullq'lun'lllne TS
ol ofoscleratic- and stapes Footpl Partially
remsmved sizpes fooiplaEes were nal included m the stly he-
carie of the anlerior or posenor poles conammy the hone
lesiom Fxing the stapes were retamed m the oval window
miche. However, fragmented fooplaes with the posihility of
reconstruction during the orenttion and embedding was nod
exluded fron the swly. The emunng 177 snkylotic siapes
e lades represenied ctsclerosis m 124 cases, wheness non-
omckentc Sapes fxstion wes hawhmcally dispmosed m 53
mecmmens. The dizgnis of osioubr chan Fcebon was hesed
o climical, audi tic, smd oy i Andings. Adrbone
s mt 1,000 Hr wos o lesd 30 dB. Tympunomestry revealsd
Type A (279%) or Type As (73%) tympmograms, Stpes fin.
tiem was climically hilzieral m sprmansdy two ithinds of the
pebents; however, only |1 depes obamed fom esch pateni
was amalyaed became m this perod, only umlstersl stapedec-
s, haye haed heen performed m most of caes Fowr stoqes
footplates wers used as negative cominols oblamed from ca-
davers with negstive otologic hianry (within 24 h afier deasth;
mades, 3 women, 11 Four sbpes foogpldes obtameal from
cadsvers with negstive oinlogic hones were wed = negatve
omirol (<24 h sfier desth; men, 3; women, 1) The e s
af contmls was 53.2 yesms frange, 4563 ). Stapes fooiplates
were collecies] from Felwuary 209 2008 1o December 2009
(Madical Universities of Detwecen, Pécs, Sreped and ENT Da
pertrent of BaposyFailimaky Hr.'l;'l'-]1 Bl.l.r:h]'l:l-i. }Imm,'l.
Lishstical anahsi was pef
PR 1140 (SPSS, Chisagn, 11, T..lin'i_]. Tn I.u-i.t:m-x'm
tetween expresion patiem of mpoy oot aee] proesimes amad
apen fixations wath differen he lomn s, woe et la
Ytei-comated y° dest wmg hgi:ticrm The Himgarian
Boientific R esesch Eil gl Commitiss (B TT-TUKERZ008-11 3
FUEY) mpproved this sy,

Higolgic Examnaton and hCIAFL2 and

CGarameyme- f-Specific Tnmmnoflnorescent Assay

A ital of 44 siapes spedmens were mmoedizely finexd m
10% dwiv ) fomraldehyde and decalafisd @ 0.5 mall sodion
ettty lened mmo-etaecste (72 i FCL Specimens wee an-
heclded m 15% fw/v) purifisd g=latin (24 h; 56°C) and refived in
4 (wiv) perafirmakiehywle (24 by 20FC) Blocks wene arympno.
tected 0 2% {wiv) sachanose solution (2 b 4°C) and sectioned
by & MNT cyomicokmme mio kpm slides {—8FC; Slee,
Mai, Clamany). Shds were stmed in L] mol'l phoghaie
bufkred aline contemmg 002% (wh) slinn acide st £C
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TABLE L.  fpresaon of AP 1T and gnoeyme-§ apoprasis markers | anbvloae and' o normal ssspes foogrinies
with difleren hivinpathologres

Hiistod crgric: fmdimigs (m = 44 BCIAP-E" wCIARE Granryme
Crpmclerosis (o — I7)
Adive dn = 19} =1L 21235 HDE S0T)
Imactrve {n= 8} (] S+ 16E 11 13
Hyalme castilag e layver flds 19)
Nomoicse enotic stapes foodtions ¢ = 13)
Amealar ool e atiom (n = 10} {0p
Hemn caiderosis (o= 2} (i}
Hyaline mstilag e lover (L]
Normal sapes Do plees (o —4) iy
Hyaline mmilsg & laver (LY

Sacaloviral AP (mhibtor of apoptosish mpeat-contuiming T
‘Dacudovina IAF | mbiboor of apopiosi s} epeat-contuming 3
“pmnrvme . cvindone - harphocvie - smocived seme sserme 1
| ey redative lomimescance with sanded deviation) and e of e et o <, s sl i o oy, <, BEa oo

FETE 0S| TR Wity <, sing hom ogeneces or wenk granoly immmmeesact fvity; -, strong confloend and robstgraaler macsion; | negative
T tiom

Twa comerutive Tikpm foren cot seaciions. wer exsmined humen hCIAP l-specific mtibody solbon (100 @l; 002 wv
=5 follows: 1) stemmg with hanstoxyhn and sosm end 2) socium arides 2IPC; 24 b comtimuous shaking, BED Sy
hCIAPL2 and premyme-fi-spoafic immumofhorecon ssavs e, Brmmghan, AL, UJSAL The fird primary smidhody was
The setiom. for tmermmisdaimng weare washed (20 mimn; washed rimed sway with (L2 mol’l. FRS. Sactimns wers incn
10 (L2 mal /L. PES conimnmg Protem Block salwim {17 wl, tste] wath (1005 mgml pohyd onal donkey anti-hummn hCIA P2
hamvime serum abimmin, 0099 [wi ] sodonm aride, 0.1% [wivl; spea fic antibady sodution (100 L 002% wy sodion exides;
Tween-21: Bulien=x, 5an Framcisco, U4, 1BAL Bodosd sec 2070, M b contmoous shalomng, RED Systars) The secmd
iy were mouheted with (0005 mgml polyclona gosd st primeary amihody was washed rimsed away with 0.2 nsolL FRS.

pramey e

FiE 1. Immanchis diogio negs sen tifan of hCLAP12 and granoyme-{l epeadson inacive dostianoss. A, At olosdiaicioousm e
posiedor pales o the Shoes fokplse (HEL Hypeoalulbsty and wide pseudovasoolar spaces (bisck arrow) can bo idon§5ed . Sa'venal
pesdovasoular, eanayic aoman ane Bed with hyaine-ile madedal |white oow). isefed piciue shows an acive muifociased
st ot e drming ceteaiysis. B, Demonstraion of hCIAP aapression in $o prvious seclion Csteaciacs and osinotiack show stnng
haomogenesous hCIAPT-specic mmunoreacion. The insered picus pressrts e Bger magnifcadan view ol hCIAP epressing
osmobiasts. C, WCIAP2-soeofc mmmunonsacion shows niense hamogeneous oylopiasmo staining. The issded picre posen s Hia
Earge s magriScainn visw of hCIAP 2 axressing oseabiass. D, Granayme-§-speclic immunonsaciion & peacically nidetive. Ffle arows
T8 G O} mdicats Ba wids peasudoeasoular saces in B olssdienic bous
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Fimlly, the sctoms wee moulsied wih (U2 mg'ml mono
cloml manse hyhrdoma amtihomen rarcymsfi-specific =nt-
bady sohuon (100 el (K02% wiv sodnom aonde; AFC; 24 b
oomtinumes shakmg; R&D Syimma). The thinl primery smtibocdy
wa wahed nmal away with (1.2 mell. PR, Sectoms wene
incudvaten] with (RS mog'l Worthern Lighis donkey ot o
maunoglobulm O (Iefi) ldeled by NL-82 fuworochmme
30wl 2P0 12 I oomtmuous shaleing; RED Syslens ), The fira
sendilary st hady was was hes] rmasd away with {2 mall. FRS
Sections wene incubstex] wilh the seooml sscondery sntihady:
(L5 my'ml Morthem Lightwoat ambi-donkey [0 labeled by
NL-557 fluorochnomes (50 ul; AFC; 12 b cmimuos. shakmyg
R&D Systmns). The secimsd seomdery ambibocdy was wshed
mnsed away with 2 mall. PBE. Fmally, the ssctimns wene
imcubraied with the thrd secondsry smithody: (KIS gl
Northem Lighls donkey anbtomouss Tl lshels]l by NL-637
Puorochnmmes (50 pl; XPC; 12 k cntmos shalong; RED
Sysiemns). The thind secondary anit by wias wasshed nimsed sway
with (1.2 mal/L FES. All pommsry snd ssoondery smiodi=s were
abtmined om RAD Systams. All snthody moubetions werne
petfonmexd ina derile bl chamher Shides wene coversd iy
UV trnspemnt PromoFPluor momimg mednen {Promoosll,
Headehery, Cemmmy). Emegine wes performed umder LNV -ligid
with 51{kmn wavelmngths for NL-#93, 5 mm for NL557, and
650 mny fiw NL-A37 fhomchroms with 2 1o 1 30-millscond
exprire tme Photogophs were schheal m per Ale fomm

FiG. 2.

{Ammkop? MUT, Axovikm 405 Feiks, Jema, (Germuny)
Semiquantitefive snalyvis of immoneiorescen rmctions. was
pertormed by spplication of Axedamn 4.0 software. Reline
lnmmesomos was: caloulsted I each mmmonescton by usmg
the 3 different exciakny wavelngihs. The remon of mi=nest
oonanied of averepe dets of 5 to 10 cell in the contral sreas of
the lewms: by 8 = maenifi et

RESULTS

Conecutive sections were subjected to HE staining
ami BMCIAPLY and graneyme- B—specific immmmmsflus-
mescent assays. Partially removed stapes footplates were
not incleded in the siudy excopt i those specimens
that were reconstrucied from the fagments during the
orientation and embedding. Hiswlogic diagnosis of
otosclemsis was egablished in 27 ankylotic stapes foot-
plates. Among these paticnts, the omsclerotic fci were
socm b be active n 19 stapes foofplates and inactive in
R cases (Table 1, Figs. -3} Active oloaclerosis was re-
presented by wide pseudovascular spaces filled with
ncreasad mumbers of lrge, misshapen, and  multinge-
cleated ostenclasts (Figs, | and ). Advanced, inactive
st pes of olosc lemsis were marksd by oblitersied vascular

W AP

Immunchsiogc somsaenta@on of hCIAP1 2 and ganoyrme-f egpesssion i dlastedss with decreased Esogafogic aciy.

A, Cromciiroio foous with: modens acfvity in the ardador pabe of e stapes fooipiae [HE). Poéudovasofar shamee divided By paaudaten-
fuieries ane incicated by Birckadow. A detand od Bood sl i rradoed by wfaie arow: Thi ostesd subvsbings & =8 hyporooiuk s fowe'ess, (he
oo e Shows oguiar wowen and conosnic paen. Deteociasie and oseabincts of fo sossealic lows ane pheterded as empty
oulufar halos with pale and ypochromaic nucie. insered Goire mpeants ogoocdass with fypochromaic nuce and modeste aciity.
B, Demaonetraion afhiCAF1 spassion in $e pasdous secinn. Oeteockacts: show oon Sdesite hCLAF spacfic mrmunonssctan. Tha et o
P pmamnts fa bager magnifcaon vew of BOAP ) ageeing astleocaisis. G hOAPZ-secic mrunonsadion weak granular oio-
plasmic staning The haeded piciue pmsents s anger magrificaion view of HCAP2 sepressng osteodisis. D, Genoyrme-f axpnsson
shiws nierss homogenadous ofloolasmic paian. The insaded moum pesets §e fager magnifcaion v of Earcyme-l aomressng
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FIG. 3.
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ol [nes can be seen HE] The hyaine caflags lawes = defnsmed {(bisck arow). AC ndicsies amamt ok, AP, andedor pola, FP,
stapes lootpia. inserfed piciune shows nacive osleodass mopresamad by empty collularhalos. B, Weak amnular hO AP axpressan n

fhe pmviouE sacion_ G, Tha Bson-lom
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pmsanis e e magnifcation view of garyre-§ poessing ouis.

space: and resomption lacunse with decreased numbers
of ostenclass (Fig. 3). The normal hyaline canilage layer
of the stapes footplate was sharply destroyed by the oto-
sclemtic lesion; vanished chondrocytes in the perpheral
zone were representod as emply halos (Figs. 1-3).

In fhve 13 nonoiosclerotic stapes footplates, histologic
cxaminations revealed annular calcification with eosin-
ophilic extracelllar matrin, decreased cellulanty and
hypovascularization {n = 11, and hemosidensiz with
intense bone remodeling of the stapes fontplate (n =2,
Table 1, Fig. 4).

Chondrocytes of fwe hyaline cartilage layer of the ves-
tibular surface of cach stapes footplate showed consider-
abe positivity on BCIAP L2 complex (Table 1, Fig. 4)
The hyaline cartilage layer showed negative immmumaone-
action againg gransyme-f (Fig. 4). This is not unexpecied
bocanse tese cellk may be defined = embryonic nem-
nants perasting throughout life wits manifest signs of
apoptosis, These mmoralized cellk can be the origin of
lesicne forming cells instapedial otosclemsis.

Expression pattem and somiquantibtive expression
level of apopiosia inhibitor (RCTAPL2) and  mdscer
{granzyme-f) proteins were strongly associated with the
histobegic activity of oisclerosis (y° test, p < 0L001;
Table 1). Active otsclemsizs was epresented by wide
peesdovascular spaces filled by incressed numbes of
large, mulinscleated ostecclsts with among eranula

MIAP] and hCTAPY antigen expression (Fiz. 1 In
contrast to hWCLAP2, which showed homogeneons eyto-
plsmic expresion, expression of ACHP2 MOIAP ] was
characierized by granular perineclear patten (Figs. 1
and 2), Active otosclerosis was chamcterizod by negative
granzyme-f—specific immunoreaction indicating blocked
apoptosis and increased cell swrvival (Fig, 13 Unlike
active stages, advanced olosclerosi was marked by de-
creasgd numbers of osteochsts with weak linear or
negative MCTAPL - and hCIAP2-specific immumaoreaction
{Fig. 3). Inactive obsclemsis was featwod by empty
cellular halos in HE-stined sections, which showed in-
ense and mbues ganzyme f-spocific mmuenoneas tion
demansirating active process of apopioas {Fig, 3).

In contrast to olscknsis, in ronobackemtic sapes
fixation and in normal stapes footplabes, o significant
granzyme-f expresdon could be demonstrated on the
surface of ostooclise or macrophages of bone lesions
(Fig. 4). Apoptests inhibitor proteins MCIAPL2 show ed
moderate (physiologic) expression, indicating amrestod
apoplotic process (Fig, 41

DMSC USSION
Present obsenvations provide additional infomuation for
fhe pathogenesis of cdscloosis and for fe molecular

background of the transition hetween active and inactive

(Malagy & Nessosolagy, Fol (0, Mo 00, 2010
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FiG 4 nmunohsiobgc repssanision of BCIWF1 2 and grannyme-f sxpression i nonolosclenic stapss Sxnn and n a nosmal
atapes ool plate. A, Anruks calalica ion [HE | The oot pladn & dekernad, 8 callubar, B oaman ines show Brmla s pases_ Tha byvaling layes
s mgged {back arow). B, Weak annuiar h AP expession in e parvvious sacion. G, hCIAP2 shows weril annularsxpoession gatem. O
Grannyrmir-f Specic mmomonsacian B nogaive. F, Hisalogio mpresaraion aof a nonral s tapes loaiplde (HEL F, Weak armulfar hCIAF 1
axprassan inthe prvious section. G OAP2 shows saak anmuiarimmunomaction M, Thore & no deloctbis gransyme-f oxpheson in
the osheod substnos. inserfed pictures ndicaes ®e hCIAP 1- and hCIAP 2-5pecifc immunomacion of $he hyaioe catiage e The
dhandracyios show sirong annular neacion agans agopioses imbior pratans, which & ndependent from the hisiogalhobgc dagnoss.

histopathologic stages. To owr know kedoe, owr stedy is
the firl comprehensive report providing mompholegic
evidenoe of apoptoss in oisclemtic shpes footplates,

Pathagenesis of the increased bone remodeling in ac-
tive otosclensis is il unclear. It is particularly compli-
cated to elucidate i view of the metsbolic feanmres of
the human ofic capsule. Once caleified, the otic capsule
exhibits no s gnificant remodeling (1), Bone tumaowver is
almost completely absent within the bone adjacent to
the porilymphatic space. Osieoblastic and ostesclastc
activity, nomally associied with bone tumover, is
rarely, if ever, scen in the adult ofc capsule {1).

There is a penetic predigposition to otosclensis
(20,21 Most epideminlogic stdies on:large unselocted
populations with stapes foation have suggesied muin-
somal dominant mode of inheritanee with incomplete
penetrance of approximately 40 1o 45% (20,2223). Fur-
thermore, genetic linkage studiss have domonstmated
the presence of B otosclerosis-associated loci (20,21,
Although these ki have boen mapped, no specific genes
have boen identified, and we have no information ne-
garding the molecular process invelved in this discase
{20,22.23), The main weakness of the genctic shadies
theat mithors have made several genctic examinations and
linkage analysis in patiens with smpes fixation and
supprsed otescleresis withot histopathaologic confims-
tion {20-23).

Dabogy & Newsiology, Vel 00, Mo 00, 2000

Variows expression of different spliang isoforms of
(D 46-type measles vines eeaptors seems to e the mod
acooptable explanation for a genetic backgrownd and or-
ganatmpiam of otoscleoss (24) The ctiologic mle of
measles vins in te pathogencss of the olosclerosis
arised in the past fifteen years { 1-3), Measles vins shows
organoropiem o fe otic capsule thal could be ex-
plained by the special pattem of CD46 isoforms in this
region. Kamsi et al. (24) have reported 4 novel splicing
variant of (D46 in olesclemosis: osl, 052, 053, and osd,
Mew by described CDM6 isoforms have shorter or missing
ransmembrane domain and a mre cytoplasmic domain
with pathalogic signaling, althowgh virus-binding ability
remains conservative (24). It is sssumed that one of the
maa important Sctors in te patogenesis of otosclerosis
5 2 consecutive autoimmume reaction dse to te con-
tinwows viral antigen stimulation of the cclhelar immune
sysiem | 1,2). Overexpresion of TMFRIALin active siapes
of oiosclenpsis might induce an inflammatory osteolytic
cascade (11), Several inflammatry eyiokines {TNF-a,
mierleukin 1, mansforming growth factor—f) and bone-
specific profeins (ogeoprotegenn, bome momphopenetic
protein 244, and dystophic dysplasia sulfate ransporier)
may play 8 promoting mole in this proocess (4,5, 25267,

Curment investigations are parallel with tle previously
meported  disordes o the molecular ineraction of the
oateoclad-THF-o-RAMNE axis (1 1), Increased expression
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of WCLAP] and WMCTAP2 apoptosis inhibitor prokins could
e the molecuar respense to intense THF-x release me-
disted by NK cclls and osteoclasts in early stages of om-
sclerosis. Tumor necredis factor—o acts through its docoy
receptors (THFRI and TWFRITD), activates the THFR-
asmociated foors (TRAF] awd TRAFD), and induces
apploss due I activation of varishle death domains,
Inhibvitors of apopiosis do ot nteract with TNF-a or
THFR but assoctate with TRAF] and TRAF2 (13,18
HCIAP | and WCEAP2 can directly bind to THFR-activaed
caspmee 3 and cospase T oand inhibit their profeolytic ac-
tivities (12}, Overexpression of apoposis inhibitors result
in increasod ooll survival, proliferation, and extendod os
teoclast activation (Fig. 51 As to previous resuls, sverage
life span of an active stosclerotic fxcws is approximately
1w 7 years (1,45) Dwing this peried, TRF-u and
the consecutive MCIAP respomse run down and result in
decreased vascolarization and moderate activity of os
toclasts {Fig. 5). The amount of the ogeoid substance
increases, and ostoolytic lacunae and peewdovasoular
spaces are ovennmally oblieraied. Activated WK celk and
CDE™ eyitoxic T lymphocytes show further accwmls-
tion in e perivascular spaces of the obaclerotic Toous
with decreasmg activity, This sige & the “higologc
healing™ of otaclerosis (1)) however, on the molacular
level, a seveme cellular destruction can be considerod due

ACTIVE D'I'Q'SELF-ROGIS

MWM
Sl v Ve

Lell |11'd.|rem1||.|n. huuml cell -:ln:llrll
owtenclast Ieyper

o grangyme-f and perfonn relesse from immme cells
{Fig. 5). The molecular cascade of immune-modiated
apoptosis stark, wheess increasing csiEQpROERerin -
duction leads 1o further calcification {3), The woven and
conceniric structune of coment lines tums into lamellar
patem with marked thickening. The omd point of the
ncreased bone umover is an apoptotc cell death with
calcification and avascularization of the ostooid subsiance:
Iasrmeonst ot kerosis (1 1) (Fig. 51 As to retem to previons
and curment results, difforent etiopathogeness of oto-
sclemsis and nonodesclenctic gapes fixations should be
distingrished 4,5 L1

Cument ohaervations may establish the central mile of
TNF-u and THNF-o—mediated apoptosis in the pathologic
inflammatory bone remodeling in otosclemsis, Beoame
proinflammatory eytokines, inchsding TRF-, is abun-
dantly produced in the otoscleotic bone, clinical appli-
cation of anti-TRF bolkgics may be a thergpeutic option
in active stages of olosclomsis with sensori newral hearing
loss {27-300).

I comchesion, olsclemss iz a complex hone remaode] -
ing disornder of the human ofic capsule probably dee tothe
inbalanes between cell survival and apoptosis. In addition,
penetic fAciors, viral infection, autoimmame-inflarmatery
mechaniames, a5 well as ool and metabolic factors that
lead w0 disturbed e metaboliom may contribue to the

INACTIVE OTOSCLEROSIS

Vimishing tells. apoptosds. merered ostsoid

aghimnce, hypoe, vascularismiom

FIG. 5 Schanabc dagran of fa bansion beiseen dlemnt slogafaobgs stiges o oldsthiosis. AcTie oloschentsis ik chataiedred
by astsochst acivaion, noneased coll sunaval, and hypervasculsicaion dua o e TNF-a and TRAF sisase of anfgon-sfmulated Ni
obls and GO T iymphoaytes. Activated osleodasts mon! osleocias! premisos by e ThiFa epmsson. As a mgaive leadback
pooss, axphssion of apopiosis inkibitas ncmases, providing ol sunival. Inacive oloscantss b= lnakymd Iﬂ- reteosd amourt of
avasouladred osleoid subsianos and vanishing asteodasts. AcoumnalaSon of aciand immune aBsclors lesd= o inflnse gansyrne- and

periin minases, which resul in apopiess af targetcelis. COE° TL ndcates CD8-positve T

OO, s shes virus mosnian;

lymghocyte:
hCl AR, furmaan oeliu bar imbikitorof aponioss 1;hum.mﬂuhm1daw:;mmmm1 TP recepior

associaad Brtor 1; TRAF2, ThiFa nescapior associoted frdor 2
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pathogenesis of oisclerosiz. Becasse e diagnosis of
otosclerosis i still based on histopatholegic exqmi nationof
the remaoved stapes fsotplaie, prospective clinical studies
based on comprehensive: hisiopathologic and molecular
biokogic analysis ane necessary to gel ferther information
reganding the background of dissase to find the most
acoephle medical reatment of sensorinewral hearing loss
amociatod with otoselenosis.
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