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1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Bevezetés
1.1.1. Meghatarozas

Az otosclerosis a temporalis csontban elhelye&kedtyas labirintus csontos tokjanak
(otikus kapszula) primer, gyulladasos csontanyagcsavara. A betegséeg rendkivil 6sszetett
etiopatomechanizmusanak jelésmt része mindmaig tisztazatlén Az otosclerosis
kuldnlegessége, hogy apré gocok alakulnak ki daistkapszulaban és a vele egyuttofjl
stapes talpban. Az emberi otikus kapszulan kiviilebdokalizaciéban, vagy mas efsben
otosclerosis-szércsontléziérél nem szamoltak bed betegség predilekciés helyefiasula
ante fenestramahol a kialakuldé, majd folyamatosan névéketosclerotikus fokuszok
fizikailag s4ikitik az ovalis ablak fiilkéjét és akadalyozzak thelhelyezked stapes talpat a
mobilitisban? A stapes fixaltsaga a kdlshangingerek természetellenes csillapitasat
eredményezi, mely vezetéses hallascsokkenésbevamyil meg. Az otikus kapszula mas
régioiban elhelyezkéd gocok fllzagashoz, szenzorineuralis hallascsoldte® és forgo

jellegii szédiléshez (vertigo) is vezethethek
1.1.2 .Hallds mechanizmusa, hangatvitel, FEM

A hallas fizikai alapjainak attekintése nélkuloztktn a klinikai tiinetek és a jelenleqgi
kezelés megértéséhez. Fizioldgias korilmények koadtkdrnyezetl érkezd hangok
longitudinalis rezgéshullam {gisodés-ritkulas) formajaban érik el a fulet. A figkld a
hallas szempontjab6l nem alapdet szikséges kéfdmeény, hanggyjté funkcidja is
csokevenyes, azonban kulcsszerepet jatszik a haagfiokalizalasaban (iranyhallas). A
kulsé hallojarat rezonator tulajdonsagu, sajat rezgéesivencidja 2,5-4 kHz koérll van, ami
nagyjabol a beszéd frekvencia-tartomanyanak feleh,memiatt a dobhartyahoz érkez
rezgéseknek néhany dB-lel megndveli a hangnyomiésjéiz A hangterjedés a levélgpl
(kulssful) a folyadékba (betdlil) megleheisen nagy veszteséggel jar, ugyanis az energia
tulnyomé része (99,9%) a hatarfeliddtr visszavebédik. Ennek az impedancia
egyenbtlenségnek a kikliszobolésében mutatkozik meg apfdkzéenyigozs szerepe ugy,
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hogy ezt az energia veszteséget potolja ket
egyszeiinek €in6 mechanizmussal. &zor

is a dobhartya (55 mtés a kengyeltalp (3,2
mn?) méretaranyabdl 17-szeres é&ités
adodik, masodszor pedig a hallécsontlancole
kétkaru emedirendszere tovabbi 1,3-1,5-
szOros efsitést eredményez, melyek additiv
modon 26,7 dB-es hallasnyereséghez

vezetnek. Az audiolégia ezt a folyamatot

impedancia-illesztésnek, magat a kozépfilet

pedig impedancia-transzformatornak nevezi,
1. dbra A kozépful mechanikdjanak sémas abraza

pusztan a technikai analégia alagjan Megfigyelhet a dobhartya felszinének és az o\
, ablak fiilkéjének az eltér atmétje, ezenfelll
(1. abra). hall6csontlancolat kétkar( enseéndszere is.

A doburegben talalhat6é két apr6 izonma stapediugs am. tensor tympaniEzek az
igen ebs intenzitdsl hangokkal szemben védik adf@lst (pl. stapedius-reflex) ugy, hogy
reflexes 6sszehuzédasukkal merevitik a hallécsocdlati rendszert. Sajnalatos modon, a
hirtelen bekovetkez impulzusszdr zajokkal szemben képtelenek védelmet biztositani,
ugyanis latencia idejuk viszonylag hosszu, tobbtmiid ms. Az izmokon kivil még egy
véddmechanizmussal rendelkezik az emberi ful, mégpedigengyeltalp két kilénbdz
tengely korul val6 mozgasaval. Bekésy A B
Gyorgy (magyar szarmazasU Orvosi
Nobel-dijat nyert biofizikus)
megallapitotta, hogy a stapestalp
gyengébb hangok esetében

keresztiranyu tengelye, mig ésebb "~

hangok esetében a hosszanti tengelye
koril mozog, igy az Aaltala keltet2. abra Békésy Gyorgy elmélete szerint a stapes
; . o , forgastengelye normalis (A) éséerhang intenzitasra jBeler
rezgés amplitidoja  nyilvanvaléaiapra alapjan valtozik meg.
kisebb lesZ (2. abra).
Jelenleg a kézépful mozgasmintdzatanak leirasafmite element model’-t (FEM)
hasznaljak, mely egy matematikai médszeren (véges mobdszer) alapul. Lényege, hogy

egy bonyolult formaja térbeli alakzat is leirhatés Kkozelitéssel véges szamu sokszogek
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(altalaban haromszogek) o©sszegeként. A modellbenelamek csak sarokpontjaikon
kapcsolédnak egymashoz és az itt kialakul6 csom@pomrlmozdulasa kozott linearis
Osszefluiggés van. Mindetilb 6sszedllithatd az elemek merevségi matrixa, nkélle
szamithatova valik az egész alakzat mozgasmint§zafdora).

Az elmdult tizen6t évben az () technikaknak (f
lézer doppler vibrometria) kdszéneh megvaltozott a
hallécsontlancolatrél alkotott véleménylnk. BEKASB6-
ban és 1941-ben rigid testeknek gondolta a halidokat,
ahol a malleus és az incus rotacios mozgassalarsigpes
pusztan dugattylsZer (piszton-szdf) mozgassal bir.
Funnell és Laszlal978-ban kiadott kozleménye lavin:
zuditott a korabbi elképzelésre, melyben Glednt

hasznaltak FEM-t egy macska dobhartyajar

szimuléciéjaho% Azéta a FEM segitségével toib vivo 3 4bra A halléesontlancolat és

human kisérlet is zajlott. Mara a halldcsontlanccdobhartya abrazolasa a vegesele
moédszer (FEM) segitségévelbel é:

fiziologias mozgasardl kiderilt, hogy az éppen lgiitett mtsai.

kHz alatt az ép hall6csontlancolattal végzett vétatpk tulnyomdrészt a stapes talp piszton-
szefi mozgasarol szamoltak be. Azonban 1 kHz felettparteozgésa joval komplexebbé valt,

megnovekedett a rotacids mozgasok szama a talpkgtinengelye mentén és nagyjabol 6
kHz kornyékén teézott az elmozduldsok maximufmaA hallécsontlancolati struktrak

rezonancia maximum értékei 3 kHz, 4 kHz és 8 kHzjmkentkezteR. Tovabba azt is

d

BOCCNDDEN 258

R

4. dbra A dobhartya és a hallécsontlancolat elmozdulas@eakutatasa 1 kHz (a) és 9,5 kHz-es (b) frekvencian
80dB SPL hangnyomassal stimulalva. Az egyre voridsebyalatok mutatjdk az egyre jelésgbb elmozdulast.
Abel és mtsi.
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bebizonyitottdk, hogy a korabbi stapes sebészetismsiekhez képest az ovalis ablakban
megnovelt rezgést tovabbito fellilet fokozottabb taema basilaris kitéréssel és nagyjabdl 13
dB-es hallasnyereséggelj44. abra).

A kornyezet levegiebsl a dobhartyanak
atadott rezgések a hallocsontlancolaton keres
elérik a stapes talpat, amifaramen ovaldan
elmozdul, sematikusan abba benyomédik és on N
visszahuzédik. A rezgéseket kodzvetlentl
perilympha folyadéktere veszi at, ezalt
nyomaskulonbség keletkeziksaala vestibuliés a
scala tympanikdzo6tt, a membrana basilarisa
scala tympani felé tér ki, majd visszatérve erec

helyzetébe, tdl is leng azon. Ezzel a Corti-fe

Scala tympani

szervben |é¥ szrsejtek ingertletbe kertlnek é

az informéci® a n. cochlearison keresztil

tovabbitodik az agy felé (5. abra).

5. &bra 15 napos &istény egér cochlea atmetszet a bazalis kanyarulabseeré sajat anyagabol, mely
emberi cochlea anatémiai viszonyaihoz nagyon hasoilbal oldalon elhelyezkédvilagosabb tliskeszi
képzsddmény a lamina spiralis ossea, melynek folytatassembrana basilaris. Utébbin helyezkedik el a Corti
féle szerv és jOl kivehéta Reissner membran is. A két membran valasztgwhastol a scala vestibulit, sc
mediat és a scala tympanit.

1.1.3. Hallascsokkenések felosztasa

Mai tudasunk szerint a hallasromlasokat éltékalizaciojuk és viselkedésiik alapjan
osztalyozzuk. Amennyiben a hangrezgés Utjdba aadylb és a stapes talp kdzoétt kerdl
akadaly vagy folytonossagi hianygzetéses hallascsokkeriéeszélink, mely az esetek
don® tébbségeében javithato. A stapes ankylosisok, rkgblen disszertacié alapjat képezik,
a vezetéses hallascstkkenések csoportjaba tartoanb&lful folyadékterédl a halldideg
proximalis végeig éfforduld zavartszenzorineuralis (idegi) hallascsokkenéls nevezzik,
mely leggyakrabban nem hozhato helyre (bizonyogzeétkben a cochleéris vagy agytorzsi
implantacio szoba johet). A fent emlitett két féldlaszavar elhelyezkedésének elkilonitése
ennyire azért nem egys#ergyanis bizonyos beifill betegségek (példaul a fél$elkoros
ivjarati dehiszcencia, SSCD) is jarhatnak vezetésdkscsokkenéssel (,harmadik ablak”

Dr. Liktor Balazs Ph.D. értekezés 7



tedria), annak ellenére, hogy a defektus adb@igérségére korlatozodik. Természetesen a
vezetéses €s az idegi rendellenesség nem zanggyidst, igy egyszerre is képesek fennallni
egy adott filon, mely jelensédetvert tipusu hallascsokkemég nevezzik.

1.1.4. Epidemiologia

A Klinikai otosclerosis (feltételezett stapes fixacid, ép hdotya melletti Rinne
negativitas és Gellé valtozatlan) incidenciajaladi kaukazusi populacioban 0,3-0,38%, mig
a vezetéses hallaszavarral birok kozott nagyjalBéRsps . A szubklinikai 6zovettani
otosclerosis joval gyakoribb, szdvettanilag igakéitbonctani leletek tanisaga szerint a fehér
populacié temporalis csontjanak 8-11%-aban talédiafpanaszt nem okozd otosclerotikus
fokuszok*. Furcsa modon az afrikai és az azsiai népességagyjabdl tizedannyi (0,03-
0,1%) otosclerosis figyelhet meg, mint az eurépaiban A nemek kozott is eltérés
tapasztalhatd, miszerint a betegség 2-3-szor gyb&rafordul & nékben, mint férfiakbah
Talnyomorészt 30-40 éves korban manifesztalddik,igézi irodalmi ritkasagnak szamit
pubertas kor étti megjelenése Erdekességképpen megemlitheogy 6t éves kor alatt

egyaltalan nem talalhaté otosclerosis a tempocatimtok autopszias anyagaibaAz elmult

D E
AURE HUMANA
REACTATUS,
Ta :A['IRISIE‘“d;uK‘:CA.MII'\Iix Novis

yventis & loonismis illuftrats , dcfcnbitar, om.
miumqus ejus Parriom Ufiss indaganur,

50 év tavlatabol megallapithatc

hogy a tinetek egyre ddebb

korban manifesztalédndk

Ruran rrER RT3
MUSCULORUM UVULE, ariger PHARYNGIS
Nova Ducaietio, 11 DaLineamio
AUCTORE
ANTONIO MARTA
VALSALVA Imolnfi,
o ptrebipnalichar ey e
& s fnpar cbiloe

ugyanakkor figyelemreméltc

Osszefuiggés  latott  napvilago |

miszerint a k& megjelenés

altalaban lassu hanyatlast, mig

= Tripers ad Ruewosy |

e it i i

S Officion Guic s vande Watee, Aqademiz
Typographi, ¢l b scvii.

korai manifesztacio rapic

6. abra Antonio Maria Valsalva olasz anatomus (a) éwenaDe
Aure Humana Tractatus (b).

progressziot jeleft
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1.2. Torténeti attekintés

Majdnem haromszéz évvel edi) 1735-

benAntonio Maria Valsalvabolognai anatomus é:
sebész egy siket paciens post mortem vizsga
sordn a stapest mozgaskeéptelennek tal
(ankylosis) az ovalis ablak fulkéjéber
Eszrevételeit a ,De Aure Humana Tractatus” ir
kényvében orokitette meg az utdékor szamara,
feltehetleg az el otosclerosisban szenveleteg
leirhsa volt (6. &bra). A kéBbiek soran tobb
k6zlemény latott napvilagot siket emberek stayi
ankylosisaroél autopszias vizsgalat(7. abra Schwartzetinet, az aktiv otosclerosi:
jellemz otomikroszkopos ké
eredmeényeképpen. A leginkabb figyelemreméltd
Joseph Toynbe#659 db temporalis csont disszekcibjarél szélzaemldja. Megfigyelése
alapjan a suketség egyik leggyakoribb oka az owadliakban 1§ stapes csontos ankylosisa.
1873-banHermann Hugo Rudolf Schwarfzeémet fllész,

észrevétele szerint a stapes fixacios betegek betill =

10%-aban a dobhartyan rozsaszines elvaltodaik tat. .,I
Ennek magyarazata a gocbdl felszabaduld kulont

Nl 4
mediatorok hatasara a promontoriumra terjedktiv
otosclerotikus  gocot féd nyalkahartya  kifejezett
vazodilataciéja, melyet azoéta Schwartze-tUnetk
aposztrofalunk (7. &bra). 1881-befnton von Troltsch
hibasan azt feltételezte, hogy a dobiregi nyalkghd
szklerotizaciéja okozza a stapes fixacioét, igysebr
hasznalta az oto-,sclerosis” kifejezést eme betpgmé

kapcsolatban. 1893-ban talan minden 8kid egyik 8. abra Politzer Adam magy:
szarmazasu, méltdn hires fUl
professzor.

Politzer Adanirta le a betegség igazi természetét szovettani

legnagyobb flilész professzora, a magyar szarma:

vizsgalatai alapjan (8. abra). Ravilagitott tobkékott arra is, hogy a halldscsokkenést nem
kronikus kozeépflulgyulladas kovetkeztében létrejstapes ankylosis, hanem a labyrinth
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kapszulajanak primer megbetegedése okoEmadrich Bezold1908-ban tanulmanyozta az
otosclerosis jellegzetes klinikai tlneteit és oksglalta a jellemé# audioldgiai eltéréseket.
Majd 1912-berFriedrich Siebenmana porézusabb és kevésbé denz csontallomany miatt a

korabbi otosclerosis terminus helyett

-10

,otospongiosis” kifejezést javasolta, mel - >3 > >
- : o 20 St R S B
sokkal talalobb a kezdeti csontban zaj2 73 5 S 2 :
. ; -_];\ 40 —d ‘
elvaltozasokra, azonban a terminus valtozat 5 50 D S ;
> B0 M—X TN XX
maradt. Raymond Thomas Carhadl % 98 B .
Q = —p—— '
. . . I e y 4 - A 1 |
szarmazik az igen hasznos ,csont-lég k¢~ 5 fsfe] :
e o . 110 o -
kifejezés, melyet a stapes fixacié sajat 120 ‘

125 250 500 1000 2000 4000 8000
Frequency (Hz)
Emellett eszlelte a 2000 Hz-es frekvencig apra 2 kHz-en kialakult csontvezetéses Carhart-

csipke, mely a stapes fixacio (pl. otosclerosisyile
legjellemzbb audioldgiai jellemvonasa.

kiszobemelkedést, amelynek a fixaci6 sebészi mags#se utdn nyoma vész. Eme

audioldogiai  konfiguracidjara vezetett be

egyedulall6 médon kialakult csontvezetés

audioldgiai jelenséget azéta ,Carhart-csipké™-neltazi a szakirodaloht? (9. abra).

1.3. Csontanyagcsere

A csontanyagcsere szabalyozasadsetermészdét A jol ismert endokrin rendszeren
kival a csontszovetben egy komplex és kifinomultckdonhatasokbdl allé helyi halozatot
azonositottak oszteoblasztok, oszteoklasztok ésntal@n nemrég identifikalt mediator
kozott. A csontlebontast (reszorpcid) és felépiérjorian szabalyozott egyensuly tartja fenn
citokinek és egyéb mediatorok szofisztikalt sgkataltal®. A monocita/makrofag csalad
progenitor sejtjeinek fuzidja altal alakulnak aztesklasztok sokmagvu oriassejtekké, hogy
ellassak eksdleges feladatukat, a csontreszorpciét. Az oszéesabbk a csont felépitéséért
felelnek, szerepiik a csontanyagcsere modulalas@kinozhetetletf. Fiziologias kérnyezet
esetén a lebonto és feldpitolyamatok szimultan futnak, és fenntartjdk az estpdlyt a
csontmetabolizmusbah

A ,receptor activator of nuclear factor kappa Balgl” (RANKL) a legtobb sejt
felszinén expresszalodik, beleértve az oszteoblkaizis. Az oszteoklasztokon elhelyezked
specifikus RANK receptor aktivacidéjan keresztil aANKL kotédése diseqiti az

oszteoklasztok differencialédasat és aktivactdjéllatkisérletes adatok tan(séaga szerint a
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RANKL-deficiens egerekben az oszteoklasztok hiamyatt oszteopetrozis féjtlik ki, mig a
RANKL parenterélis adagolasa normélis egerekbeteopprozist eredményez

Az osteoprotegerin (OPG) @&eljesen gatolla a csontreszorpciot és jéles
csillapitja az oszteoklasztogenezist. Az OPG egjusilis ,csali” receptor, mely a RANK-
kal verseng a RANKL-ért. igy, az oszteoklasztokerpgekurzoraikon jelen I6VRANK-ot az
OPG kompetitiv médon gatolja, ezzel a lebont6 kejs®kkent differencialédasat és révidebb
tulélését potencirozza 68 elfojtja az oszteoklaszt aktivaciot és facijgdhz apoptdzisukat
is'*1> Jelentsen emelkedett OPG mRNS szinteket mutattak ki temstécus ligamentum
spiraleban, a Corti-féle szerv tdamaszto sejtjeiben Bslbus spiralisinterdentalis sejtjeiben.
Mindemellett a perilympha is megleisén magas koncentricidéban tartalmazott OPG-t.
Immunhisztokémiai vizsgélat segitségével a csootitisis kapszuldban nem volt kimutathat6
OPG expresszio. MindeBbazt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy az ORtetidezhetleg
a cochlea lagy szoveteiben keletkezik, majd inneekretalodik a perilymphaba, aminek
segitségével az otikus kapszula lakunokanalikulagadszerét hasznélva szintelendl
diffundal a kdrnyed csontb&®'® Az egészséges otikus kapszula elenyéspntforgalommal
bir, és val6szileg a nagy mennyiségOPG miatt majdnem teljesen oszteoklaszt-méhtes
mind fejlédésében paratlan az emberi szervezétdén

A fert6zott oszteoklasztok, oszteoblasztok, fibroblasztskendotél sejtek felszinén
MHC | molekuldk kdzbenjarasaval hianyos kanyarawiamtigének expresszalédnak. Ennek
hatasara, CD8+ T-sejt fuggmmunvalasz vezet TNE- felszabadulashoz és konszekutiv
csontlebomlashd? Ez a leginkabb elképzelttetkoncepcié, bar az aktivalt monocitak,
makrofagok, T- és B-sejtek és oszteoklasztok ie&ék az oszteolitikus fokuszba THH-
kivalasztani, és igy allandé jelleggel tovabbréeisntartani a gyulladasos esemény&kat A
TNF-a egy pro-inflammatorikus citokin, ami elengedha&tetszerepet jatszik a csonisil
szarmaz6 mononuklearis sejtek oszteoklasztta ésdémalis sejtek oszteoblasztta toien
differencidlodasdban. Ez a citokin az oszteokldsztes az oszteoblasztok kozotti
intercellularis kommunikaciéo nélkulozhetetlen pamakmediatora. Az emelkedett TNi-
koncentracié stimulalja az oszteoklaszt aktivadaitilitdlja a RANKL expressziot és emellett
csokkenti az oszteoklaszt apoptozist is. igy ritdidon oszteolizishez, mig hosszi tavon a
csont elszivacsosodasahoz Vv&Z& A korai otosclerosisban végbendenTNF-a

tultermebdés az OPG szekrécidé gatlasanak és a RANKL tédésl fokozasanak kég
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hatdsa &ltal tovabb stimuldlja az oszteoklaszt édfsf’. A TNF-0 ugyanazokat a
csatornakat (lakunokanalikularis rendszer) felhdbz) mint az OPG a perilymphabdl az
otikus kapszulaba vandorlasa sorarképes bekerulni a perilymphaba és a cortilymphaba i
A TNF-a gatolja a kul§ szrsejtek elektromotilitdsat, ezzel sensorineurdlidlaszavart
valthat ki. Mivel az otosclerotikus goc allitiaéeh TNFa-t, igy elképzelhét hogy az
otosclerosisban éforduld sensorineurdlis hallascsokkenés hatterésena bségesen
felszabaduld TNFex all*2

Otosclerosisban a TN&-és a proteolitikus enzimek a RANKL/OPG rendsitert
fuggetlendl is részt vehetnek a csontreszorpcigafoltaban. A cathepsinek szerepe régéta
feltételezett a betegseg patogenezisében, példathapsin B és D expresszié az otosclerosis
aktivitasaval szoros Osszefiiggésben®allA korai gyulladast és a csontreszorpciot
megnovekedett csontkéfdes és szklerotizacid koveti. Manapsag a szarnghélhérje, a
Wnt-3-catenin rendszer jeleigége merll fel az oszteoblaszt aktivacidé és a fedéptilés
folyamatabaff. A Sclerostin és a Dickkopf-1 (DKK-1) fehérie a Wes ezéltal a
csontkép#dés gatlészerei 8% igy a RANKL/OPG rendszeren kivil a Wnt/DKK-1
Sclerostin egyensuly is befolyasolja a csontremadeél jelenségét. Erdekes azonban, hogy a
TNF-a nem csak ékegiti a csontfogyast a RANKL indukcioja altal, Bamképes stimulalni
a DKK-1-et és indirekt médon blokkolni a Wnt-medialsontfelépiiléét®> Sajnéalatos
azonban, hogy csak nagyon kevés informéacié érbeta Wntf-catenin/sclerostin-DKK-1
rendszer lehetséges szerépéstosclerosis esetén, mindemellett a Wnt-t és lag@gjét
sikeriilt azonositani a bélsés a kozépfil killonbdzészein®.

Egy igen fontos citokin, a ,transforming growth tlac” (TGF-B) is bonyolitja az
otosclerosis patogenezisét. A TGE-a legnagyobb mennyiségben megtalalhatdo névekedési
faktor az emberi csontban. Kritikus szerepet jatszimezenchimalis sejtek oszteoblasztta
tortérd érésének émozditdsaban. Tovabba befolyasolja a matrixkdpgt, a szoveti
fibrozist és a mineralizaciot is. A TEFkdlcsonhatésba kertl a legtobb jol ismert jelétvit
atvonallal az oszteoblasztiikbdése kapcsan, tdbbek kozott a \Brtatenin rendszerret®
Kordbban mar emlitésre kerilt, hogy az otosclebasislétrejov csontreszorpciot kovét
fibrézis és csontljdonképdés ,repair” mechanizmusnak tekintbfet?. Ezen
folyamatokban szerepet jatsz6, T@zupercsaladba tartozo ,bone morphogenetic pretein

ek (BMP) is komplikaljak az otosclerosis patogeséf®

Dr. Liktor Balazs Ph.D. értekezés 12



1.4. Az otosclerosis stadiumai

Az otosclerotikus gbécok szovettani jellegzetességédfelett eltérnek egymastél a
cellularitas mértékében, oszteoblasztok és oszspldk szamaban, vaszkularizacio fokaban
es az extracellularis kollagén matrix mennyiségelbeglyek alapjan egymassal dsszetiigg
ugyanakkor egymastdl jol el is kilowsihégy stadiumot kilonboztetiink nfégA szévettani
felosztas hematoxilin-eozin-nal (HE) festett metiske alapjan torténik, melyeken
megfigyelhed a betegség aktivitasanak kulonb@lomasai. Kezdetben a hipervaszkularizalt
oszteolitikus gocok HE festéssel jellegzetes séketk (bazofil) szinezetk és elképesden
sejtdusak. Nagymennyisgégokmagvu oszteoklaszt, fibroblaszt és proliferéf@otél sejt
feleloss a megnovekedett metabolikus aktivitasért, azeofizis kovetkeztében kialakult
masodlagos szivacsos szerkezetért és a hyaliniébki tag pszeudovaszkularis terekétt
Jelen szerkezetet a csontkollagén fibrillumok te&eyes halozata uralja. Ezt az 6sszképet
nevezzik az otosclerosis kezdeti, szovettanilagemsfjettaktiv stadiumanak (l. gradus). Ezt
kovetben amérsékelten aktigtaddium (ll. gradus) érvényesil, melyben a pszeasitkularis
terek kiszélesednek és kilrtlnek. A goc még mirlghgofil és hypercellularis, azonban
eltintek az aktiv oszteoklasztok a metséktlErre a megnovekedett csontreszorpciora
valaszolva oszteoblaszt és fibroblaszt vezérelemerntiv folyamat indul be a gyulladasos
fokuszban, mely fibrozus &talakuldshoz vezet. Azemsd allomany egyre inkabb eozinofil
jelleget Olt és sejtszegénnyé valik. Elszortan meésgteocitak figyelhnék meg a
csontallomanyban, azonban az Ures oszteolitikusbdk dominalnak amaktiv stadiumban
(Ill. grédus). Végul az intenziv eozinofil fésedi 1€zid kifejezetten sejtmentessé valik,
lemezes szerkeZetoszteoid uralja a képet, mely&tégett végstadiumnak (IV. gradus)
tartunk>*° Kovetkezésképpen az otosclerosis szévettani isdgdinak megjelenését I-IV-ig
osztalyozhatjuk. Az etskét stadiumot pongyolan aktivnak, mig az utolstickenaktivnak
szokas nevezhi Az otosclerotikus 1ézi6 életitja egy hosszl folgh, melyet a korébban
emlitett sajatsagok alapjan kovethetiink végig. sofgcatlagos életideje hét év a kialakulastol
a teljes kimerilésig. Az otikus kapszulaban addtanqatban kulonbdd stadiumban 16y
fokuszok egyiddjleg lehetnek jelelf (10. abra).
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sejtdds, basofil jelldg A mérsékelten aktiv gradusra (B) a tag pszeudbwddéris terek és
oszteoklasztmentesség jelleinAz inaktiv staddiumban (C) a metszet sejtszegéninkabb eozinofil. Végul
kiégett (D) végstadium uralja a képet.

1.5. Klinikum — a jellegzetes tunetekdl a helyes diagnozisig

Az otosclerosis tlnetei a kapszula otikdban kidtakgocok elhelyezkedégit
fliggenek®. Ahogy mér korabban emlitésre keriilt, leggyakrabha ovalis ablak peremén
(fissula ante fenestrgmvagy a stapes talpban jelenhetnek meg gyulladéSksszok,
amelyek novekedése mechanikailag fixalja a staphmtt a filkében, és ezzel vezetéses
hallascsokkenést hoznak 1&f¢11. abra). A pericochlearis régiéban létréjdtosclerotikus
gocok, szenzorineuralis hallascsokkenéshez vagyidéashoz (tinnitus) vezethetnek. llyen
esetekben a folyamat eléri a csontos cochlea etamlosat és felteh&eg a gochol
felszabadulé proteolitikus enzimek és citokinek FFY direkt modon karositjdk a

sZrsejteket®*! Ennek analégidjaként perilabyrinth 16zi6 esetérbetegek szédiiléses
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epizodokrdl (vertigo) szamolnak be.
kordbban felsorolt tinetek dnmagukb:

vagy egymassal barmilyen

kombinacidban éfordulhatnak>",
e
Az otosclerosis éltalénosségbé’“ S

o'

romlé6 hallasrél panaszkod(’) flataﬁ):‘-’-«."'“

operacios mikroszkopos fUIvizsgéIé—“i
soran ép dobhartyat és Iegtarll abra Hematoxmn eozimal festett metszeten talalh

- otosclerotikus goc afissula ante fenestradpan, mel
dobireget talalunk. Anamnézisikbeinvolvalia a talp mellé részét és eléri a cochlea baz

4ltal’ K . f e kanyarulatat. HEbbi hatésira akadalyozza a stape:
altalaban eve ota ennallc mozgashan és  vezetéses  hallascsdddten okoz

progressziven romlé uni-vagy http://quizlet.com/10159972/otology-flash-cards/

bilateralis? (70-80%-ban) hallasromlas szeréfelNs betegek gyakorta irjak le a
hallascsOkkenést lépizetes jellenek, ahol a hallasveszteség leginkabb hormonalis
valtozashoz kothét(terhesség, laktacio, fogamzasgatlé szedés, manapa

A fizikalis és eszkdz6s kivizsgalas alkalmaval dldrgontlancolati fixacio téenyét
allapithatjuk meg, melyek talnyomo tobbsége stagasylosis. Otomikroszkdpos vizsgalat
soran az esetek mintegy 10%-abartirdkt a dobhartydn a promontoriumot édéinaktiv
otosclerotikus géc nyéalkahartyajanak fokozott valabécidja, mely a hatsé-alsé negyedben
rézsaszines foltként jelenik meg (Schwartze vagmiig6-tiinetyf>°3(7. abra). A dobhartya
folyamatos, szintben allé és transzparens. Félotdapedialis otosclerosis esetén a Weber-
teszt az érintett fllbe lateralizal. A Rinne-teazhallascstkkenés mértéidéfiiggoen lehet
pozitiv vagy negativ, azonban a Gellé-teszt stéigasio esetén mindig valtozatlan. Ful-orr-
gégeszeti szakmai iranyelvek szerint az 1024 HZE83 hangvilla Rinne negativitasa alapjan
(kb. 25 dB-es vezetéses hallascsokkenés) alligula firiitéti indikaciot. Erdekességképpen
kiemelend, hogy neves kulfoldi fulsebészek 1024 Hz-en td@rtBinne pozitivitas ellenére
audiogramon megjelén15 dB-es csont-lég koz esetén mar hallasjavitdérat (stapes
sebészet) javasoln#k

Hallaszavar kivizsgalasa esetén az audioldgiai galzdokat kotelekz elvégezni.
Altalanossagban a tisztahang kuszébaudiometriégyaiat dominansan mély frekvenciakra
terjedd vezetéses halldscsokkenést mutat. A betegségidipkidiologiai jele 2 kHz-en a
csontvezetéses kiiszob 25 dB-es emelkedése, m&ypehart-csipke”-ként tart szdmon az
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irodalom (9. &bra). Ezen abnormalis jelenséget 14
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stapes fixaciok diagndzisa bizonyos mértékben fj@ova ~ T A

valt. Karosi és mtsairavilagitottak arra, hogy aem- .,

otosclerotikus stapes fixadoesetek kiszobaudiometrié m

vizsgéalatanal elhanyagolhat6 szenzorineur:

hallascsokkenés és korllbelll 50 dB-es, dominansaly
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frekvencias csont-leg koz talalhat@ktiv otosclerosizan

-
- -
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csont-lég koz detektalhatd. Ezéktjelentbsen eltér az p

inaktiv otosclerosisahol atlagosan 45 dB-es idegi zaval

még ezen feliil 35 dB-es vezetéses komponens rdk8d .|
(12. &bra).

120

A  preoperativ  tympanometria az eset

TNF Weoze

Annular calcification

kétharmadaban As-tipusu, mig a maradék részbepuatti

gorbét eredményez. A tympanometrids vizsgalati.__.

12. 4bra Az otosclerotikus és a neatesclerotikus stapes fixaciok audiolégiai jellegzmségei, melye
kapcsolatban allnak a TNi€s az OPG mRNS expresszidjaval is. Azvaktosclerosis (a) enyhe vezeté
hallascsokkenéssel jellemezbieahol a TNFa expresszi emelkedett mig OPG kifejédés nem detektalha
Az inaktiv otosclerosisban (b) k6zepes foklu kevetiascsokkenés mutathatd ki, elhanyagolhatd TN#z-
fokozott OPG expresszid mellett. A nem-otosclergilstapes fixaciok kiterjedt (majdnem 60 8- vezetés
hallascsokkenést reprezentalnak, TNEs OPG negativitds mellett.
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egyébként is igen szerény a diagnosztikus ért@le eivégzése stapesiitét ebtt nem is
koteled érvényi. A multifrekvencias tympanometria leieé teszi a kozépfiul rezonancia-
frekvencigjanak meghatarozasat, mely frekvencianegkisebb a hangvezetrendszer
ellendllasa, igy a legkisebb energiaveszteséggetnik a hang tovabbitasa. A normalis
tartomanynal magasabb rezonancia-frekvencia halidZcolati fixaciéra utal. A korai
stadiumban a stapedius-reflex ,on-off” jelenségettaty mely a betegség progressziéjaval
teliesen megsmik és reflex mar nem detektalh#t6

Egyéb izgalmas fenomének is megfigyeltkedtosclerotikus betegeknél. Willis-féle
paracusisjelensége a betegek azon képessége, miszerifanmhevagy zajos kornyezetben
sokkal jobban hallanak, nyilvanvalé vezetéses ndgjidsuk ellenére. Magyarazatként
szolgalhat az, hogy a zajos kornyezet miatt betsamntelég k6zénél nagyobb hanéesl
beszél a kornyezetik, ezaltal a hallas nem, desaébértés javul. AVeber-féle paracusis

13. abra Marshall-féle stadiumbeosztas alapest az otosclerosos betegek cochlearis implantaciojé
készilt, annak elddntésére, hogy cochlearis vagestdralis otosclerosisrél van szé. 0. gradus: tzus
kapszulaban nincs jele manifesztalod6é hipodendeddi (A). |. gradus: kizarélag fenesztralis |ézefvagy
stapes talp megvastagodas (B). Il.a. gradus: méglagy hianyzo fenesztralis étattség és hipodenz l€zic
cochlea bazalis kanyarulatanal (C). Il.b. gradusghéns vagy hianyzé fenesztralis étaritség és hipodenz l€zi
cochlea apikalis kanyarulatanal (D). Il.c. graduggléw vagy hianyz6 fenesztralis éraritség és hipodenz 1€,
a cochlea bazalis és apikalis kanyarulatanal egyai). Ill. gradus: az egész otikus kapszula diffiagy
konflualo érintettsége (F).
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egyfajta bel§ ,tulhallas”, amely a pacienst leginkabb ragas ldizbavarja. Ebld adéddan a
beteg beszéde étkezés kdzben elhalkldérit jelends hattérzaj esetén

A preoperativ diagnosztikdban képalkot6é vizsgalaébkis van létjogosultsaga. A
»high-resolution computed tomography” (HRCT) érzékeege aktiv otosclerosis esetén 76%,
mig inaktiv otosclerosisban mar csak 61% és nersetamtikus stapes fixacidé kapcsan igen
alacsony, kortlbeltl 50%. Az otosclerotikus gocakotikus kapszulaban hipodenz Iézioként
fordulnak e, melyet Marshall szerint osztalyozhattthkl3. dbra). A HRCT képen lathaté
gocok altaldban nem befolyasoljak aitgtet, $t csekély informacio tartalmuk miatt
elvégzésik nem is kotel@zérvényi, azonban segitséget nyulthatnak az esetleges idegi
hallasromlés predikcidjarol. Mindemellett ezen Kkp modalitds igazi szerepe az, hogy ki
tudja zarni a fels félkords ivjarati dehiszcenciat, megallapithatjgoagenitalis kerek ablak
obliteracioét és informaciot szolgaltathat arueductus vestibultagassagarol, hogy ne
alakulhasson ki intraoperativ perilympha ,gushedejtirként etéré6 és eldllithatatlan
perilympha kiaramlas, mely az operaci6t ellehenéilg®. A ,cone-beam computed
tomography” (CBCT) a HRCT-nél joval kisebb sugaridéal atvilagito, alapvéen fogaszati
modalitas, mely az aktiv otosclerotikus gocot 10@8®rzékenységgel detektalja. Sajnalatos
médon az inaktiv fékuszokat az eljaras képtelerukatmi™.

Mindezek fényében érthigt hogy a stapes fixacié diagnozisat méar gyanitkagu
fizikalis vizsgalatok, hangvilla tesztek és audig#d leletek tiikrébelt. Explorativ
tympanotomia soran intraoperativ diagnoziskéntagest ankylosisat is meghatarozhatjuk,
azonban az otosclerosis diagnozisa kizarélag araitott stapes szdvettani feldolgozasa és
elemzése utan allapithaté meg, mely rutin klinkiasgalat soran nyilvan nem lehetséges. A
stapes ankylosisok pusztan kétharmadat okozza letosis, a maradék egyharmadot az
ugynevezett nem-otosclerotikus stapes fixacioktgkolde tartozik az annularis kalcifikacio,

globularis fibrézis, limfocitas infiltracié, haemiderdzis, granulémak és az amyloidosts. is

1.6. Kezelés napjainkban

A stapes sebészet komoly anatdmiai felkésziltségeigen kimagaslé manualitast
kivan. Szovdmeényveszélye és a potenciadlisan vele jaré élésam romlas miatt az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) és az Egyesiiltalysagban (UK) legtébbszor nem is
véllaljak fel ennek kockézatat az orvosok és hidlfiallokésziilékkel latjak el a betegeKet
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Napjainkban az otosclerosisbaifeldulo vezetéses hallascsokkenés egyetlen hatasos
kezelése riitéti jelledi beavatkozas, melynek két kulonbBoziltozata |étezik, nevezetesen a
stapedectomia és a stapedotomia. Mindkéitémtobb féle behatolasbdl végezhet
hallojarati Hrcsd elbemeléséig és a lateralis atticotomia elvégzésédpesek szinte teljesen
megegyeznekStapedectomiaoran el§ [épésként a stapes talpat punktaraljuk, majd @kag
am. stapediusnat és szétvalasztjuk az incudostapedidlis ietil&zutan a stapes fej évatos
elére, majd hatrafelé iranyuld mozgatdsaval kibilléktjaz egész stapest és eltavolitjuk.
Sajnalatos modon, &en a filkébe rogzilt stapes talp esetén a szupdrlst gyakran
letérik a talprol, és ilyenkor a korabban elkédritpuncturan keresztil specialis
mikromiszerek segitségével tdbb darabban tavolitjuk eblp tészeit. Ez utébbi igen
kifinomult technikat igényel, ugyanis a talp darkkfeliszhatnak gerilymphafelszinére
(,floating footplate”), vagy rossz esetben el isrifleetnek a betful folyadékterében,
azonnali siiketséget okozva. Parcialis stapedectakiaevezik a szuperstruktira és a talp
izolalt elil, vagy hatsé poélusanak eltavolitasat. skapedotomia egy technikailag
kénnyebben kivitelezhétbeavatkozas, melyben a fixalt stapes talpat aébidh hagyjuk, a
punktdra utan csak a szuperstruktarat tavolitjuléslfaréval, vagy lézerrel lukat Gtink a
talpon.

Mindegyik mitétnél a processus lenticularis incudi®s a perilympha tér kdzott
hallécsontlancolati hiany alakul ki, melynek athHé#ra szamtalan modszer létezik. Ezek
bemutatasat koltség vonzatuk és nem eredményesakgjan felsorolva ismertetjtk.

1. Autoldg kortikalis csont kolumella

2. Schuknecht-féle drét protézis

3. Egyéb protézisek

4. Pistonok

Jelen athidal6 modszerek kozott idedlis sebészilehmellett szignifikans kilénbséget
sem a hallasjavitasban, sem a szinények kikliszobolése terén nem tudtak kimutagyi, i
jelenleg a klinikai gyakorlatban az 6sszes alkalma#z és tudomanyos szempontok alapjan
elismert. A vilag az egyszélstben kivitelezhét stapedotomia felé tart, mely okainak részletes
ismertetése meghaladja jelen dolgozat hatarait.

A belssful hermetikus lezarasat régebben kimagasloan $oiado tartottdak a perilympha
csorgas megétése végett, igy kezdetben az ovalis ablak fllkéjéporalis fasciaval vagy
vénafallal boritottak. Napjainkban egyre gyakrabb@ényzik ez a mozzanat a stapes
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sebészetll és a protézis fiilkébe helyezé:
uthn gyakran az obliterdci6 cse
spongostan behelyezést jelent.

A stapes mikrosebészet kizardlag |
vezetéses hallascsokken:
helyreallitasaban bizonyulhat sikeresitek
ugyanis mind a mai napig
szenzorineurdlis  hallasvesztés  (kev
kivételtsl eltekintve) az orvostudoman
szamara gyoégyithatatlan.

A fent emlitett nitétek kozos
jellemzsje, hogy a bel&ll megnyilik,
emiatt  sterilitdsi szabalyok fokozot
betartasa szikséges. A szamtalan k6zé
mitétsl eltekintve ilyenkor a betgil |
szowdmények kockazate
megsokszorozodik (szenzorineural
hallascsokkenés tinnitus és vertigo 0,3-1¢
ban ebfordul). Stapes sebészetiiitatet
tilos (abszolut kontraindikacié) féott
vagy atelektaziara hajlamos (rossz fulki
funkcio) kozépfulben, szimultan fennall '
cholesteatoma vagy dobhartya perforac
esetén, és fals félkoros ivjarati

dehiszcenciaban végezni. Szisztémas vi

helyi ferivzés (pl. az ajak herpesz i,
o i . ., 14, abra Staps sebészet (stapedectomia) intrtaope
minimum harom hetes iteti prolongaciot ismertetése. Kezdetben levalasztiuk a halloj
. p ., bdrcsovet és éemeljik a dobhértyat. Ekkor lathat
jelent. A tag aqueductus vestibuygjik a chorda tympani, a dobiireg, a hallocsontiéa

. : p és a flulke ellks részében elhelyezkédotosclerotiku
perilympha gushert jelezhetée¢, mely az goc (a). Ezutan eltavolitiuk a stapest (b, e), |

erélyes antikoagulans kezeléssel egySchuknechféIe tantdl drét protézissel poétoljuk
lancolati hianyt (c). Az ovalis ablak filkét obliédjuk,
relativ. mitéti  kontraindikéaciot képez.majd a protézist ionomecementtel rogzitjik (d). ktét
soran egészben eltavolitott stape&roszkopos felvéte
Kontraindikacio fennallasa esetén annge).
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primer megoldasa szikséges és masodik Iépéshen gpblea stapes itét. Amennyiben
maga a probléma nem megoldhato, a beteg halldli@dalivalo ellatdsa célravedet
Kisérleteink soran kutatdcsoportunk stapedectondigzett és a hallécsontlancolati hianyt
Schuknecht-féle tantal drét protézissel hidalté&Eanek a beavatkozasnak a hallasnyereségen
kival a legjelenisebb ebnye, hogy az egész stapes eltavolitasra kerul ldsldezhatova

valik. Az igy kinyert stapes mintak képezik kis&taozataink bazisat (14. abra).
1.7. Gybgyszeres kezelési lelésegek
Az elsidlegesnek szamité operativ modszerek mellett érslesmdmba venni az

esetleges farmakolégiai kezelési |éisegeket, melyek a jében talan megoldast

jelenthetnek a szenzorineurdlis hallascsokkenésrnnitusra és a szédilésré4s* (15.

Otosclerosis A

Y
@3 @
)

(

A\ —
Pt
B T

Sebeszi kezelés B | | Gyogyszeres kezelés - elvart C | | Gyogyszeres kezelés - [dealis D

.’y R |

WS | 29S| :S“ o
)U o 3 s | TN

15. abra Az otosclerosis aktudlis terapias lefsigeinek sematikus attekintése. Az otosclerospedtalis é
pericochlearis gécokkal (A). 1 stapes, 2 processnscularis, 3 vestibulum, 4 cochlea, Skos kapszula,
meatus acusticus internus, 7 nervus facialis. Staggbészet -az ankylotikus stapes eltavolitdsa uté
hallécsontlancolati hidnyt protézissel helyetté&itj A sebészi kezelés pusztan tiineti, nem befoligasa
otosclerotikus gocokaB|. A gydgyszeres kezelés remélileg az otosclerotikus fokuszokat inaktivalja (Cx
idealis nem-sebészi kezelés helyreallitja az erétlapotot (D).
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abra). Mindemellett az autoimmun-, gyulladasos-cgsntanyagcsere szabalyozasi zavarok
egyertelnisége miatt okvetlenil mérlegelnink kell a koraitiggkfazisra hatd gydgyszeres
tamadaspontok lehidégeit is. Jelenleg az alabb ismertetett vegylletpkke sem szerepel
.evidence-based” ajanlasban, pusztan kisérletesustdan vannak, vagy elvi lelésggkent

mertlnek fel (1. Tablazat).

1. Tablazat. Az otosclerosis gyogyszeres kezelési léb&geinek attekintése.

Hatéanyag

Hatasmechanizmus

Elsé kdzlés (EBM szint)

Natrium-fluorid

Oszteoklaszt inaktivacio, az oszteolitikus zénditenacioja

Shambaugh és mtsai. 1964 (5)

Biszfoszfonatok

Oszteoklaszt inaktivacié, az oszteolitikus zéndiketacioja

Causse és mtsai. 1982 (4)

Bioflavonoidok

Az oszteoklasztok anyagcseréjének gatlasa

Sziklaitéai. 1985 (3b)

D-vitamin

Oszteoblaszt anyagcsere stabilizalasa

Brookes (B#§3

A-vitamin

Oszteoblaszt anyagcsere stabilizalasa

Grimaldi 1956)

Kortikoszteroidok

A perivaszkularis térben akkumulalodé T-sejtek thalcioja

Goodhill 1952 (n.a.)

NSAID?

A ciklooxigenaz rendszer gatlasa, csokkent gyuadanediator

felszabadulas

Huang és mtsai. 1990 (3b)

Kanyarévirus-ellenes

vakcinacio

Kanyardévirus-ellenes IgG terndelés

Arnold és mtsai. 2007 (2b)

Rekombinans OPG

Oszteoblaszt aktivacio, oszteoklaszt inaktivaciamsptozis

Zehnder és mtsai. 2006 (3b)

Anti-TNF- a antitest!

A szolubilis TNFea inaktivacidja

Hipotézis — n.a.

Anti-RANKL antitest °

A RANK-RANKL tengely gatlasa

Hipotézis — n.a.

Metothrexat

Citosztatikum. T-sejt gatlas és apoptoézis

Hipotéaisa.

Leflunomid

Immunomodulans szer. T-sejt gatlas és apoptozis

otBls — n.a.

'Evidencia szint:1a: randomizalt-kontrollalt tanulmanyok rendszerezetekintése;1b: egyedi randomizalt-kontrollalt tanulmanga:
kohort-vizsgalatok rendszerezett attekinté2é; egyedi kohort-vizsgalat2c: kimeneti tanulmany;3a: eset-kontroll tanulméanyok
rendszerezett attekintésgh: egyedi eset-kontroll tanulmang; esetmegbeszélések; szakember 4ltal adott tapasztalati vélemétNon-

steroidal anti-inflammatory drugOsteoprotegerifiTumor Nekrézis Faktos->Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-b Ligan

1.7.1. Csontanyagcserére hat6 szerek

A csontanyagcserére hatdé szerek koziul a legterjexdalbb irodalmi héattérrel
mindmaig anatrium-fluorid (NaF) rendelkezik. A kilonbézfluorid derivatumok a koros
csontremodellacid potens antagonistai, hatékongéakkentik az oszteoklaszt aktivaciot és a
kovetkezményes oszteoliZist: Vartiainen és mtsaiudésitottak arrél, hogy a fluoridokban
gazdag ivOvizet fogyasztd otosclerotikus betegey- |és csontvezetéses hallaskiiszébe
42,43

szignifikAnsan jobbnak bizonyult, mint a csak fidszegény csapvizhez hozz&tss

Evekkel késbb ugyanez a kutatdcsoport kozolte az ivoviz fdidairtalméanak fiiggetlenségét
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az otosclerosistél és az alacsony (1-3 mg) dozistrifipétlas hatastalansagitBretlau és
mtsaiotosclerotikus betegek NaF terapidjanak hatékaytsértekelték ki prospektiv, kést
vak, placebo-kontrollalt klinikai tanulmanyban. Hmeényeik alapjan a placebo csoport
hallasa szignifikansan tébbet romlott, mint a n&pimg fluoriddal aktivan kezelteké® Az
ellentmondasos adatok ellenére uggik, hogy a nagy doézisu (40-60 mg/nap) NaF terapia
hatékony a betegség aktiv stadiumaban, azonbageazomoly mellékhatasok (m4j-, vese-,
szivelégtelenség) tikrében nem terjedt el a kliggakorlatban.

A biszfoszfonatola csontlebontas soran szelektiven képesek gamlmszteoklaszt
aktivitast és a kovetkezményes csontreszorci6tNémely szerd a biszfoszfonatokat anti-
oszteolitikus tulajdonsaguk miatt a NaF terdpiaralitivajaként javasolja fluorid intolerancia
eseté’*® Egy prospektiv, kefs-vak tanulmény sziiletett az otosclerotikus progries
hallascsokkenés Etidronat kezelésének kiértekeléggabol, mely szerint a hallas
stabilizalédasat és a légvezetéses hallaskiiszobrtelyti javulasat észlelték A sulyos
biszfoszfonat asszocialt mellékhatasok szerencsi&ipeszien ritkdk, azonban nem lehet
megfeledkezni a mandibula oszteonekrézisarél, & vesicitasrél, a nyécss malignoma
kialakulasarél és az akut idegi hallasves#iésen’*°

A bioflavonoidolat, ahogy a NaF-ot és a biszfoszfonatokat, az ogatézis
kezelésének egyik igéretes gyogyszereként tartaszdmon’. Az Ipriflavone in vitro
csokkenti a csontreszorpciét és noveli a kollagéimtézist egészséges é€s otosclerotikus
csontkulturakban, ezaltal d&slegiti a litikus Uregek organikus matrix-szal vald
kitoltsdését™12 Sziklai és mtsaegy kis elemszamu kég-vak kisérletet bonyolitottak le,
melynek 16 szubjektiv tinnitusban szen¥eotosclerosisos beteg volt &skerepbje. Az
alanyokat napi 4x200 mg Ipriflavone-nal vagy planedd kezelték harom hoénapig
preoperativan és harom honapig stapedectomia étaeljes hat honapos kara utan, az
Ipriflavone-nal kezelt csoport minden tagjanak etgiénien csokkent a fulzagasa, mig a
placebot szetk korében csupan a résztékvfele tapasztalt hasonfdt Altalanossagban
elmondhat6, hogy az lIpriflavone k@&teppen biztonsagos és ol toleralhatd, azonban
Magyarorszagon mar nem forgalmazzak.

Brookes és mtsad7 klinikailag otosclerosisban szendebletegD-vitamin szérum
szintjét vizsgalta. Az alanyok 21,7%-aban a vémplaz25-hidroxi-D3-vitamin szintje
abnormalisan alacsony értéket mutatott, valaminbetegek 33%-anél talaltak fokozott
alkalikus-foszfataz aktivitast. A rendellenesercatmy D-vitamin szinttel rendelkébetegek
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aktiv D-vitamin és kalcium poétlasanak hatasara mahketegnél szignifikans hallasjavulast
tapasztaltak.

Az A-vitamin is befolyasolja a csontanyagcserét, mivelhogy daypervitaminosis
feltehebleg oszteoklaszt-medialt modon elvékonyitja a csoesontokat és fokozza azok
fragilitasat®>®® Jelenleg még csak szovettenyészeteken végzettakok eredményei

elérhetek, azonban ezek is igen ellentmondésosak.
5}

i gf
.@%vﬁl' E*‘l g*ﬂ &;n

7
€D4*aTL i

16. abra Az otosclerotikus csontatépilési zavar patomednamsanak attekibse a lehetséges terd)
célpontok abrazolasaval. 1: natrium-fluorid, 2:zbiszfonatok, 3: bioflavonoidok, 4: D-vitamin, 5-Atamin,
6: kotikoszteroidok, 7: NSAID-ok, 8: kanyaré ellsneakcinacid, 9: rekombinans OPG, 10: anti-TeyFE1;
anti-RANKL, 12: methotrexat, 13: leflunomidRoviditésekMV: kanyardvirus, CD46: kanyarovirus receg
CD51/61: oszteoklaszt funkcionalis antigén, TL:ifffbcita, aTL: aktivalt Tmfocita, EP: embrional
prekurzor, OP: oszteoklaszt prekurzor, MO: monqditBV: majas endotdél venula, OB: oszteoblaszt, aC
aktivalt oszteoblaszt, OC: oszteoklaszt, aOC: aktioszteoklaszt.

A rekombinans huménkalcitonin szerepe is felmerllt mar az otosclerosis
terapiajabafi®"® jelentiss oszteoblaszt névekedést serfers oszteoklaszt-dependens
csontreszorpciét gatlé hatasa mfatAzonban mindmaig csak két kézlemény hozzaférhet
irodalomban, az egyikben egy agressziv otoscldrasisszenvetl beteg lazac kalcitonin

terapiaban részesult. A szé&kzhallasjavulasrol és fllzdgasos panaszainak cs@dal

Dr. Liktor Balazs Ph.D. értekezés 24



szamoltak b®. Hat évvel késbb ugyanez a szefz23 otosclerosisos beteget kezelt
intranazalis kalcitoninnal, melyre az alanyok 19;4%0 dB-nél jeleritsebb hallasjavulasrol
és 25%-a a tinnitus megs®séél szamolt bé® (16. abra).

1.7.2. Gyulladascsokkehanyagok

Az otosclerosis korai (aktiv) fazisa gyanithatéanyarovirus fefizés altal kivaltott
oszteolitikus gyullad4$ ugyanakkor az otikus kapszula ellen Iétréjautoimmun
reakcionak is lehet létjogosultsaga a betegségypatziséber’. Ezen folyamatok alapjan a
gyulladasgatlé terapianak nem csak elvi [8bétje mertl fel otosclerosis kezelésében.

A nem-szteroid gyulladdscsokkékt(NSAID) a ciklooxigenaz enzim gétlasa réveén
beavatkoznak a prosztaglandinok (PG) anyagcserejébeel befolyasolni képesek a
csontreszorpciét és a csontfelépftEst Az NSAID-ok tesztelését egy ll-es tipusu kollagén
indukalt patkdny otosclerosis-modellen végeztékdelindomethacin, még a kalcitoninnal is
jobban gatolta az oszteoklasztok szamanak emelkedés csontreszorpcibt

A Kkortikoszteroidok eredményesen csokkentik a proinflammatorikus ntextik,
citokinek és novekedeési faktorok felszabadulasatit@ csillapod6 gyulladashoz vezetnek. A
parenterdlis vagy per os alkalmazott szteroid tarépisztémas nemkivanatos mellékhatasai
miatt az intratympanélis felnasznalésik hosszabb tavon kiviteleztieel®. Egy tanulmany
szerint 6t alkalommal megismételt, 4 mg/ml-es iytrgpanalis dexamethason injekcio nem
idézett eb valtozast a kuts szrsejtek funkciojaban, melyet otoakusztikus emisszio
segitségével monitoroztdk azonban otosclerotikus betegeken ilyen jéllddgsérlet nem
tortént.

Az irodalomban senki sem szamolt be kilénfétenunszuppresszikiatéanyagok
hasznalatarol, igy a Methotrexat-rol, a Leflunomtifj- az Azathioprin6l és a
Cyclophosphamid-rél jelenleg nincs eléhetdat. Ezidaig pusztan a Cyclosporin-A

hasznalata merdilt fel elvi sikdh
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1.7.3. Célzott (bioldgiai) terapias hatéanyagok

A csontreszorpcid legésebb inhibitora az OPG, mely kodzvetlenil gatolja az
oszteoklasztogenezist, €s kozvetve akadalyozza d-oTNmedidlt RANK-RANKL
kélcsonhatadt™> A rekombinans human OPGisérletek &llatokon mar megindulfak
azonban az emberi felhasznalas még varat magara.

A csontforgalom egyik legbb szabalyz6ja a RANKL- és a DKK1-fuggitvonalon
keresztil haté TNR¥#*, melywl nemrégiben bebizonyosodott, hogy otosclerosisban
béségesen termidik®?® Az otikus kapszulaban l8vokalis TNFa tlprodukcié valthatja
ki a gyulladdsos reakciét és a fokalis csontresz6tp Elméletileg lokalisan vagy
szisztémasan adagolTNF-a inhibitorokkal konzervativ. moédon lehetne kezelni az
otosclerosist és az 4ltala kivaltott szenzorinésitédllascsokkenéstEzidaig csak egy olyan
kisérleti jelled tanulmany jelent meg, mely intratympanalis Infindb kezelésben részesitett
»=autoimmun beléful betegség” (AIED) miatt szenzorineurdlis halksikkenésben szenuid
pacienseket. Infliximab hatasara néglynarom esetben a tisztahang kiiszébaudiometrian a
beszédfrekvenciak atlaga 22,6 dB-lel javult, mejen jelenés hallasnyereségnek szamit.
Ezen tanulményban kilenéb hét beteg énybsen reagélt az Infliximab kezelésre és
relapszusaik szama is nagymértékben redukaf8dott

A TNF-a-n, B-sejteken és az OPG-n kivil a cathepsinek, RIBANNnt-B-catenin,
sclerostin és DKK1 is a gyogyszeres terapia legesé&eélpontjava valhat a fent leirtak
szerint. Az anti-RANKL antitestet a Denosumab-ovaldagytdk a posztmenopauzalis
oszteoporozis kezeléséBBénA cathepsin K-gatlé Odanacatib-bel is Klinikaizsgalatok
folynak®.

1.8. Az egyedulallo otikus kapszula

Az otikus kapszula kifejezés a hartyas labirint@sik csontos tokot jelenti. Ez az
emberi szervezet legkeményebb csontja, mely 6dégeben, morfologidjaban és
tulajdonsagaiban is eltér a temporalis csont eggébeitl'®. Az otikus kapszula enkondrélis
(indirekt) csontosodassal jon létre a 16. gesz$adiétre, azaz a kialakult porcvazban
oszteoblasztok altal apré csonttelepekofirjiek ki, melyek atalakitjdk és elcsontositjdk a

kapszul&t®® Ez a jelenség nem jellethz koponyatét egyéb csontjaira, melyek direkt
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i
18. abra Egér cochledban detektalt OPG mRNS expressziomégfigyelhet a jelenés mennyisét OPG
cochlea lagy szoveteiben, kilondsképpen az intédtiersejtekben és a stria vascularis terulefividitések:

RC: stria vascularisban 18vgyokér sejtek, L: limbus, ID: interdentdlis sejtéBC: Corti-féle szerv, Fl: &<
tipusu fibrocitaZehnder és mtsai.

B

csontosodassal kéfdnek, vagyis a készoveti alapallomany porctelepek égjese nélkil
kozvetlenll elcsontosodik. Az otikus kapszula alaka az els életév végére teljesen
befejeddik, majd az élet éfehaladtaval a csontforgalom szinte teljesen lealt,
oszteoblasztok és oszteoklasztok aktivitasa nutl&ldaelit®. Magyarazatul szolgalhat, hogy
az alacsony csontanyagcsere az egész életen atjarébdeni a hartyas labirintust és a Corti-
féle szervet a biomechanikai valtozasoktol, ezzabbitva egy allando kérnyezetet a hallo-
és egyensllyozé rendszer periférias végkésziléRéBedkekes jelenség, hogy a koponyaalap
specidlis, az otikus kapszulat is éfirtbrései utan, az alacsony csontremodellacié miatt
csontos kallusz soha nem kégik, pusztan kdtszovetes regeneracié kovetkezik 8

Az otikus kapszula kulonlegességeinek ala

feltehetleg az OPG és az otikus kapszula falah
elhelyezked ,lakunokanalikularis” rendszer. Ahog
kordbban mar emlitésre kerilt, a cochlea |
szoveteiben jelefis mennyiség OPG mMRNS szintet
mértek, majd az otikus kapszula felé exponencidligs
csokkent a detektalhat6 OPG mennyisége &3

csontban nem volt kimutathatd OPG expresszio (

abra). Kovetkezésképpen azt feltételezzik, hG7 apra Az ofikus kapszula szerteag;

cochlea sajat integritisanak miexpse céljabg|'akunokanalikularis  rendszerének  3D-
rekonstrukcidja. SL ligamentum spiraleCL

termel OPG-t és szekretalja a perilymphaba, hogyakunokanalikularis rendszer, B  cst

otikus kapszula lakunokanalikularis rendszer”eMnder €s mtsai
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keresztil diffundalva eljusson a csontszovethez semite teljesen megallitsa annak
anyagcseréjét (18. abra). Ezzel a frappans megoldassal biztositia a cochigat s
biomechanikai stabilitdsat mely elengedhetetlen pfalgétele a hangfeldolgozas
allandosaganak.

Az otikus kapszula alapv@n harom eltér csontszdr réteglél all. Belul, kozvetlentl
a perilymphaval hatarosan andosztedliséteg helyezkedik el, mig kivilperiosztealigéteg
taldlhat6. Kbzépen globuli interosseifoglal helyet, ami olyan embriondlis csontmaragyan
mely egész életen at perzisztalé embriondlis kanitikat tartalmaZ. Ezen embrionalis
maradvanyokrol joggal feltételeziiethogy a késbbi otosclerotikus gocok kiindulasi helyei
(embrionédlis kondrocita reaktivacié hipotézise) deteK!. Mindamellett ezek a sejtek
eltinnek az otosclerotikus fokuszokbol és aktiv osdtesztokkal cserédnek ki. A
betegségmentes félth otikus kapszulaval szemben az otosclerotikus agxteoklasztjai és
oszteoblasztjai egy specidlis embriondlis glikopidii a CD51/61-et (oszteoklaszt
funkciondlis antigén) expresszaljak, melyet kutatgortunk irt 1&. Raadasul a fokozott
BMP, TGF és TNFe expresszid is alatamasztja az embrionalis kontiroaaktivacio
hipotézisét az otosclerosis patogenezisében. Kotabblmanyok szerint a kondroblasztok és
az oszteoblasztok reaktivalodhatnak és oszteokldsatalakulhatnak példaul a kanyarovirus
fertdzés altal @lidézett gyulladasos reakciénak koszovkat '

Anatomiai és funkcionalis szempontok alapjan aestagpgy onallé egység, azonban
megle® modon két kulon tele@ fejlodik. A szuperstruktira a Reichert-féle porcbdl
szarmazik, ami a Il. vagy ,hyoid” garativ részeyagakkor a stapes talpa érdekes modon az
otikus kapszula mezodermalis résdéblakul ki. Ez az észrevétel a magyarazata annak a
ténynek, miszerint kizardlag a stapes talpban #hakwki otosclerotikus goc, a stapes egyéb
részeiben sohaséi Okvetlenil megemliterid a fibrézus szévetet és éretlen porcot
tartalmazofissula ante fenestrammely preformalt topoldgiai régioként predilekcibislye
mind a stapedidlis, mind a cochlearis otoscleragfSm fissula ante fenestram m. tensor
tympaniinanak lateral felé kanyarodasanal, mindjart azlisvablaktol elre és a processus
cochleariformistol hatrafelé helyezkedik el. Legkngbban az ébb emlitett anatomiai
régidban fordul € otosclerotikus géc, azonban autopszias vizsgalatekint létrejohetnek
gocok pericochlearisan (35%), perilabirinter (159%),stapes talpban (95%), az ovalis
ablakban (90%) és a kerekablak fiilke (40%) szonssmgbah(19. 4bra).
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19. dbra Az otosclerotikus fékuszok predilekcios helyeirdfordulasi gyakorisaga az otikus kapszulaban.

Dr. Liktor Balazs Ph.D. értekezés 29



2. PATOGENEZIS

Az otosclerosis egy ismeretlen etioldgiaju komptesgbetegedés, melyet genetikai és
kornyezeti faktorok szofisztikalt 6sszjatéka val{20. abra). Az elmult évtizedekben szamos
prébéalkozas tortént tovabbi etiologiai tén§leazonositasara, hogy feltérképedhétvaljon a
betegség patomechanizmifsalelen fejezetben az otosclerosissal dsszefiigghshett
patogenetikai tényéket ismertetjuk.

GENETIKAI HATTER

OTSC (1-8) gének, BMP-, TGF-p1-, COL1A1/A2 polimorfizmus,
a CD46 molekula alternativ splicing-ja, HLA asszociacio

Kanyarévirus Autoimmunitas Gyulladas

Nemi
" hormonok

y/ Kornyezeti tényezék

S

20. abraAz otosclerosis etiopatogenetikai tén§ieek sémas abrazolasa.

2.1. Genetika

Otosclerosisban szenuedoetegek csaladi halmozodasa mar régota elfogatottn
szamit. A betegség genetikai determinaciojanak mpgzansabb bizonyitékat Kklinikai
otosclerosisos monozigéta ikrek szolgaltatjak, a&lka konkordancia szinte minden esetben
megfigyelhet’>. Szamos o6rokdési moédot inditvanyoztak mfdr azonban manapsag az

otosclerosist egyetemesen autoszémalis dominansalbds betegségnek tartjak 40-45%-0s
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inkomplett penetranciaval’. Az inkomplett penetrancia jelensége a betegekréggénél a
betegség-asszocialt genotipus mellett nem mardlésizt jelleget jelentf. Az esetek
nagyjabol felében a betegségfeldulasa sporadikus modon, azaz pozitiv csaladime@zis
nélkiil jelentkezik®.

Tobb stratégia létezik a kilonféle betegségek gaehatterének felderitésére. A
kapcsoltsagi tanulmanyok a betegséget okoz6 génoaitdsa érdekében hatalmas, tobb
generacios csaladokat tesznek géreta és analizéljak azok genetikai allomanyat. Ezze
szemben az asszociacion alapuldé tanulmanyok eggrdggin populacidban keresik a

kapcsolatot bizonyos gének és a kiszemelt betdgs&ijt.

2. Tablazat. Az otosclerosissal 6sszefiiggésbe hozhat6 l6kuszok.

Lokusz Szarmazasi orszag Elsd kozlés
OTSC1 (15g25-g26) India Tomek és mtsai. 1998
OTSC2 (7q34-936) Belgium Van Den Bogaert és mtsai. 2001
OTSC3 (6p22.3-p21.2) Ciprus Chen és mtsai. 2007
OTSC4 (16g21-9g23.2) Izrael Brownstein és mtsai. 2006
OTSC5 (3922-g24) Dania Van Den Bogaert és mtsai. 2001
OTSC6 (feltételezett) n.a. n.a.
OTSC7 (6g13-916.1) Gorogorszag Thys és mtsai. 2007
OTSC8 (9p13.1-9g21.11) Tunézia Bel Hadj Ali és mtsai. 2008
OTSC9 (feltételezett) n.a. n.a.
OTSC10 (1g41-q44) Dania Schrauwen és mtsai. 2011

2.1.1. Kapcsoltsagi tanulmanyok (linkage study)

Kapcsoltsagi tanulmanyokat hasznalnak a betegskgekleli szegregacioért feted
genetikai faktorainak azonositasdhoz. Hatalmascletiasisos csaladok esetén néhany szaz
vagy néhany ezer genetikai markert analizalnak, yhageghatdrozhassak, melyik
kromoszOma régidban talalhatdo a betegseg kialakéittigelebs gén. Ezutan a felfedezett
kromoszoma region belll hosszantartd és aprolékoskaval azonositjak a betegségert
felelss gént®. Napjainkig, a genetikai kapcsoltsagi tanulmanyisszesen tiz kiilonbéz
otosclerosissal Osszefiiggésben all6 l6kusz (OTSP1iEtezését demonstralfak (2.
Tablazat). Annak ellenére, hogy ezeket a |okuszéddadrképezték, sem kivaltd gént, sem
fehérje terméket nem sikeriilt idaig identifikdinigyanakkor képtelenek voltak 6sszefiiggést

kimutatni kapcsoltsagi tanulmanyok segitségével otasclerosis és az ABO, MN, Rh
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vércsoportok és a kiilénféle haptoglobin genotipusaott .
2.1.2. Asszociacion alapul6 tanulmanyok (assoaiastoidy)

Az otosclerosis és az MHC | (major histocompatipitomplex) molekula kdzétt is
felmerilt a kapcsolat, ahogy szamos autoimmunnebttebetegség esetében is. Noha az
MHC | antigének egyik osztalydnak sem tudtak enuskieprevalenciajat kimutatni, a HLA-
B40 ebfordulasi gyakorisaga szignifikhnsan alacsonyabbrakonyult otosclerosisos
betegekben, mint egészséges donorokb®HLA rendszer fehérje antigéneket prezental a T-
sejteknek, igy kimagasléan fontos szerepet jaeziknmunrendszer ilkodésébeif.

Az otosclerosiskollagénhipotézise szerint az l-es tipusu kollagén Al é2 A
alléljeinek (COL1A1 és COL1A2) promoter régidjablaekovetke# mutaciok vagy SNP-k
(,single nucleotide polymorphism”) allhatnak a lgtég hatterében. A kollagén molekula egy
evolucionalisan meglehiden valtozatlan, fibrillum-kégzmolekula, mely két-1 és egyn-2
lancbol all6 ,harmashélixet” alkbt Elssként McKenna és mtsatalaltak 6sszefiiggést
klinikai otosclerosisos paciensek és a COL1A1 mat&zott, melyldl feltételezésik szerint
az otosclerosis esetleg oszteogenezis imperfegiaaszteoporozis lokalizalt manifesztacidja
lenn€>. A késibbiek soran ugyanez a kutatécsoport ugyancsakkhiinbtosclerosisban
szenved betegek Brébsl szarmazd fibroblaszt sejtkultirdkon tanulmanyoataCOL1AL
MRNS expresszio mértékét. Az oszteogenezis imp@rfakellentétben, az alanyok igen kis
hanyadaban detektaltak alacsonyabb allél expre&szifas vizsgalatokban a COL1A1 allél
elss intronjanak Spl része hasonldsagot mutatott aremsarézisban talaltakh6z Az
eddigiekkel szoges ellentétb&odriguez és mtsaiem tudtdk megésiteni a COL1Al és
COL1A2 szerepét az otosclerosis etiopatogenezi&bafégiil Chen és mtsaazonositottak
protektiv €s hajlamosito COL1A1 gén haplotipusoaatelyek kaukazusi fehér populacioban
szignifikdns médon dsszefiiggést mutattak az otrssiksal’.

A TGF#1 egy univerzalisan elterjedt citokin, amely szetepdszik kilonbo#
gyulladasos betegségekben és esetlegesen az misiscl@atogenezisében ’ds Nagy
beteganyagot felolélbelga, holland és francia populaciok analizispjalaa TGH1 gén
T2631 SNP-je statisztikailag szignifikdns dsszefégfgen all az otosclerosisgalAz Gjonnan
ismertetett varians a 263. aminosavban kilonb6zikGE$1 fehérjésl®®. Thys és mtsai

eredmeényei szerint a TR 1263 variansa biologiailag aktivabb a T263 akélrés eme
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varians protektiv természetaz otosclerosis manifesztacidjaval szenibeilképzelhes,
hogy gatolja az oszteoklasztokat és megakadalyazbategség korai fazisaban jellémz
csontreszorpciot. A fent emlitett populaciokban@FB1 DNS szekvencia analizise harom
ritka nem-szinonim mutaciot (E29, A29, 1241) téet, fmelyek befolyasolhatjak a TGH-
funkciojat és aktivitasat. Az dls a G29E varianst két belga-holland otosclerosizisgben
detektaltdk, mely megvaltozatja a szignal peptidithai helyét és hosszabb pre-T&F-
molekulat eredményez. A masodikat, a G29A variggst francia paciensben mutattak ki és
annak ellenére, hogy ez a csere nem valtoztatjaarteggitas helyét, potencialisan eliminalja
azN-myristolacidhelyét. Az utolsé ritka varians egy belga-hollatanynal felfedezett T2411
variacié, mely megvaltoztathatia a foszforillacidagy az amidacid helyét Ezek az
észrevételek azt sugalljdk, hogy a T@&EF-kulonféle ritka variansai hozzajarulhatnak az
otosclerosissal szembeni fokozott fogékonysaghoz.

Az .embrionalis porc reaktivalodasanak” hipotéziseerint az emelkedetBMP
aktivitas szintén szerepet jatszhat az otoscleqaisgenezisében. A TGFszupercsaladba
tartoz6 BMP-k nbvekedési faktorok, melyek részizmek az enkondralis csontosodasban, az
Uj csontfelépitésben és helyredllitt mechanizmusoklehnerdt és mtsadtosclerotikus
stapes talpakban immunhisztokémiai vizsgalatokkegnéfikAnsan magasabb BMP 2, 4 és 7
expressziot detektaltak. Tovabba azt is megfigkeltdgy az eldbbiekben emlitett BMP-k
hatdsa a BMPR-1B-n és BMPR-2-n keresztiil kozsditf®. A késsbbiek soranSchrauwen
és mtsahem meglefp médon szignifikans 6sszefiiggést talaltak klinitsclerosis és BMP
2 és 4 expresszio kozott. Két otosclerosis-assitdsMP-161 szamoltak be a BMP 2 és 4
génjeiben, melyll a BMP izoformak lehetséges kockazatnévekzerepére hivtak fel a
figyelmet®. Az el$y nem-kédolé6 SNP rs3178250 (BMP2) a 3’ nem-kédol@idigan
helyezkedik el, mig a masodik rs17563 (BMP4) amanasseréhez vezet a BMP4-ben, mely
szorosan korreladl az otosclerosissfetdulasaval. Racionalis médon érthiet hogy a
csontkép#désnek a BMP-k és a T@¥4is kulcs regulatorai, raadasul a BMP és a TGF-
utvonalakban szamos 6sszefonodas figyélnetg, melyek néhol ellentétes kolcsénhatasokat
eredményeznek a két fehérje csoport kéz8tt

A RELN gén és annak polimorfizmusai is szoba kertltelo@sclerosis genetikai
hatterével kapcsolatbdin A RELN gén egyetlen extrém nagyméreextracelluléris
matrixfehérjét kodol, melyet reelin-ként aposzthodk. A reelin egy specialis ,decoy”

receptor, mely szinte kizarélag neuronalis elemekioedul eb és az emberi agy féflése
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soran sok mas egyéb mediatorokkal egyltt szab&dya@zz idegsejtek migraciojat és a
szinapsziskégiést’. Van Camphivta fel ebszér a figyelmet a RELN SNP-inek lehetséges
szerepére az otosclerosis etiologigjaban, n@gtrauwen és mtsdeljes genomot leféd
asszociaciés tanulmanyt végeztek, amelyben 550000P-tS vizsgaltak a klinikai
otosclerosissal 0sszefiiggésben. Eredményeik al&gtotosclerosissal szorosan asszocialt
SNP-6l szamoltak be, majd érdekes mddon igazoltdk a RELRNS jelenlétét és a reelin
fehérje expressziot a béfélben és az egészséges emberi stapes talpffaEzs koveben
tobb szeré klinikailag otosclerotikus beteganyagot vizsgalisszeflggést mutatott ki az
otosclerosis €s a RELN SNP-k allélheterogenitasgdtko Kutatocsoportunk szévettanilag
igazolt stapes talpak analizise soran RELN-spedfimRNS-t nem tudott RT-PCR-rel
kimutatni, azonban immunfluoreszcens prébaval miatien reelin fehérje expressziét
detektaltunk. Meglatasunk szerint a reelin fehén@rionalis fejpdésben jatszott szinapszis
képd szerepe miatt lehet jelen a neurondlis elemekillkett otikus kapszulaban, azonban
aktiv mRNS atiras nem tortéfitk

Ujabban a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszefRAAS) is belekeverik az
otosclerosis patogenezisébe. A RAASGstgban a vérnyomas szabalyzasban és a volumen
haztartasban jatszik nélkilozhetetlen szerepetkaao kimutattak, hogy az angiotenzin I
eléseqiti a TNFe. expressziot, és ezuton kapcsoltak 6ssze az dkibelerosisban megjelén
TNF-a talprodukciéval. Tobb gén polimorfizmusat tartékprilagra (AGT M235T-t, ACE-
I/D-t és AT-IR A/C1166), melyek 0Osszefliggésbe hoahla a betegséggel. Kezdetben
ellentmondasos informaciok lattak napvilagot, igyutakocsoportunk szoévettanilag
megebsitett stapes talpakon végzett kisérleteket, melyek ké&bbi kisérletsorozatok
kapcsan részletesen targyaltik

2.2. Kanyarovirus és receptorai

Az utobbi évtizedekben komoly figyelem fordult atsclerosis viralis eredete felé,
miszerint kilénbo& virusok (kanyard, mumpsz, rubeola, herpesz szinpilels 1) szerepet
jatszhatnak a betegség patogenezisében. Manapsag atdkabb ugy inik, hogy az
otosclerosis egy perzisztaléanyarévirus fertszés kovetkezménye A kanyarévirus egy
Paramyxovirus csalddba tartoz6 RNS virus, melyrmékidanyaga negativ egyszalid RNS.
Neuraminidaza nincs, azonban tartalmaz a scyntitépzésben résztvévuzids fehérjét,
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valamint haemagglutinit €s haemolizint. Nukleopirotés matrix protein szikséges a viralis
RNS stabilizaciéjahoz és replikaciojahde21. abra).
1986-ban  McKenna és mtsai

elektronmikroszkoppal analizaltal g

otosclerotikus ~ szovetmintakat, mely sore =

pleomorf filamentozus stru ktl]rék

azonositottak oszteoblaszt sejtekiién Egy |

koncentracioban figyeltek meg 1gG antitesteki#&

szemben a normadlis csontot tartalmazé st

. . ik . , 21. abra A kanyarOvirus transzmissz
antigének  hianyozt Erdekes mOdoneIektronmikroszkc')pos (TEM) szerkezi

alacsonyabb kanyardvirus-ellenes IgG szinteMedfigyelhet a jellegzetes gombolyde forma
valamint a negativ egyszali RNS genossRNS

észleltek az otosclerotikus betegek szérumalgyrialt,  feltekeredett  4llapota.  httflvms
Je|blogspot.hu/ 2010/ 11/ introduction-history-of
viruses.html

megfigyelés dinyds lehet a preoperativ

mintakkal, ahol az IgG antitestek és virl';?-,;,

mint az egészséges kontrollokban.

diagnézis felallitAisab&n Egy évtizeddel kébb kutatécsoportunk figyelemre méltd
mennyiséfj otosclerotikus stapes talp segitségével igazolmydrovirus egyértelin
jelenlétét és azonositotta CD46 (kanyarovirus husegeken éifordulé receptora), CD51/61
(oszteoklaszt funkciondlis antigén), TNFés osteoprotegerin jelenlétét Egy nemrég
megjelent k6zlemény a kanyardvirus és az otosétekizott direkt ok-okozati 6sszefiiggést
elemezte, miszerint az kanyardvirussal szembeningkcpopulacidban alacsonyabb az
otosclerosis incidenciaja, mint a nem atoltott papidbari®.

Kordbban mar emlitésre kerilt, hogy a CD46 molekal&kanyardvirus human
cellularis receptora, amelyet membran kofaktor girotek (MCP) is neveznek. A CD46
kofaktor aktivitAsa soran a C3b és C4b komplemamhgonensek inaktivalasaval védi a
gazdaszervezetet a komplement rendszer okoztadd&esktd®>. A CD46 mRNS egyetlen
gén®l irodik at, mely poszt-transzlacios médosulasorgynét alternativ splicing (MRNS
poszt-transzlaciés moédosulasa, melynek lényegey legyy adott gérdl atirodott mRNS
szamos fehérjét kddolhat, melyek keletkezése aggiriddben is torténhet) soran. Utdbbi

jelenség megdontotte az ,egy gén egy fehérje” Bist. A CD46 az 6sszes human sejt
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felszinén manifesztaléodo I. tipusu transzmembrakogtotein, melynek eddig 6sszesen
tizennégy alternativ splicing variansa isfieft Kutatécsoportunk korabbi kisérletei soran
szignifikansan emelkedett CD46 expresszidét detekt@lmunfluoreszcens vizsgalattal
otosclerotikus stapes talpakban. Raadasul négyDdjeCGalternativ splicing varianst sikertlt
kimutatnunk otosclerosisos stapes talpakbdl, melyekl, 0s2, os8sos4nek neveztink. Az

egyes variansok izoformdit fehérje-szinten is gsikerazonositanunk. Jelen izoformak
rovidebb vagy hianyz6 transzmembran domain-nel elednek és egy egészen ritka
citoplazmatikus farokkal, amelyhez megvaltozotéfetel tarsul. Emellett a kanyarovirus
kot kepesseguk valtozatlan. Kovetkezésképpen az etoswd specifikus CD46 izoformak
€s azok megvaltozott funkcidéi szolgalhathnak magattd az  otosclerosis

organotropizmusara, a Vvirus-asszocialt etiolégiags az autoimmun-gyulladasos

patogenezisfé®

2.3. Kdrnyezeti tényesk

Jelen fejezetben a kérnyezeti hatasokat rovidegyya§juk, kizarolag a dolgozat logikai
vaza miatt, azonban ezékrma vegyuletekél mar részletesen beszamoltunk a ,Gyogyszeres
kezelési lehéiségek” részben. A kilonféfuorid derivatumok a kéros csontatépilés potens
antagonistai, azaz deprimaljak az oszteoklaszvaitit és a kdvetkezményes oszteolf2ist
Oszteoporodzisban a fluorid feltartoztatia a csapést é€s stabilizalla a Paget-kor
progresszidjat anélkiil, hogy befolyasolna a csoésik incidenciajat

Az emberi szervezetben ®- és az A-vitamin szintek is befolyasoljdk a
csontanyagcserét, ezaltal befolyasolhatjdk az asis kialakulasat és patogenetikai

tényesdnek szamithatnak>>

2.4. Hormonéalis hatasok

A nemi hormonok szerepét tobb tényézis alatdmaszthatjia az otosclerosis
patogenezisében. Blent hangsulyozandd, hogy epidemioldgiai adatokrirsize2-3-szor
annyi r® szenved otosclerosisban, mint férfi. Mindemellgtt a régota ervényben v
észrevételt sem szabad elfelejteni, hogy a betetiségei gyakorta latvanyosan romlanak

kulénféle hormondlis valtozasokra (terhesség, taétéabortusz, menopauza, antikoncipiens
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hasznalatf. Ebtsl az is koévetkezik, hogy az ©sztrogén-progesztgnmiaktin rendszer
eltérései kozrefikddhetnek az otosclerosis kialakulasaban és prsgjtegbar’. Az
Osztrogén csokkenti az oszteoklasztok aktivitasaindukalja azok apoptézisat. Tovabba a
prolaktin felszabadulas hatékony stimulatorai aztrogének és a progesztagéenek, melyek
tultermebdése kapcsan a csontok asvanyi anyag tartalmarikkergesevel jellemezhiet
hiperprolaktinémia jon |étP& Kisérletes tanulméanyok szerint a RANKL termekésirolaktin
csokkenti, mig az OPG fokozza. Mindemellett a Ippalaktinémia 6sszeflgg a terhességgel
€s a tejelvalasztassal, mely alapjaul szolgalhatotosclerosis fokozott kockazatanak
ikerterhességh&h Ezenfelil az 6sztrogén-indukalt hiperprolaktinémaz OPG  vél
szerepének gétlasaval ellenallhat az 6sztrogérsdraall. Ez lehet a magyarazat arra, hogy az
oralis fogamzasgatlék alkalmazadsa és a hormonpkéaelések miért novelhetik az
otosclerosis manifesztaciojanak rizik8jat

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendsZ&AAS) etioldgiai szerepe is felmerilt az
otosclerosis patogenezisében, miszerint az angiotefl elésegiti a TNFe fokozott
expresszidjat, ami val6jaban aktiv otosclerosisban megfigyelhei®*® A kezdeti
ellentmondasos vizsgalatok ellenére, napjainkbameeigkabb megéni latszik a RAAS és
az otosclerosis kozotti kapcsSfat. A kégsbbiekben audiolégiailag utankoévetett prospektiv
tanulmanyok sziikségesek otosclerosisban és egybagasvérnyomas-betegségben is
szenved paciensekkel, akik ACE-gatldkkal vagy AT-recepdtmkkolokkal lennének ellatva,
hogy megéllapithassuk a RAAS blokkolasanak hatasastlerosisbah.

A parathormon (PTH) el$dleges feladata a csontreszorpcidé és a generalizalt
oszteolizis Iétrehozasa, mikdzben antagonizalja-étdnin és a kalcitonin balanszirozé
hatasdf’. Fano és mtsaiotosclerosisos sejtkultirakban szignifikdnsan salagabb PTH
expressziot mutattak ki a kontrollokhoz képest M@min stimulaciora. Kovetkezésképpen a
PTH-ra adott abnormalis sejtvalasz hozzajarulhabtasclerosisban élordulé patolégias
csontremodellacidhoz a receptorok deszenzibilizackagy a csokkent receptor expresszio
alta®”. Ugyanezen logika alapjan az ellenkémtast kivaltékalcitoninis potencidlis szerpet
jatszhat az otosclerosis patogenezisében.

A ,dystrophic dysplasia” szulfat transzportgfDDST) a szulfat adszorpcioban és
readszorpcidban jatszik szerepet a csontatépiilébalyzasa sordh Grayeli és mtsai
fokozott DDST  aktivithst detektéltak otosclerosisba azonban otosclerosisos
szovettenyészetekben az mMRNS expressziés rata lisraid bizonyult. Mindemellett a
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DDST aktivitas jeleriis korrelaciét mutat az otosclerosisbaf@idulé szenzorineuralis

hallascsokkenés sulyossagéval
2.5. Autoimmunitas - oszteoimmunoldgia

Az otikus kapszula ellen létrejott autoimmun reakds felmerilt az etiologiai
tényedk sordban, azonban mindmaig igen ellentmondasosdmémyek allnak
rendelkezésiinkf@ Elképzelhet, hogy az otikus kapszulglobuli interosseirétegében
megbujé embrionalis porcmaradvanyokbatfaidulo 1l-es tipusu kollagén ellen létrejott
autoimmun reakcié jatszik meghataroz6 szerepet tasclerosis kifefidésébeff. Yoo és
mtsai ll-es tipusu kollagén elleni autoantitesteket rttakaki otosclerosisos betegek szérum
mintaib6P*. Ezt koveten tdbben prébaltdk alatdmasztani eredményeikettslenif®. A
kébbiek soran megésitést nyert, hogy az autoantitestek koncentraciégak az
elérehaladott  betegségben szeriled szérumédban emelkedik meg. Végul tdbb
kutatécsoportnak is sikertlt otosclerosisos betespkumabdl fokozott IlI-es és 1X-es tipusu
kollagén ellen termelt autoantitesteket detektabigszséges kontrollokkal ellentétBen
Tovabba a betegek szérumaban talalt 6ssz antimisklaatitest (ANA) koncentracio jol
korrelalt a szenzorineurdlis hallascsokkenés séBgdval’. Ugyanakkor, patkanyokban
eldidézett Il-es tipusu kollagénspecifikus autoimmueakcido az otikus kapszulaban
otosclerosisra kimondottan emlékeététikus csontlézidkat hoz létre, igy az utdbbiékist
bizonyos keretek kdzott megfeleltethdehet az otosclerosis allatmodelljéfiekSajnalatos

médon ez utébbi vizsgalat eredményét egyetlen &csaport sem tudta reprodukafhi
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3. CELKIT UZESEK

Otosclerotikus stapes talpakbdl immunfluoreszcamsgalattal a COL1AL1 és COL1A2 éltal

kodolta-1 ésa-2 lancok expresszios szintjenek és mintazatanadrkélpezese.

Ankylotikus stapes talpakbdl RT-PCR vizsgalat s#mjével COL1AL1 és COL1A2 allél-
specifikus MRNS kimutatas. Patologias transzkripeidriansok esetén azok meghatarozasa.

Otosclerotikus goécot tartalmazé stapes talpakbanPB&-, 4-, 5- és 7-specifikus
immunfluoreszcens prébaval a fehérje expressziautdtasa. Az eredmények dsszevetése az

otosclerosis szovettani stadiumaval és klinikaivaidsaval.

Otosclerotikus stapes talpakbdl és cadaver humasesgévettl RAAS-specifikus
immunfluoreszcens analizis végzése. A kapott fehégpresszidés szintek és az eloszlasi

viszonyok értelmezése.

Az elss olyan nemzetkdzi genetikai asszociaciés vizsgélaehozasa, amely szdvettanilag
igazolt otosclerosisos- €s nem-otosclerosisos bkteglies DNS allomanyara épil, és a
kordbban leirt génspecifikus SNP-k szerepét tanyoeza.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Betegek és kontrollok

Jelen tudomanyos 6sszefoglald6 munka négy kisértetab eredményeit foglalja 6ssze,
ennek megfelélen a vizsgalatokban felhasznélt beteganyagot i/ négzre szeparalva
mutatjuk be:

1. COL1A1 és COL1A2: Az l-es tipusu kollagén Al ésaljeinek vizsgalata
szOvettanilag igazolt stapes talpakban és kontomibntokban (hematoxilin-eozin
festés, COL1Al- és COL1A2-specifikus immunfluoeeszdestés, COL1Al- és
COL1A2-specifikus RT-PCR).

Az ely kisérletben

. . MINTAK

stapedectomla sorat
. Ankyloticus stapes talpak (n=55)
0sszesen 55 "

Kontroll mintak:

R Corticalis csontfragmentumok (n=30)
an ky|0t|kUS StapeSt Halléclsontok o
ncus (n=

(n:55' n6=34, Malleus (n=2)

férfi=21) tavolitottunk

el klinikailag stapes

PN /" Szovettani vizsgalat — COL1A1/A2-specifikus RT-PCR
fixacioban  szenvell TRy I _—

IFA Ankyloticus stapes talpak (n=15)

Kontroll mintak:
Corticalis csontfragmentumok (n=10)
Incus (n=1)
Malleus (n=1)

Ankyloticus stapes talpak (n=40)

betegekbl (atlag
életkor 39,47 év, 23-71 "
KONI'OC"Onrt’liI?;?i: csontfragmentumok (n=20)

év). Emellett lateralis Incus (n=2)

Malleus (n=1)

atticotomia soran 30

kulonbozd  kortikalis 22. ébra,Az I-es tipusu kollagén kimutatas vizsgalati tervénekés
csontfragmentumot pemutaasa

gyijtottink stapes ankylosisos betegek &ulshallbjaratbdl  csontspecifikus
kontrolinak. Kozépful cholesteatomas betegek CWDan& wall down)
mastoidectomiaja kapcsan 3 db incus és 2 db malieudahoz jutottunk. Az
eltavolitott csontokat azonnal 10%-os formalinbaralfuk. A stapes fixacio
diagndzisa Klinikai, audiologiai és tympanometrigizsgalatok alapjan tortént.
Tisztahang kiszobaudiometriaval a csont-lég ké&kértl000 Hz-en legalabb 30 dB-

nek mutatkozott. A stapes fixacidés esetek preopetgmpanometridja 67,27%-ban
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As-tipusu és 32,73%-ban A-tipusu tympanogramotreéeyezett. Az otosclerotikus
és a nem-otosclerotikus stapes fixaciokat poszavveszovettani vizsgélatokkal (HE)
kilonitettiik el egymastol. A mintainkat egyétieéniil két részre osztott(tk(22. bra).

2. BMP 2, 4,5 és 7: A BMP 2, 4, 5 és 7 immunhiszt@{éamutatasa sztvettanilag
igazolt stapes talpakbdl és kontroll csontokboingaeoxilin-eozin festés, BMP 2-, 4-,
5- és 7-specifikus immunflureszcens analizis)
A mésodik kisérletben 67 ankylotikus stapes=67, ferfi=26, r©=41) kerdlt
eltavolitasra stapedectomia kapcsan. A betegegailéletkora 42,28 évnek (25-65
eév) bizonyult. A stapes talpak csontspecifikus kalljaként 35 Kkortikalis
csontfragmentumot dytottink a kil hallojaratbdl laterdlis atticotomia soran stapes
ankylosisban szenvéd betegekBl. Kozépful cholesteatomas betegek CWD
mastoidectomiaja hozomanyaképpen 6 darab incushtottynk. Az eltavolitott
mintakat haladéktalanul 10%-os formalinban fixalték stapes fixacio diagnodzisa a
klinikai vizsgélatok, audiologiai és tympanometiigletek alapjan tértént. 1000 Hz-en
a csont-lég koz legaldbb 30 dB-nek mutatkozotttdlsang koszobaudiometriaval
meérve. A stapes fixacios esetek 79,1%-aban Asdipusig 20,9%-ban A-tipusu
tympanogramot mutatott ki a preoperativ analizig. @&osclerotikus és a nem-
otosclerotikus stapes fixaciokat posztoperativ e#témi vizsgalatokkal (HE)
kilénitettik el egymastdl

3. RAAS: A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer inflmareszcens vizsgalata
szovettanilag igazolt stapes talpakban, kontrobrtekban és cadaver human vese-
szovetmintaban (hematoxilin-eozin festés, renitGEA AT Il-, AT IIR-specifikus
immunfluoreszcens préba).
A harmadik kisérletben stapedectomia soran 20 atikyks stapestn=20, n6=16,
4=férfi) tavolitottunk el klinikailag stapes fixéddan szenvei betegekbl (atlag
életkor 47,35 év, 24-56 év). Tovabba laterdliscatimia sordn 10 kilonb6éz
kortikalis csontfragmentumot  jottiink stapes ankylosisos betegek &ils
hallojaratbol csontspecifikus kontrollnak. Mindetedl 10 human cadaver vese-
szovetmintat =10, n6=6, férfi=4) hasznaltunk fel a RAAS szo6vetspecifiku
kontrolljaként. A cadaver mintakat a halal beélltan, kevesebb mint 20 6ran belil
eltavolitottuk. A pozitiv kontrollok atlag életkoE®2,17 évnek (46-62 év) bizonyult. A
csont mintakat 10%-os formalinban fixaltuk. A stapféexacid diagnozisa klinikai,
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audiologiai és tympanometriai vizsgalatok alapjandrtént.  Tisztahang
kiszdbaudiometridval a csont-lég k6z 1000 Hz-eal&p 30 dB-nek mutatkozott. A
stapes ritét indikacioja az érintett ful 1024 Hz-es hangviRinne negativitdsan
alapult. A preoperativ tympanometria 32 (80%) fuKsitipusu, mig 8 (20%) esetben
A-tipusu tympanogramot tart fel. Az otosclerosisOwettani diagnozisanak
megéllapitasa hagyomanyos HE festéssel torténenJelzsgélatban az 6sszes
felhasznalt§=20) stapes minta otosclerotikusnak mutatkdZott

4. Asszociacion alapuld tanulmany: Klinikailag stapaskylosisos és szovettanilag
megedsitett otosclerotikus betegek asszociacidés vizégalaz otosclerosisra
hajlamositd gének identifikaldsa céljabdl, melylaeGOL1AL, a TG, a BMP2, a
BMP4, az AGT és a RELN gének SNP-it analizaltuk.
A negyedik kisérletben 6sszesen 153 klinikai éveiténilag igazolt otosclerotikus
beteg (=153, ferfi=65, 5=88) vett részt. A betegek atlag életkora 44,7lek\R4-62
év) bizonyult. Tisztahang kiuszdébaudiometriaval @operativ csont-lég kdéz 1000 Hz-
en legaldbb 30 dB-nek mutatkozott, azonban azedtifitl mitéti indikacioja az 1024
Hz-es hangvilla Rinne negativitasan alapult. A perativ tympanometria 139 esetben
(90,84%) As-tipusu, mig 14 betegnél (9,16%) A-tipgsrbét adott. Minden esetben
készilt multifrekvencias tympanometria, mely 936ful(60,78%) 1100Hz feletti
rezonancia frekvenciat tart fel. 121 beteg (79,08¥@nvedett Klinikailag bilateralis
stapes fixacidban. A klinikai és szdvettanilag mantosclerosisos betegek vérmintait
posztoperativ. modon  pottuk  be. Ugyancsak vérmintakat szereztink
hallascstkkenésben nem szerivéd otoszkopos vizsgélat soran betegségmentesnek
nyilvanitott onkénteselt (n=300, férfi=131, =169) klinikai kontroll gyanant.
Kontroll csoportunk atlag életkora 39,74 év (226§ volt. Az otosclerotikus és a
nem-otosclerotikus stapes fixaciokat posztoperati@vettani vizsgalatokkal (HE)

kilonitettik el egymastdl

Klinikailag a stapes fixacié gyakran bilateralidlgget 6ltott, mindazonaltal minden
beteglél csak egy stapest nyertink ki és analizaltunk,emilyen rovid idtartam alatt csak
unilaterdlis stapes sebészet végazhktrészlegesen eltavolitott stapes talpak nemltedrbe
a vizsgalatba, mert ilyenkor pont a 1éziét tartattmalll$ vagy hatso pdlus maradhat vissza
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az ovalis ablak flilkéjében. A téredezett és teljgsonstrualt talpak nem lettek kizarva (23.

abra).

23. &bra Morfoldgiai szempontok a stapes mintdk kivalasztdsés&zovettani feldolgozdsanal. A teljes, \
fragmentalt, de rekonstrualhaté stapes mintak litledr a vizsgalatokba, mig a szuperstruktdrakbgtvié a:
esetleges fixaciot okozo6 1éziot nem tartalmazonyud stapes mintakat a tovabbi feldolgozasbdl kikar

A mintak 0sszegjjtése és feldolgozasa soran minden esetben a Tugoméas
Kutatdsetikai Bizottsdg (TUKEB) hatalyossighsainak megfeléen jartunk el, a kisérletes
munkét a bizottsag (ETT-TUKEB 84-227/2008-1018EKET, T-TUKEB/2008-113-547/89)
engedélyével végeztik. Minden beteg irasos tajékdmdeegyezését adta vizsgalatainkhoz.
A tanulmanyok a Helsinki Deklaracié szerint mentadgbe. A mintdk dsszefjyésében a
Bajcsy-Zsilinszky Kérhaz Ful-Orr-Gégészeti és Fgpkisebészeti Osztaly, a DEOEC Flil-
Orr-Gégeészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika és DECE#&Ioldgia voltak egyutttikodo

partnereink.

4.2. Szovettani vizsgalatok

A mitétileg eltavolitott stapes mintakat azonnal 10%fosmalinban fixaltuk a
szOvettani vizsgalatokhoz. A stapes talpakat éoraréll csontokat 0,02%-0s Na-azid-ot
tartalmaz6 0,5 M-os Na-EDTA (natrium etilén-diamitraacetat) (72 h, 4°C) oldatban
dekalcinaltuk. A mintakat 15%-o0s analitikai tiszg8 zselatinba agyaztuk (24 h, 56°C), majd
ezt koveben 4%-os paraformaldehid oldatban Gjrafixaltuk I220°C). A szdvettani blokkok
krioprotekcidjarél 20%-o0s szachar6z oldat (2 h, Ygdndoskodott, majd a zselatinos
blokkokbdl kriosztat (MNT-200 cryomicrotome, Sledainz, Németorszag) segitségével -
25°C-on 10 um vastagsagu usz6 metszeteket kégnketh szeleteket 0,03%-0s Na-azid

tartaima 0,1 M-os PBS (foszfatpufferolt szalin) atlobbn taroltuk felhasznalasig 4°C-os
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hémérsékleten. Az igy elkésziilt metszeteket tobbfd@édszerrel is vizsgaltuk, ennek
megfeleben tobbféleképpen hasznaltuk feélket: 1.) hagyoméanyos HE festés; 2.)
immunfluoreszcens vizsgalatok; 3.) nukleinsav édi@® amely a COL1A1/A2-specifikus
RT-PCR reakcié kivitelezéséhez volt sziikséges. Medink targylemezre Usztatdsa és
raszaritasa utan végeztik el a HE festést. Féngsrkopos (Axioskop2 MOT Zeiss, Jena,
Németorszag) vizsgalattal allapitottuk meg a stdp&xiok pontos szévettani diagndzisét,
majd eredményeinkg@begformatumban digitalisan archivaltuk.

Az otosclerosis szoOvettani diagn6zisanak megallapkor az aldbbi kritérium
rendszer segitségével végeztik el a differenciaciot

Aktiv otosclerosis: A metszet domindnsan bazofil, a stapes talgsesr
megvastagodott, mindemellett a képet a nem elhatlyalp hipervaszkularizacié uralja. A
tag pszeudovaszkularis tereket emelkedett szarakiatdn és sokmagvu oszteoklaszt tolt ki.
A marginalis zéndban tobbréteg@ndotél sejt proliferacié ismerliefel. A gécok jelents
mennyiséfj oszteoklasztot, oszteoblasztot és oszteocitaaltemznak. A csontszerkezet
fonatos elrendéést mutat.

Inaktiv otosclerosis: A metszet inkabb eozinofil és igen sejtszegény. A
hipervaszkularizacié tovabbra is megfigyetheazonban eltogdott vaszkularis terek és
reszorpcids lakunak jelennek meg. Az oszteoklas&®kaz oszteoblasztok szinte teljesen
eltiintek, elszorva taladlhaté néhany oszteocita. A czenkezet lemezes jelieg24. abra).

"

24. abraAz aktiv (A) és inaktiv (B) otosclerosis hematoxitozin festéssel elkészitett szovettani metszete.
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4.3. l-es tipusu kollagén Al és A2 allélspecifikusimunfluoreszcens proba

Az ankylotikus stapes talpak &lsorozatat r{=40), kortikalis csontfragmentumokat
(n=20), incus (=2) és malleusnE1l) mintakat azonnal 10%-os pufferelt formalinbexaltuk,
majd dekalcinaltuk 0,02%-0s Na-azid-ot tartalmazb M-os Na-EDTA oldattal 72 o6ran
keresztil 4 °C-os dmérsékleten. A dekalcinalt mintakat 15%-0s analitikisztasagu
zselatinba (Sigma-Aldrich, USA) agyaztuk (24 h, Gg°majd a lefitbtt és megformazott
zselatinos blokkokat 4%-os paraformaldehid oldaijedfixaltuk (24 h, 20°C). Az elkészilt
es fixalt blokkokon krioprotekciot végeztink 20%<¥achardz oldat segitségével (2 h, 4°C).
Az igy ebkészitett mintakbdl 1@um-es vastagsagu Uszd metszeteket készitettlinkztéios
segitségével (MNT-200 cryomicrotome, Slee, Maingrrany) —25°C-osdmérsékleten. Az
elkészult metszeteket 0,03% Na-azid-ot tartalmazb M-os PBS-ben taroltuk 4°C-os
homeérsékleten az immunfluoreszcens reakcio Kiviteléize

Minden egyes mintdbdl harom egymast kévet0 pum vastagsagu fagyasztott
metszetet a kdvetkéképpen vizsgaltunk: 1) hematoxilin-eozin festésC@L1A1-specifikus
(Fluorescein-isothiocyanate, FITC, z6ld) immunfieszcens analizis; és 3) COL1A2-
specifikus (Texas Red, TR, piros) immunfluoreszcengba (IFA). Az elé metszeteket
minden egyes mintabdl hagyomanyos HE festésselodull fel. A masodik és harmadik
sorozatot minden egyes mintabdl atmostuk, és ajédet szamar normalis szérumot (SC-
2044, Santa Cruz, CA, USA) tartalmazo 0,2 M-os RBdattal blokkoltuk . A blokkolt
metszeteket 1:200 poliklonalis kecskéberakitott anti-human COL1A1l primer antitest
oldattal (48 h, 20°C) (SC-8784, Santa Cruz, CA, Y& 1:200 monoklonalis egérben
termeltetett anti-human COL1A2 primer antitest tala(48 h, 20°C) (SC-166865, Santa
Cruz, CA, USA) folyamatos razas mellett inkubaltAkprimer antitesteket 0,2 M-os PBS-
sel mostuk ki és 1:300 szamarbafaditott anti-kecske FITC-tal jeldlt IgG oldattalZ h,
20°C) (SC-2042, Santa Cruz, CA, USA) és 1:300 ké&losk termeltetett anti-egér TR-rel
jelolt 1gG oldattal (12 h, 20°C) (SC-2983, Santai;rCA, USA) folyamatos razas mellett
inkubaltuk. A szekunder antitest kotés utan a metszeteket UV transzparens médiummal
fedtiik (Vectashield", Vector Laboratories, CA, USA). A képfeldolgoz&40 nm-es és 470
nm-es hullamhosszon, 69-87 ms-o0s expoziciégeldvégeztik UV fény alatt.A fényképeket
jpeg formatumban archivaltuk (Axioskop2 MOT™, Axiovision 3.0™, Zeiss, Jena,

Németorszag).
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4.4. l-es tipusu kollagén Al és A2 allélspecifikugal-time PCR (RT-PCR)

Az ankylotikus stapes talpak masodik sorozatétl®), kortikalis csont r=10),
malleus (=1) és incus r=1) mintakat steril szilikon csdvekben taroltuk <C6os
homeérsékleten. A szovetmintakat folyékony nitrogénbdagyasztottuk és steril
dorzscsészében porrd zlztuk. A poritott mintakagdtilgdirokarbonéattal (DEPC) kezelt
desztillalt vizben oldottuk fel. A homogenizalt setet tartalmazo oldatbdl a telies RNS
tartalmat TRI Reagehf (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldattal vorktki a gyart6
instrukcioi alapjanA reverz transzkripciot 1 pg RNS-en 20 ul-es téatbgn High Capacity
cDNA Reverse Transcription Klf-tel végeztiikk hexagonélis random primerekkel a tgyar
utasitisa szerint. A COL1A1/A2 specifikus primetekenline Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blgst szoftver segitségével hoztuk Ilétre,

felhasznalva a COL1A1l és COL1A2 transzkripcios amsainak mRNS szekvenciait
(COL1A1: NM_000088.3, GI: 110349771; és COL1A2: ND@0089.3, Gl: 48762933). A
COL1A1 és A2 mRNS 3’ végét athidalé RT-primerekeOL1Alfor 5’-3": CCC TCC CCA
GCC ACA AAG AGT CT, GC%=60.87, Tm=59.86 és COL1Alrev 5-3": GGG TGA CTC
TGA GCC GTC GG, GC%=70, Tm=58.88; és COL1A2for 5’-3": GAG GGC GGA GGT
ATG CAG ACA AC, GC%=60.87, Tm=59.38 és COL1AZ2rev 5-3": TGG GTC ACC
GGC GGA GGT ATC, GC%=66.67, Tm=60.12) alkalmaztunk a cDNS PCR-ben (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). A termék becsult mé&zan COL1AL esetében 348 bazisparnak,
mig a COL1A2 tekintetében 374 bazisparnak mutatito2a amplifikaciés reakciot 25 pl-es
térfogatban végeztik, mely 1 x PCR puffert, 1,5 mgICl,-ot, minden dNTP-8l 100 uM-t,
mindkét primerbl 0,2 uM-t, 2,5 U AccuTaq LA DNA PolymeraS&t (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) és 2 ul cDNS-t tartalmazott. Az dile PCR feltételekhez @&tetesen 2
percig denaturdltunk 94°C-on; majd 35 ciklusbanmésodperc denaturaciéo 94°C-on, 30
masodperc annealacio 60°C-on, 1 perc extenzido 88°€s a veédgsextenzid kbvetkezett 5
percig 68°C-on. A negativ kontroll RT-PCR-ek mindkisérletben DNS-mentes vizzel
késziltek. Az kivont RNS minték alkalmasséagat h368%-3": AGA TGC AGC AGA TCC
GCA T) és h36B4 — (5-3: ATA TGA GGC AGG AGT TTCAT AG) primer huméan
riboszomalis RNS hasznalataval teszteltik. A huni@mszomalis RNS specifikus haztartasi

kontroll RT-PCR-t minden mintanal elvégeztuk.
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4.5. BMP 2, 4, 5 és 7-specifikus immunfluoreszcepsiba

Vizsgalatunkban 67 ankylotikus stapes§7), 35 kortikalis csontfragmentunm£35)
€s 6 incusr=6) mintat 10%-os pufferolt formaldehid oldatban fix&, majd 0,02%-0s Na-
azid-ot tartalmazé 0,5 M-os Na-EDTA (72 h, 4°C)ailshn dekalcinaltuk. A mintakat 15%-
os analitikai tisztasagu zselatinba agyaztuk (2456r,C), majd 4%-os paraformaldehid
oldatban ujrafixaltuk (24 h, 20°C). A szovettamkiok krioprotekciéjardl 20%-os szachardz
oldat (2 h, 4°C) gondoskodott. A 10 um vastagsagismetek —25°C-on késziltek (MNT-
200, Slee, Mainz, Németorszag). A szeleteket 0,03%ta-azid-ot tartalmazé 0,1 M-os PBS
oldatban 4°C-osdmeérsékleten taroltuk.

Ot egymast kovét 10 pm vastagsagu fagyasztott metszetet a koviké&ppen
analizéltunk: 1) HE festés; 2) BMP2; 3) BMP4; 4) BB és 5) BMP7-specifikus
immunfluoreszcens proba. d&kor minden egyes mintabdl nyert metszetet hagygosaHE
festéssel dolgoztunk fel. Az IFA metszetek sorazaténostuk és Power BloEk Reagent
(BG-BS-1310-25, Biogenex, Fremont, CA, USA) segjésél blokkoltuk. A blokkolt
metszeteket 1:20 monoklondlis egérbefaldtott anti-humamBMP2 primer antitest oldattal
(24 h, 20°C) (RD-MAB2260, R&D Systems, MinneapoldN, USA), 1:20 poliklonalis
kecskében termelt anti-hum@MP2/4 primer antitest oldattal (24 h, 20°C) (RD-AF355,
R&D Systems), 1:20 poliklonalis kecskéberdadlitott anti-humanBMP5 primer antitest
oldattal (24 h, 20°C) (RD-AF615, R&D Systems) égiél:20 monoklonalis egérben termelt
anti-humanBMP7 primer antitest oldattal (24 h, 20°C) (RD-MAB354R&D Systems)
folyamatos rdzas mellett inkubdltuk. gximer antitesteket 0,2M PBS-sel kimostuk és a
metszetek egyenként 1:200 NL-493 fluorokrommal ljeNorthern Lights™ szamarban
eléallitott anti-kecske 1gG-vel (6 h, 20°C) (R&D Systs) és 1:200 NL-637 fluorokrommal
jeldlt Northern Lights™ szamarban termelt anti-egér 1gG-vel (6 h, 20°C&DRSystems)
folyamatos razds mellett inkubaltuk. Az 6sszestesttiinkub4cié steril, paras kamraban
zajlott. A szekunder antitestkétés utdn a metszeteket UV transzparens médiurfauiiik
(Vectashield", Vector Laboratories, CA, USA). A képfeldolgoz&40 nm-es és 470 nm-es
hullamhosszon, 43-77 ms-0s expozicioéval végeztik UV fény alatt.A fényképekigteg

formatumbararchivaltuk (Axioskop2 MOT™, Axiovision 3.0M, Zeiss, Jena, Németorszag).

Dr. Liktor Balazs Ph.D. értekezés 47



4.6. RAAS-specifikus (renin, ACE, AT-1l és AT-IIR) immunfluoreszcens proba

Az ankylotikus stapes talpakat=20), kortikalis csontfragmentumokah$10) és a
vese szovetmintakah£10) haladéktalanul 10%-os formalinban fixaltuk. Apsta talpakat és
a kortikalis csontokat 0,02%-0s Na-azid-ot tartaind@,5 M-os Na-EDTA (72 h, 4°C)
oldatban dekalcindltuk. Az emberi vese mintédk nettek Na-EDTA-val kezelve. A mintékat
15%-0s analitikai tisztasagu zselatinba agyaztykh256°C), majd 4%-os paraformaldehid
oldat (2 h, 4°C) gondoskodott és —25°C-on 10 puntagmagu szeleteket metszettiink (MNT-
200, Slee, Mainz, Németorszag) dek. A szeleteket 0,1 M-os PBS és 0,03%-0s Na-azid
oldatban 4°C-osdmeérsékleten taroltuk.

Ot egymast kovét 10 pum vastagsagu fagyasztott metszetet a kovik&ar
vizsgaltunk: 1) HE festés; 2) renin-specifikus IFB) AT-ll-specifikus IFA; 4) ACE-
specifikus IFA; és 5) AT-lIR-specifikus IFAAz elg metszetekeminden egyes blokkbdl
hagyomanyos HE festéssel dolgoztuk fel. A tovaldvbzatokat atmostuk, és a fehérjéket
szamar normalis szérumot (SC-2044, Santa Cruz, \@34) tartalmazé 0,2 M-os PBS
oldattalblokkoltuk . A masodik metszetekeR00 poliklonalis nydlban édllitott anti-human
renin primer antitest oldattal (48 h, 20°C) (SC-227Santa Cruz, CA, U.S.A.) folyamatos
razds mellett inkubaltuk. Aorimer antitesteket 0.2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300
szekunder Texas Red-jeldlt IgG oldattal (12 h, 20°C) (Sa@taiz) folyamatos razas mellett
inkubaltuk. A harmadik metszeteket:200 monoklondlis egérben termelt anti-human
angiotenzin-Il primer antitest oldattal (48 h, 20°%SC-374511, Santa Cruz) inkubaltuk. A
primer antitesteket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki 80Q masodlagos Texas Red-jeldlt IgG
oldattal (12 h, 20°C) (Santa Cruz) inkubaltuk.negyedik metszetek&t200 poliklonalis
kecskében éHllitott anti-human angiotenzin-11 Receptor prinagtitest oldattal (48 h, 20°C)
(SC-7421, Santa Cruz) inkubaltuk. A primer antagkst 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300
masodlagos FITC-jelolt I1gG oldattal (12 h, 20°C)a®& Cruz) inkubaltukAz o6todik
metszetekel:200 monoklonalis egérbendallitott anti-human ACE primer antitest oldattal
(48 h, 20°C) (SC-73668, Santa Cruz) inkubaltuk. rkmpr antitesteket 0,2 M-os PBS-sel
mostuk ki és 1:300 masodlagos FITC-jeldlt IgG dalatl2 h, 20°C) (Santa Cruz) inkubaltuk.
A metszeteket UV transzparens médiumfedtik (Vectashield, Vector Laboratories, CA,

USA). A képfeldolgozast 486 nm-es és 510 nm-esamhibsszokon végeztik 69 ms-o0s
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expozicios idvel, UV fény alatt. A fényképekeif formatumban archivaltuk (Axioskop2

MOT™, Axiovision 3.0, Zeiss, Jena, Németorszag).

4.7. Genotipizalas

A tanulményban résztvék (n=153) antikoagulélt (EDTA) vér mintdibol genomikus
DNS izolaciét végeztink QIAmp DNA mini kit (QiageN,enlo, Hollandia) segitségével.
Korabbi tanulmanyok alapjan a COL1Al, a TBE-a BMP2, a BMP4, az AGT és a RELN
gének tizenharom SNP-jét probaltuk statisztikaidsafatba hozni az otosclerosig&af*®°’
A vizsgalat kivitelezésére és az SNP genotipizalésr K-Biosciences-ben (Hoddesdon,

Egyesdult Kirdlysag) kerult sor.

4 .8. Power calculation

A statisztikai kalkulaciét (power calculation) a i&tic Power Calculatdt szoftver
segitségeével végeztik, hogy felbecsilhessik akémpdis tanlmanyunk méretét (mintaszam)
annak tiikrében, hogy elégséges-e a korabban lefetigai asszociaciok vizsgalatafibz
Minden egyes SNP-re meghataroztuk a betegség yalkdgsagat (disease allele frequency,
DAF) és az odds ratio (OR) mértékét a kordbban eheqfj genetikai tanulmanyok adatait
felhasznalvd*®2°°7 A DAF értékét 0,35%-ra allitottuk be.

4.9. Asszociacios tesztelés

A statisztikai elemzést IBM SPSS statistics 2.0ftseo (IBM, Egyesult Allamok) és
az R studio 0.94.110 online szoftver hasznalat&éaeztiik. A kontroll mintak Hardy-
Weinberg (HW) equilibrium értékeit Michael H. Couf2005-2008) online kalkulatorok
segitségével szamoltuk ki. A kulonkiogenotipusokat linedrisan kdédoltuk. ValosEiég-
arany teszt (likelihood ratio test, LRT) felhaszAsadval allapitottuk meg a kilonbségeket az
otosclerosisos és kontroll személyek kozott, anelylbogisztikus regresszios mintazatot
allitottunk be. Mindemellett egy tovabbi modellthasznaltunk, mely megbecsitilte a betegség
kialakulasi rizikbjanak valosziiségét olyan esetekben, amikor a tanulményozottekllé
egymas mellett szimultan, valtozatos mintdzatbarduloak eb. 0,05 alatt tartottuk
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szignifikansnak a p-értéket. Az rs 31782501 j8INP vizsgalata soran egyedileg dominans
genetikai modellel kalkulaltunk. Amennyiben a péért0,05-nél (rs1800472, TGFB1)
kisebbnek bizonyult, minden SNP esetén meta-astli&geztink kombinaltan, a korabbi
publikaciokban €ifordulé belga-holland-, francia- és tunéziai popidd TGFB1l-re
vonatkozo értékeivdt®® Ugyanakkor a RELN rs3914132 SNP-jének meta-asétizzintén
kombinacios médon végeztilk, amelyben belga-hollafrdncia-, német-, olasz-, svajci-,
roman-, tunéziai-, indiai- és magyar populéciok taidavetettik 6ssZ&'%°'% A kapott
adatokra csokkentett logisztikus regresszios modiesztettiink, mely tartalmazta az egyes
genotipusok kulonb&z populaciokra gyakorolt hatasait. Az atlagos OR5£49s Wald
konfidencia intervallum mellett az adott genotigissa hozza kapcsoldd6é nagy mintaszamu
konfidencia intervallum regresszids koefficienséfelkasznalasaval szamitottuk ki. Az adott
allél vagy SNP populacios szingenetikai hatasanak p-értékeit 6sszehasonlito lreddpjan
szamitottuk, ahol az egyik oldalon a populacié éemotipus all, a masik oldalon pedig csak
a populacio. A kapott adatokat ,forest-plot” diagiekon abrazoltuk, melyeket a meta MH
function in the R package rmeta online szoftveiitségével készitettiink el. Az 4tlagos OR-t

95%-0s konfidencia intervallum mellett a Mantel-Hseel mdédszer alapjan szamitottuk Kki.
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5. EREDMENYEK

Eredményeinket a ,Betegek és kontrollok” fejezébdetdsa szerint targyaljuk.

5.1. COL1Al és COL1A2

Ankylotikus stapes talpakatn£55), kortikalis csontfragmentumokain=380) és
hallocsontokatri(=5) egyenként analizaltunk COL1A1- és COL1A2-spkod RT-PCR-rel és
immunfluoreszcens probaval (22. dbra). Hagyomamasfestéssel negyvetib31 esetben
mutattunk ki otosclerosist az ankylotikus stapdisalebdl (3. Tablazat). Ezek kozill 23 stapes
talpban az otosclerotikus I€zi6 aktivnak és nysktleen inaktivnak mutatkozott (25. abra). A
9 nem-otosclerotikus stapes talp szb6vettani viadgalannularis stapediovesztibularis
kalcifikaciot tart fel jellegzetes stapes talp magpagodassal (26. abra).

Immunfluoreszcens vizsgalataink alapjan az otostilars és a nem-otosclerotikus
stapes talpakban normalis mennyiségs egyenletes eloszlasi COL1A4-1( lanc) és
COL1A2 (@-2 lanc) expressziot detektaltunk (25. és 26. al¥ka)a-1 ésa-2 lancspecifikus
immunreakcié intenzitdsa teljesen fliggetlennek rymt a stapes fixacid szovettani
diagnozisatol. Az immunreaktivitas mértéke nemozitt a stapes mintak kilonkbreszei
kozott. A szuperstruktirak, a talpak és a veszitmiffelszinek hyalinporc rétegei ugyancsak
rendkivil hasonlo expresszios mintazatot mutat2ék s 26. abra). A stapes fixacio negativ
kontrolljaként hasznalt kortikalis csontok, incus éalleus mintak atlagos I-es tipusu
kollagén expresszibt reprezentaltak (27. abra). @LTAL/A2 allélek expressziés mintazata
nem mutatott szignifikans korrelaciot az otoscleyezovettani diagndzisaval.

Tizendt ankylotikus stapes talpbdl és az 6sszeativegontrollbdl 6=12) sikerult
human sejtes RNS-t kimutatni, alatamasztva ezzehagy az mRNS extrakcids folyamatunk
optimalisan nikodott. Az Al és A2 allélspecifikus mRNS kimutat&®&a-PCR-rel minden
stapes talp mintabdl sikerdlt (28. abra). A negdtontrollként haszndlt kortikélis és
hallécsontok is szabalyos COL1A1/A2 allél expredsmiutattak RT-PCR-rel (28. abra).
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COL1A1 - FITC COL1A1 —FITC
20x 20x

COL1A2 - TR COL1A2 - TR
20x 20x

25. abra A kilénbozd szovettani aktivitAsi otosclerotikus |éziok COL1Ads A2 expesszidjana
immunfluoreszcens bemutatagd. Az otosclerosis aktiv fékusza hypercellularis ositéhattérrel és szamtal
pszeudovaszkularis térrel (HE, jobb fi)2 Az elbz6 metszet COL1AIpecifikus immunfluoreszcens fest
(FITC). A léziét alkoto sejtek és, granularis COL1AL-specifikus immunreakciot adms& A korabbi metszt
COL1A2-specifikus immunfluoreszcens probaja (TR3. dszteoblasztok és az oszteoklasztok intemZanc
expressziot mutatnalBl A stapes talp hatsé polusabdl szarmazé inaktiscteootikus goéc (HE, jobb flil A
Iézi6 hypocellularitassal és Ures halo sejtekkdlatih le. B2 Az elbz6 metszet COL1AIpecifikut
immunfluoreszcens festése. A [ézi6t képsejtek maradvanyai megleliséen heves citoplazmatik
immunreakciot adnalB3 A COL1A2-specifikus immunreakcié a korabbi metseethasonlé mintazatu.
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COL1A1 - FITC COL1A1 —FITC
20x 20x

40

0

COL1A2 - TR CcCoL1A2 - TR
20x 20x

26. &bra A nemotosclerotikus stapes fixaciok COL1Al1 és A2 exmiEganak immunfluoreszce
demonstraciojaAl A stapes talp nem-otosclerotikus, annularis kid@didja hypocelllaris és sarkos hat
polussal (HE, bal ful)A2 Az elbz6 metszet COL1AIpecifikus immunfluoreszcens festése. Az osztek
intenziv immunreakciét adnakA3 A COL1A2-specifikus immunfluoreszcens préba hasonléais
immunreakcidjaB1 A stapes talp neratosclerotikus, annularis kalcifikaciéja hypocedltis oszteoiddal, sark
és terjedelmes hatsé poélussal (HE, jobh.fi#lz apr6 beillesztett abrdk a normal oszteoidikitra nag
nagyitast képeiB2 A korabbi metszet COL1Al-specifikus immunfluoreszsfestése. Az oszteocitak é
hyalinporc réteg vesztibularis felszine intenzitoplazmatikus fegdésben nyilvanul meg (kis abra3 A
COL1A2 kifejezetten hasonld expresszidés mintazamatat az oszteocitdkban és a kondrocitakban.
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COL1A1 - FITC COL1A1 —FITC
20x 20x

COL1A2 - TR COL1A2 -TR
20x 20x

27. dbra A csontspecifikus kontrollokban a COL1AL és A2 eg3zi6 immunfluoreszcens demonstraciéja.
Az incus teste normal szerkeizetement vonalakat és ereket reprezental (HE, jabb A2 Az el6z6 metsze
pozitiv. COL1A1-specifikus immunreakcioja. A3 Az oszteocitdk intenziv COL1Agpecifikus
immunfluoreszcens festést mutatn&l A kilss hallojarat hatsé falabdl begjydtt kortikdlis csont (HE pal
ful). B2 A korabbi metszet pozitiv COL1A1-specifikus immeakcidja.B3 Az oszteocitak altal normal méd
expresszalt |-es tipusu kollagé+2 lancanak demonstracioja.
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3. Tablazat. Ankylotikus stapes talpak kulonb®zszovettani diagndzisdnak megféleCOL1ALl és COL1A2

expresszio, 6sszehasonlitva a szévetspecifikusdtokkal.

Mintak (n=90) COL1A1 COL1A2 COL1A1RT- COL1A2 RT- CC RT-
IFA” IFA PCR PCR PCR’
Szdévettani csoport
Aktiv otosclerosis (n=23) | ++++ FH+ nfa” n/a nl/a
Inaktiv otosclerosis (n=8) | +++ +++ n/a n/a n/a
Nem-otoscleroticus stapes| ++ ++ n/a n/a n/a
fixacioé (n=9)
Kortikalis csont (n=20) ++ ++ n/a n/a n/a
Incus (n=2) ++ ++ n/a n/a n/a
Malleus (n=1) ++ ++ n/a n/a n/a
RT-PCR csoport
Ankylotikus stapes talp n/a n/a 15 15 15
(n=15)
Kortikalis csont (n=10) n/a n/a 10 10 10
Incus (n=1) n/a n/a 1 1 1
Malleus (n=1) n/a n/a 1 1 1

"Az immunfluoreszcens prébék intenzitasa (IFA): yemge gyiriiszefi immunreaktivitas; ++, gyenge homogén

immunreaktivitds; +++, és homogén vagy gyenge szemcsézett immunreaktivitass, eds konflualo és

massziv szemcsézett reakci&ejtes kontroll (cellular control) RT-PCR.Nem all rendelkezésre

28. abraAz RT-PCR amplimerek szeparacidja agardz gél edekiézissel A
COL1A1 derivdlt mRNS RTRCR amplifikaciéja ankylotikus staf
talpakban 1), kortikalis csont fragmentumbar)( malleus 8) és incus 4)
mintadkban, melyeket negativ kontrollként haszn&tuviinden minta poziti
reakciot adott 348 bp-s amplimerekre. Az RNS-negdintrollbél )
COL1A1 mRNS-t nem tudtunk kimutatnB A korabbi mintak COL1A
derivalt mRNS-ének amplifikacidja RT-PCR-rel. Men minta poziti
reakciét mutatott 374 bp- amplimerekre. Az RNS negativ kontroll
COL1A2 mRNS-t nem tudtunk kimutatniC A kordbbi mintak seijte
kontrolljla (CC) RT-PCRel. Minden minta pozitivitast jelzett hurr
riboszémalis RNS-en (150 bp). Az RNS negativ kdhtem adott reakciot.

MW 1 2 3 4 5
A
COL1A1
<= 348bp
B
COL1A2
{3 374bp
[+
CCRT-
PCR
<= 150 bp
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5.2.BMP 2,4,5,7

Ankylotikus stapes talpakn€67), kortikalis csontfragmentumokn£35) és incus
mintak (=6) elemzését veégeztik egyenként BMP 2-, 4-, 5-, eéspetifikus
immunfluoreszcens prébaval és hagyomanyos HE fedté$1 ankylotikus stapes talp
esetében diagnosztizaltunk otosclerosist a sz@wvetiasgalatok alapjan (4. Tablazat). A
stapes talpak egyetlen, dominans otosclerotikusiszik foglaltak magukban (unipolaris
jelleg). A mintak kozoétt 39 stapes talp otosclénasi fokusza aktivnak, mig 12 inaktivnak
mutatkozott (29. és 30. abra). Az 51 kulonb&rapes talpban az otosclerotikus 1ézidk éltér
lokalizaciéban jelentek meg: a méllpolusban 1§=31), a hatsé pbélusbam£7), bipolarisan
(n=6) és obliterativri=7) modon. A 16 nem-otosclerotikus stapes talp esetébszdvettani
vizsgalat annularis stapediovesztibularis kalciiké tart fel a stapes talp diszkrét
megvastagodasaval (31. abra). A nem-otosclerotiketegek Kklinikai anamnézise és
otoszkopos képe alapjan kronikus kozépfilgyulladdaian kialakult tympanoszklerézis és
familiaris stapes fixacié kizarhatonak bizonyult.

Az aktiv otosclerosisos esetek szimultan emelked@®tP 2, 4, 5 és 7 expressziot
mutattak, melyek intenziv granularis immunreakciobayilvanultak meg (29. abra). Az
oszteoklasztok és az oszteoblasztok a kuléhlipusa BMP-kre tekintélyes pozitivitassal
reagaltak, ezzel jelezve a 1ézion bellli aktiv ¢smodellaciot és az Ujcsontkéjpgst (29.
abra). A BMP immunreaktivitas valtakozott a stapestak kiulénbod részeiben. A
szuperstruktira negativ volt BMP-re, mig a |ézaitalmazo talp és a vestibularis felszin
hyalinporc rétege nagyon hasonldé expresszidés ndtabizjelzett. Az dfsen pozitiv
otosclerotikus mintdk BMP expresszidjanak optimakspozicios ideje 43 ms-nak
mutatkozott. A BMP negativ mintakban (nem-otos@deros talp, kontroll csont) az
expozicios idt 77 ms-ra meghosszabbitottuk, hogy a fals negaddmeények elkertlh&tk
legyenek. Ezzel szemben, inaktiv otosclerotikusi$@kkban a sejtes maradvanyok felszinén
nem volt szignifikdns BMP expresszié kimutathat6.(8bra). Ezekben az esetekben a BMP
expresszid mennyisége €s mintdzata szorosan HKorrald otosclerosis szovettani
aktivitasaval. A nem-otosclerotikus stapes fixaciam abrazoltak immunreakciot BMP-re
(31. abra). A negativ kontrollként hasznalt kottiskk&sontok és incus mintak szintén negativ
BMP-specifikus immunreakciot adtak (32. abra). \a&mal, a kulonbd& tipusa BMP-k
expresszidja szoros kapcsolatban allt az otosdsesaévettani diagndzisaval.
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29. abra Aktiv otosclerosisban a BMP expresszié immunflunces:
demonstraciojaAl Aktiv otosclerotikus fokusz hipercellularis oszidaa
és szamos pszeudovaszkularis térrel (fehér nyiB, (ldbb fil). A2 Az
eldsbbi metszet fazikontraszt mikroszk6pos nézete. A cement vor
szabdlytalan koncentrikus (fehér nyil) és fonoetkéte nyil) mintazat
mutatnak. A BMP 281, B2), BMP 4 (C1, C2),BMP 5 D1, D2)és BMF
7 (El, E2) -specifikus immunfluoreszcens felvételekilonboz
nagyitassal, melyeken élénk szemcsézett citoplazmsaimmunreakci
latszik a 1ézidt 1étrehozd sejtekben.
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30. abra Inaktiv otosclerosishan a BMP expressziéo immumiieacens demonstracioja. A stapes talp hat
pélusaban I&¥ inaktiv otosterotikus goc (HE, jobb fil). A Iézi6 hipocellulégssal és Ures sejtkdruli udvarol
jellemezhet. A cement vonalak lemezes mintazatot mutatnak. ©bldeztok és oszteoklasztokrety halc
cells) maradvanyai negativak BMPR){(BMP 4 C), BMP 5 D) és BMP 7 E) -specifikus immunfluoreszce
festésre.
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31. dbra A BMP expresszio immunfluoreszcens demonstragiéja-otasclerotikus stapi
fixacibban. Al, Bl A nem-otosclerotikus stapes Iga annularis kalcifikacioj
hipocellularitassal és szogletes mgllsolussal (HE, jobb fil). Az oszteocitdk neg
immunreakcioét mutatnak BMP 22, B2), BMP 4 A3, B3), BMP 5 A4, B4) és BMP °

(A5, B5) -specifikus festésre.

Dr. Liktor Balazs

Ph.D. értekezés

59



250 pum

32. abra A csontspecifikus kontrollokban a BMP expresszionunfluoreszcens demonstraciofel Az
incus teste normal szerkeZetement vonalakat és ereket reprezental (HE, balAid oszteocitak nega
immunreakciét mutatnak BMP BY, BMP 4 C), BMP 5 D) és BMP 7 E) -specifikus festésred2 A
kilss halléjarat hatso falabol szarmazo kortikalis céagimentum (HE, bal ful). Az oszteocitdk n
mutatnak detektélhatd expressziét BMHB2, BMP 4 C), BMP 5 D) és BMP 7 E) -specifikus festésre.
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4. Tablazat. Az ankylotikus stapes talpak BMP 2, 4, 5 és 7 esgui®janak kiértékelése a kiillénboz

korszdvettani csoportokban és a kontroll mintakban.

Hisztopatoldgia (HE)

(n=108) BMP2’ BMP4 BMP5 BMP7

Otosclerosis (n=51)

Aktiv fokusz (n=39) +4++ ++++ +++ +++

Inaktiv fékusz (n=12) - + - i

Nem-otosclerotikus stapes fixacié (n=16)

Annularis kalcifikécié (n=16) - - - -

Kontroll (n=41)

Kortikalis csont (n=35) - - - -

Incus (n=6) - - - -

Az immunfluoreszcens probak szubjektiv kiértékelésenzitdsuk szerint, melyek 40x-es nagyitassél, 1
centrdlisan fokuszalt mézelemzése alapjan késziltek: +, gyengérégzefi immunreaktivitas; ++, gyenge
homogén immunreaktivitas; +++, éar homogén vagy gyenge szemcsézett immunreaktivitas:+, eBs

konflualé és massziv szemcsézett reakcio.
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5.3. RAAS

RAAS-specifikus immunfluoreszcens vizsgalattal addlunk egyenként valogatott
ankylotikus stapes talpakan=20), kortikalis csontfragmentumokan£10) és human vese
szoveteketr(=10).

Az Osszes ankylotikus stapes talp otosclerosisobiminyult szdvettani vizsgalatok
megebsitése alapjan (5. Tablazat). Jelen betegcsopdittediharom paciens otosclerotikus
goca aktivnak, mig 7 inaktivnak mutatkozott (33.ragb Az otosclerotikus fékuszok
elhelyezkedése a 20 stapes talp tekintetében kiwdnt) leggyakrabban az elélpdlusban
(n=16) jelentek meg, azonban lokalizalhatéak voltak Epgean (=3) és a stapes fllkét
obliteralé =1) modon is. A RAAS-specifikus immunreakciok kiekontrolljaként az 6sszes
stapes talp pozitiv immunreakciét mutatott TBFreceptor I-re, mely teljességgel
fuggetlennek bizonyult az otosclerosis szovettdtivaidsatol (34. abra). TNle-receptor Il
expresszio 11 aktiv otosclerotikus fokuszt tartalnanintaban volt detektalhat6 (34. abra).

Korabbi megfigyelésekkel egyetemben, pozitiv kdikémt human vese

szovetmintakat alkalmaztunkdéeljes citoplazmatikus RAAS expressziojuk miatt.(abra).
A glomerulusok epitél sejtjei, a proximalis és thdiz kanalikulusok és a juxtaglomerularis
apparatus (JGA) mddosult neuroendokrin sejtjei églehebsen intenziv immunreakciéban
pompéztak, ezzel is kihangsulyozva az egyes nedigységek komplex struktardjat (35.
abra). Tiz nagy nagyitasu mikroszképos én@0x) atlagaban a renin-, AT Il-, ACE-, és AT
lIR-t expresszald sejtek szama egyenként 284,73,319311,2- és 201,8-nak bizonyult (5.
Tablazat).

A csontspecifikus kontrollként hasznalt kortikalissontfragmentumok jeletd
mennyisé§ RAAS-specifikus immunreakciot adtak (35. abra)périvaszkularis régidban
csontvebi progenitor sejtek gyenge tiiszefi €s helyenként homogén immunreaktivitast
produkaltak a RAAS négy tanulmanyozott tagja ell@®». abra). Tiz nagy nagyitasu
mikroszkopos me¥ (400x) atlagdban a renin-, AT II-, ACE-, és AT {tRxpresszalo sejtek
szama egyenként 18,9-, 15,6-, 24,8- és 27,1-nektkarott (5. Tablazat). Széges ellentétben
a korabbiakkal, az oszteoid allomanyba agyazottszgfy oszteocitak RAAS-specifikus
immunreakcidja hianyzik (33. abra).

Az aktiv vagy inaktiv otosclerotikus gocot &brazokiapes talpak negativ
immunreakcidéval jellemezh&tk reninre, AT Ill-re, ACE-re és AT IIR-ra nézve. A7 |IR-t
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kizarolag a vesztibularis felszin hyalinporc rétegjé maradék kondrocitai expresszaltak (33.
abra). Mindenképpen emlitést érdemel, hogy az UWNadfitas expoziciés idejét 134 msec-ra
kellett névelniink, hogy ezt az elhanyagolhaténald texpressziot detektalhassuk. Azonban
az expoziciés i@l novelése a protein expresszibban nem eredményejdtb
kimutathatosagot. A Iéziot kepzsejtek, mint példaul az oszteoblasztok, a fibredtiak és a
sokmagvu oszteoklasztok nem okoztak immunreakezi®AAS vizsgalt tagjaiban (33. abra).
A hidnyz6 fehérje expresszié fiuggetlennek bizonyaltszovettani diagnozistdl és az
otosclerosis szoOvettani aktivitasatol is. Mivel aiosclerotikus stapes talpak alaphest
negativ RAAS-specifikus fehérje expresszioval jekkzhebek, igy eltekintettiink az RAAS-

specifikus MRNS-ek RT-PCR vizsgalatatol.

5. Tablazat. Otosclerotikus stapes talpakban, csontspecifikymoégiv kontroll mintadkban a renin-angiotenzin-

aldoszteron rendszer fehérje tagjainak és a féceptorok (I és Il) immunreakcioja.

Mintak (n=40) Renint AT-I?° ACE® AT-IR* TNFR-I° TNFR-II°®

Otosclerotikus stapes (n=20)

Aktiv otosclerosign=13) - (0) - (0) - (0) - (0) +++ ++
(58.7) (49.8)

Inaktiv otosclerosign=7) - (0) - (0) - (0) -(0) +++ -+
(23.5) 2.1)
Kortikalis csont (n=10) ++ + + +(27.1) n.a’ n.a.

(18.9) (15.6) (24.8)

Human vese minték (n=10) ++++ +++ +++ +++ n.a. n.a.
(284.7) (193.3) (311.2) (201.8)

Az immunfluoreszcens prébéak intenzitdsa (IFA): + gyenge gfriiszefi immunreaktivitds; ++ gyenge
homogén immunreaktivitas; +++ d&& homogén vagy gyenge szemcsézett immunreaktivitds;+ ebs
konflualé és massziv szemcsézett reakcid; - negatikcid. A szamok az immunreaktiv sejtek mennység
jelzik 10 nagy nagyitasi m&z400x) atlagabarfAT-11: Angiotenzin-Il,>ACE: Angiotenzin konvertalé enzim,
*AT-lIR: Angiotenzin-Il receptor’TNFR-I: Tumor necrosis factar-l-es tipust receptofTNFR-II:  Tumor

necrosis factorx ll-es tipust receptofn.a.: Nem all rendelkezésre
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33. dbra A RAAS expressziéjanak immunfluoreszcens demonisti@otosclerotiku
stapes talpakbam\1: A stapes talp elitspélusaban elhelyezkédktiv otosclerotikL
goc hipocellularis oszteoiddal és szamos osztkotitiakinaval (HE, jobb fulA2: Az
angiotenzin konvertal6 enzim (ACE) negativ immuaflszcens reakcidjad3: Az
el6zé6 metszet reninspecifikus immunfluoreszcens prob¥gaotoscerotikus fokuszbe
immunreakci6 nem figyelhét meg. A4: Az angiotenzin Il receptor (AT IIf
immunreakci6ja szintén negativnak bizonyuR5: Az angiotenzin llspecifikut
immunreakcié is negativ eredménnyel zarltl: A stapes talp elliés polusaba
kialakut inaktiv otosclerotikus fékusz (HE, jobb fiil). l&ziot komoly hipocellularita
,=ures halo” sejtek és tag pszeudovaszkularis obtites lakinak jellemzikB2: Az
ACE-specifikus préba negativ immunfluoreszcens ceakmutat.B3: Az el§zé metsze
reninspecifikus immunfluoreszcens festése, mely szalfest mértékben reakciomen
B4: Az AT IIR immunfestése szintén reakcidémentd&b: Az AT Il-specifikut
immunreakcié negativ eredményt mutat.
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34. abra A TNFR-I/Il immunfluoreszcens megjelenése otosm&ban. Al: Az otosclerosis akt
stadiuma (HE)A2: A Iézi6t alkoto sejtek ételjes annularis TNFR-I-specifikus immunreakcidied: A
TNFR-II megleheisen hasonlé mintazatu reakcidgl: Inaktiv otosclerotikus fokusz (HEB2: Az el6z6
metszet gyenge annularis TNFR-I-specifikus immukec&ga abrazolodikB3: A TNFRAHI immunfestés
gyakorlatilag negativ.
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35. dbra A RAAS immunfluoreszcens bemutatasa csontspersfikontrollokban ¢
human vesemintakbail: A kortikalis csont normal struktiraju cemerinalakat €
ereket abrazol (HE, jobb flilA2: Angiotenzin konvertalé enzim (ACE) gyenge po:
immunreakciot mutat a perivaszkularis oszteoid pniigr sejtekbenA3: A korabb
metszet reninspecifikus immunreakcidja meglébet hasonld mintazattah4: Az
angiotenzin Il receptor (AT IIR) immunfestése pbziteakcidval.A5: Angiotenzin |
(AT 1) szintén pozitiv reakciét dbrazoBl: A human vesekéregben elhelyezé
glomerulus szbévettani reprezentaciéja (HB2: Az ACE pozitiv immunfluoreszce
reakcidval jar.B3: A korabbi metszet rengpecifikus immunfluoreszcens prébéja.
epithelidlis sejtek ételjes renin expressziot reprezentalnBé. Az AT IIR szintér
pozitiv reakciot mutaBB5: AT Il-specifikus pozitiv immunreakcio.
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5.4. Asszociaciés tanulmany

Osszesen 153 valogatott ankylotikus stapes talpatl53) dolgoztunk fel HE
festéssel, melyek szovettani diagndzisa otosckemaki bizonyult. A vizsgalatban részt gev
stapes talpak egyetlen otosclerotikus gocot tagatak, melyek kdzul 102 aktivnak és 51
inaktivnak mutatkozott. Az otosclerotikus fokuszak elll$ polusban 1§=98), bipolarisan
(n=31) és az ovalis ablakot obliteralb<24) modon fordultak é.

Korabbi tanulmanyok eredményei alapjan leirt 13sol&rosis-specifikus SNP-t
genotipizaltunk 153 otosclerosisos €s 300 Klinkantroll mintaban. Az aktiv és inaktiv
otosclerosisban szenued betegek értékeit hasonlitottuk a kontrollokban z&molt
asszociaciés szintekhez. Az aktiv és az inaktivsadoosisos csoportoeégyben (nem
szeparalva) vizsgaltuk, hogy elkerlljik a meta-amalszignifikancia erejének drasztikus
csokkenését. A mintak szignifikdns SNP asszociakigtutato, becsilt statisztikai ereje
(statistical power) 16% és 80,5% kozo6tt mozgottkakabban kiszamitott Hardy-Weinberg
equilibrium értékeitl egyetlen SNP sem mutatott deviaciét. A logiszikiegresszios

vizsgalattal végzett asszociacios szamitas egy 8BEB00472, TGFB1) esetén mutatott

rs1800472
Study OR
Belgian—-Dutch 0.344 L
French 0.43 il
Tunisian 0.286 L
Hungarian 0.275 =

Common OR 0.353 ’

1 I I I 1
0.2 0.4 06 0810

36. dbra A TGFB1 rs1800472 SNP eloszlasanak meta-analig@mestplot diagram). A pont a felson
populaciék odds ratio (OR) értékeit mutatja. A kibdz tanulmanyok 95%-os konfihcia intervalluma
vizszintes vonal jel6li, a becsilt értékeket nétigrebrazoljuk. A négyzetek magassaga forditosiadmyos
becslult standard hibaval. Az atlagos O&fombusz jeldli, mely horizontalis kiterjedéskamfidencia hatarok
mutatja. A rombuszok szélessége forditottan ardaysiandard hibaval.
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statisztikailag szignifikans 6sszefliggést az otrsslissal.

Régebbi tanulmanyok méar beszamoltak az rs18004283(] €s az otosclerosis
kozotti szignifikans asszociéciordl (szovettanisgialat nem tortént) belga-holland, francia és
tunéziai populacioban (17,35). A korabbi Osszefggyé elledrzése céljabdl magyar
beteganyagon is genetikai meta-analizist vegezt(®& abra). A meta-analizisink
eredményei arra utalnak, hogy a magyar populadédilals hatasdissége megfelel a tobbi
népcsoporténak (p=4.474 x %$00R, 0.345 [SD=0,236-0,505]). A RELN rs3914132 Si&P

vonatkozo meta-analizis adatokat a 37. abra szmtlél

rs3914132
Study OR
BD 1.822 K
RS1 1.484 _— —
RS2 1.43 _ —
ITA 1.304 8
ROM 1.26 &
GER 1.242 &
SWiI 1.327 =
TUN 1.387 =
IND 1.659 <3
HUN 0.899 =
Common OR 1.379 <
| ] ] | 1 1 1
0.8 1.0 1.8 20 258 30 35

37. abra A RELN rs3914132 SNP eloszldsanak meta-analiZieeedtplot diagram). Az abran szeré
populaciok RELN SNP meta-analizisének eredmény&pbrabbi RELN asszociaciés tanulmanyok gap
kivéve a magyar populaciot.
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6. MEGBESZELES

Célkitizéseinknek megfeléén lehetségink nyilt otosclerosisos és nem-
otosclerosisos stapes mintak tanulmanyozasaraszdrnpont alapjan (COL1A1/A2-, BMP-,
RAAS expresszid, genetikai asszociacios vizsgd)alszerteagazo vizsgalatsorozatunkbdl
is latszik a betegség komplex etiopatomechanizmiizantosclerosisét eltérs etioldgiaval
jellemzett nem-otosclerosisos stapes fixaciok meljfé&ontrolinak bizonyultak vizsgéalataink
soran. Kutatocsoportunk korabbi eredményei tisatdzz otosclerosis €s az egyeb stapes
fixaciok kozotti jelends kulonbségeket, melyek alapjan hagyomanyos heiiatenzin
festéssel differencialhatéak el leglatvdnyosablmgm@stol. Ez a szévettani festési eljaras a
mai napig kulcsfontossagu a korrekt differenciadidzis feléllitasdban.

Korabbi fejezeteinkben részletesen beszamoltunkeaz tipusu kollagén Al és A2
alléljeinek lehetséges szerefléaz otosclerosis patogenezisében. Az irodalmi cidben
klinikailag otosclerotikusnak véleményezett betggayal végezték a kulonféle
vizsgalatokat, melyeknek nagyjabol 30%-a nem issae&otikus eredét stapes fixacio
volt”’". Mindez gyanithatéan az egysisi sebészi technikaval magyarézhatd, mivel a
stapedotomia nem alkalmas mddszer a fixaciot okézd kinyerésére. Tanulmanyunk egyik
biostatisztikai efssége, hogy szdvettanilag megggtett otosclerotikus stapes talpak elemzése
alapjan tettik észrevételeinket.

Normalis COL1A1/A2 allél expressziot detektaltunkiosclerotikus és nem-
otosclerotikus stapes fixaciokban, melyek exprésszszintie €s mintazata egészen
hasonlénak bizonyult, mint a negativ kontroll cedét Megdllapitasaink szerint az I-es
tipusu kollagén-specifikus immunreakciod pozitivitakiggetlen a kulonbéztipusu stapes
fixaciok szovettani diagnozisatodl, ellenben szobgszefiiggést mutatott az oszteoid matrix
cellularitasaval. Az aktiv otosclerotikus fékuszakenziv kollagén-specifikus immunreakciot
reprezentaltak, mig az érett és j0l differenciatintban, ahol a remodelling majdnem teljesen
hianyzik, alacsonya-1 és a-2 lanc expresszié volt megfigyell$ét. Immunfluoreszcens
protokollunk egyedil a normalig lancokat képes kimutatni, ezért az emelkedettagélh
expressziot patoldgias variansok nem befolyasoltgonban a kisérlet masodik részében
alkalmazott RT-PCR az Al és A2 allélek normalis pgdolégias mRNS transzkripcios
variansait is képesek detektalni. Az immunfluoresscés a PCR vizsgalataink eredményei
O0sszecsengtek, ugyanis csak vad (normalis) tipusiL181 és COL1A2 mRNS
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szekvencidkat szolgaltattak. Eredményeink fényébidjelenthety, hogy mind az
otosclerotikus és a nem-otosclerotikus stapesifikéaz I-es tipusu kollagén normahsl és
a-2 lanc expressziojaval jellemezBiek. Ebl®l GUgy gondoljuk, hogy az otosclerosis nem
képzelhet el enyhe lefolyasi vagy lokalizalt oszteogenezispdrfektaként, avagy
oszteoporozisként. Mivel a kollagén az otosclersgi@vettani diagndzisatol és mas stapes
rendellenessééit fliggetlentl expresszalodott, ezaltal nem tudtidgersiteni a betegséggel
valo feltételezett 6sszefiiggst

Az l-es tipusu kollagén egy evollucionalisan igenngeyvativ struktar fehérje,
amelynek mutaci6i a csontvaz rendszer megannyiténigs rendellenességéhez vezefiek
Raadasul a sejtekben végbeharanszkripcido, az mRNS splicing és a fehérje ko
temérdek szabalyz6 mechanizmusanak barmely zakaddlyozza az Al és A2 allélek
normalis expresszi6jat. Az otosclerosis kollagén-hipotézisét propagaltikbi publikaciok
képtelenek magyarazni a betegség organotropizmagai,a human otikus kapszulara tétén
kizarélagos lokalizaciéf®. Masrészsl az otosclerosis oszteogenezis imperfekta-hipseézi
nem tamaszthat6 ala kizarélag genetikai tanulméakaibk. A COL1A1 gén polimorfizmusok
€s mutaciok oOsszefliggést mutatnak az otosclergsissnban a legtobb Kklinikai
otosclerotikus beteg kapcsolatban &llhat méas deaiefaktorokkal i§°%'%* Vizsgalataink
alapjdn a COL1Al1 és COL1A2 allél mutacioi és SNfeltehebtleg hozzajarulnak az
otosclerosis patogeneziséhez, azonban nem gaéaljiks tipusu kollagén expresszidjat.

Korabban aprolékosan kifejtettik a BMP fehérjékzvéselét az aktiv otosclerosis
koros Ujcsontkepidéssel jard stadumaban. Vizsgalatunkkal kapcsolatigggancsak ki kell
térnink arra a lényeges kulonbségre, miképp a e irodalmi adatokban kizérolag
klinikai otosclerotikus beteganyagot vettek gdrcala az dlzéekben méar részletezett
nehézségek miatt. Jelen tanulmanyunkban szovettpnigazolt otosclerotikus stapes
talpakban sikerilt emelkedett BMP 2, 4, 5 és 7 esgmiot kimutatni, mig a nem-
otosclerotikus és kontroll csoportban hasonlé édErnem azonositottuhk Tovabba
megedbsitettikLehnerdt és mtsaizon feltételezését, miszerint a BMP 2, 4 és @ltdvfaktor
a betegség patogenezisében, amelyek megnovekexietésszibja szerepet jatszik az
otosclerotikus csontatépiilésbervindemellett jelen tudasunk szerint tanulméanyaalels,
mely bizonyitja a BMP 5 funkcidjat az otosclerosimpatogenezisében.

Kutatocsoportunk altal felallitott epiopatogenetikaodell ebsegiti az embrionalis
kondrocita reaktivacidé hipotézisének magyarazatdikként az otikus kapszula kozéps
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rétegében nyugvé embrionalis kondrocitak feltélegt kanyarovirus infekciora tortén
aktivacioja lenne az otosclerotikus fokusz kiingudatjd® ™t Helyiiket érett oszteoklasztok és
oszteoblasztok veszik at, melyek jetstmennyisé§y TNF-a-t, CD51/61-t, apoptozis
inhibitorokat és kulénféle BMP-ket expresszalnakzefc BMP-k preciz leirasa
nélkiilozhetetlen a betegség kitejesének megértéséhe?

A koézelmaltban tébb tanulmany foglalkozott a RAASngk SNP-inek és az
otosclerosisnak a lehetséges 0Osszefiiggésével,tevidagaltuk a RAAS négy elemének
(renin, ACE, AT-Il és AT-IIR) expresszios szintj@is mintazatat szovettanilag alatamasztott
otosclerotikus stapes talpakban. Pozitiv kontroitkéasznalt cadaver human vese szdvetben
és szovetspecifikus kontroll csontjainkban intenZRAAS-specifikus immunreakciét
detektaltunk, azonban sem az aktiv, sem az inaktisclerotikus gocokban I&wsejtek nem
adtak RAAS-specifikus pozitiv immunreakdibt

Eszrevételeink korantsem meghokkKeh, ugyanis RAAS expressziot eddig
egyedulall6 médon parenchimas szervekben, newétigetekben, vaszkularis elemekben és
vese mintakban talaltdk'®® Ezzel szemben szignifikans renin, ACE, AT-lIl é3-AR
expressziot figyeltink meg csontspecifikus  konk@tit alkalmazott kortikalis
csontfragmentumok  perivaszkularis ~ oszteoid  progenit sejtieibet”’,  amelyek
alatdmaszthatjak a csont¥el asszocidlt RAAS szerepét a lokalis csontforgalom
ellentmondasok a human otikus kapszula embrioefédetével és egyedulalld metabolikus
tulajdonsagaival magyarazhatd Ezen kiviil a RAA jelatviteli Gtvonal egyik végteéke, az
aldoszteron, is befolyasolhatja az otosclerosislyatéat fesziiltség-fuggkalcium csatornak
szabalyozasa altaf%°

Elssként Imauchi és mtsaiszignifikans 0sszeflggésr tudositottak klinikai
otosclerosis (=186) és az AGT M235T, valamint az ACE I/D polimorfizeak kozott,
ezenfelll az ACE TT és DD genotipus nagyobb aramyfmmdult eb stapes fixacios
eseteikben, mint a kontroll csoportbdh Késsbb Schrauwen és mtsaiagy elemszamu
populaciét (=692) érintd tanulmanyukban elvetették a kordbban vélelmezgitéolatot az
otosclerosis és az ACE IID és az AGT M235T kd26ttEredményeink alapjan
kutatdécsoportunk sem tudja alatdmasztani 8zéekben felvetett kapcsolatot a RAAS és az
otosclerosis kozo6tt, mivel szoOvettanilag igazolosaierotikus stapes talpakban RAAS
expresszié nem volt detektalh&téEzen adatoktdl fiiggetleniil, azonban izgalmasdek@E-
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inhibitorokkal vagy AT-receptor blokkolokkal kezellagy éppen nem kezelt, egyszerre
magasvérnyomas betegségben és otosclerosisbaredzémtegek audioldgiai és radioldgiali
prospektiv kbvetése, hogy megallapithassuk ezegygyércsoport terapias hatékonysagat.

Genetikai asszociacios tanulmanyunkban klinikagagszovettanilag igazolt magyar
otosclerotikus betegek vettek részt. Az otosclerdsagndzisa a sebészeti beavatkozas soran
megéallapitott stapes fixacio és az aktiv és inatdkuszok szdvettani verifikalasa alapjan
ment végbe. A COL1Al, TGB1, BMP2, BMP4, AGT és RELN génekkel genetikai
asszociacios tanulmanyt végeztink, azzal a célbgly azonositsuk a hajlamosito gént.

A TGF1 gén szerepét human otosclerosis stapedialis ®géga miatt vetettek fel
az otikus kapszula csontforgalmabdnmajd ennek koévetkeztében involvalédott a TfEF-
az otosclerosis patogenezisébe. A Tf@Fe szerepkdrbe valod belekeveredése miatt intenziv
kutatasok indultak, melyek hozomanyaképpen kimakataz rs1800472 SNP-t (T263l
aminosav valtozast idéz & ami belga-holland, francia és tunéziai populiican
dsszefiilggést mutatott az otosclerosiS8st Tanulmanyunkban a két genotipizalt SNP
(rs8179181 és rs1800472) kozul statisztikailag refiigans osszefliggést csak a T263l
(rs1800472) varianssal tudtunk kimutatni Klinikais észovettanilag megesitett
otosclerosisban. Tovabba az rs1800472 SNP-re voriatika egy meata-analizist folytattunk
le a korédbban publikalt adatok alapj&h? mely szemlélteti az asszociacié ismételt jelelét
a klinikailag és szovettanilag is igazoltan otosmdésos magyar populacidban. Utobbi
nagyjabol megegyezik a szévettanilag nem-igazgtiupirié adataival. Mindez megdsiti a
kapcsolatot a T263I1 varians é€s az otosclerosistk6zo

Az éltalunk tanulmanyozott tdbbi gén mind ugyanalysszefliiggést mutatott, mint a
szovettani vizsgalaton at nem esett klinikai otesitikusnak véleményezettek. A COL1A1
génnel folytatott asszociacids tanulmanyok (eurogaierikai, tunéziai) a spanyol populaciot
kivéve, kapcsolatot mutattak az otosclerosissat® 2 A BMP2 és BMP4 géneket célzd
asszociacids vizsgalatok két SNP-vel (rs3178250r€45¥563) kapcsolatban tartak fel
Osszefluiggéseket az SNP-k és az otosclerosis kdmitga-holland, valamint francia
populaciébaff. Mindemellett a tunéziai populaciéban nem tudtalpdsolatot kimutatni a
vizsgalat diagnosztikus erejének alacsony mivoltatt’. 2008-ban az AGT-re nézve
Imauchi és mtsatartak fel 6sszeflggést az rs699 AGT és az otasite k6zott francia
populaciébah'®. Egy évvel késbb Schrauwen és mtsaiem tudtak kapcsolatot kimutatni
belga-holland populaciobdh A RELN volt az egyetlen gén, melyet egy teljesyamot
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analizalé asszociaciés tanulmanyban identifik&ftaMindezidaig a RELN és az otosclerosis
kozott megléd Osszefiiggés a ledmsebb és legmegggobb®® %t Jelen tanulmanyunkban
genotipizaltuk a COL1A1 gén két SNP-jét (rs2586498s1800012), a BMP2 és BMP4 egy-
egy SNP-jét (rs3178250 és rs17563), a RELN hat eNRs2299383, rs3914132, rs39335,
rs39350, rs39374 és rs39395) és az AGT egy SNsfg29). Ezen gének (COL1A1L, BMP2,
BMP4, RELN, AGT) SNP-i kozul egyik sem volt dsszggésbe hozhaté a klinikai és
szovettanilag igazolt otosclerotikus magyar popolal. Tobb lehetséges tényemerilt fel
elképzelhet, hogy a vizsgalt SNP-k ereje és hatasulsgtge a magas mintaszam miatt mar
kelléen lecsokkent ahhoz, hogy barmely asszociacioekiszk a célpopulaciobamMasodik
lehetséges magyarazatként felmeril, hogy a keadstiociaciokra vonatkozé megallapitasok
fals pozitivak. A harmadik értelmezés szerint aasoterosis Klinikailag heterogén, tobb
endofenotipussal rendelkezik, melyek mindegyikebkiibz molekularis alapokkal bir. A
negyedik, a populacidkon ativel,nonreplikacié” lehet, amely a kilénb&zkornyezeti
rs3178250 és a BMP4 rs17563 ereje alacsony, mind@38,5% és 27,1%, igy ezen gének
asszociacigjarél nem tudunk konklaziot levonni tamanyunkban. A COL1Al rs2586498
SNP-jének ugyancsak igen korlatozott a diagnoszténeje, kovetkezésképpen messzémen
kovetkeztetéseket szintén nem vonhatunk le. Masiész COL1A1 rs180012 diagnosztikus
ereje elérte a 73.9%-ot €s emellett sem talaltuwsszéfiiggést a betegséggel. Az AGT rs699
SNP-jének ereje 80.5%-nak bizonyult, azonban itt sedtunk asszociaciot detektalni. Ezek
alapjdn a COL1A14l és az AGT-6l megallapithatdé, hogy a jelenleg kimutatott negati
eredmeények a kezdeti tanulmanyokban valdse@a hatés tulbecsiulésének vagy fals pozitiv
ertékeknek tudhaté be. Az a tény, miszerint a Karabizsgalatok ellentmondasos
eredményekil szamoltak be az &b emlitett két génnel kapcsolatban, dsszhangthaz Zé|

a hipotézisséf 113 Tovabba a RELN SNP-iben sem talaltunk genetikarzaciaciot. Ez is
meglehetsen varatlan fordulatnak bizonyult, ugyanis szarfigggetlen populaciéban is
markans megisméitiést mutatott az ezt megeb tanulmanyokbait %! Habar a RELN
egyes SNP-inek tekintélyes a diagnosztikus erefed4?s felett), mégis figyelembe kellett
vennink az és kapcsolati aranytalansagot az SNP-k kdzoétt. Paeanek a népontnak,
ezek az SNP-k a kordbban publikalt asszociaciokkéapdjanak magas diagnosztikus erejét
biztositjak. Ezért a RELN asszociaciok non-sziduaificiajat valosziftlennek tartjuk és a
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diagnosztikus ér hianyanak tekintjik. Egy tovabbi érv a meta-anslgredmeénye, melyet
Jforest-plot” diagramon jelenitettink meg. Masikosettanilag nem igazolt otosclerosisos
populaciékon a koradbban publikalt RELN asszociatadsilmanyokban a RELN asszociacio
minden vizsgalatban azonosnak bizonyult, habarmgbiaszefliggés a kisebb elemszam miatt
nem volt szignifikans. Tanulmanyunkban az ,oddsotahagyon koézel all nulldhoz, és az
asszociacié konzekvensen nem all parhuzamban ablkor@nalizisekkel, azonban az
elemszam novelésével nem valé§izinhogy szignifikdns ©sszefiiggést kapunk. Egy
kézenfekv hipotézis magyarazatul szolgalhat az eredményekiszerint a RELN 6sszefligg
a specifikus otosclerotikus endofenotipussal, aatdjaban kilonbozik a jelen tanulmanyba
valogatott betegek szdvettanilag igazolt endof@usttol.

Osszegzésképpen, az otosclerosis etiopatogenatida@elljét jelenleg Ugy képzeljik,
hogy perzisztalé kanyarovirus fézes hatdsara az otikus kapszulaba lészteoblasztok,
oszteoklasztok, fibroblasztok és endotél sejtekatsdglszinikon MHC | molekulak
segitségével toredezett kanyardvirus antigénekamiesszalnak. Ez a folyamat CD8+ T-sejt
flggdé immunvélaszt valt ki, melynek hatasara nagy meseygi TNF-o szabadul fel és
kévetkezményes csontlebomlas indul Mfe&zzel szimultan az otikus kapszula embrionalis
kondroblasztjai és oszteoblasztjai, valamint azvadeorolt oszteoklasztok reaktivacios
folyamaton mennek keresztill, ugyancsak a kanyarévierzés kovetkeztébéh*¢ Az
otosclerotikus gocok oszteoklasztjai és oszteohs€D51/61 (oszteoklaszt funkcionalis
antigén) molekulat expresszaliigk rdadasul megnovekedett BMP, T®Fés TNFe
expresszié mutathaté Ri"®% Az aktivalt monocitdk, makrofagok, T- és B-sejték az
oszteoklasztok is képesek az oszteolitikus foku3le-a-t szekretélni, és ezzel tovabbra is
fenntartani a gyulladasos esemény&kdt

Jelen kisérletsorozatunkkal bizonyitottuk, hogy@GFP1 rs1800472 SNP-je (T263l)
szerepet jatszik az otosclerosis patogenezisélbrapll&t a BMP 2, 4, 5 és 7 magas szoveti
expresszidjuk miatt szintén nem elhanyagolhatéaqgnian véleménylnk szerint ezen
molekuldk pusztan az oszteolitikus gyulladas héllité mechanizmusaban vesznek részt.
Tovabba, kisérletes munkank eredményeképpen ugjotjok, hogy a COL1A1, COL1A2 és
a RAAS a korabbi irodalmi felvetésekkel szembennnatszik szerepet az otosclerosis

patogenezisében.
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7. UJ MEGFIGYELESEK

1. Otosclerotikus szovettanilag igazolt stapes talpakbhem jelenik meg a kontrolltol
elté l-es tipusu kollagére-1 és a-2 lanc expresszio, emellett ugyancsak nem
talalhaté RT-PCR-rel patologids COL1ALl és COL1AZiaas. Véleménylnk szerint

az l-es tipusu kollagén nem féislaz otosclerosis kialakulasaeért.

2. Ugyancsak otosclerotikus szoOvettanilag mégiett stapes talpakbdl az irodalmi
adatokkal megegyéen sikerilt detektalnunk immunfluoreszcens vizstg@l&8MP 2,
otosclerosisos stapes taplakban. ElképzelésiunknszeBMP-k a litikus folyamat

utani regeneracidban jatszanak nélkulozhetetlerepee

3. A korabbi felvetésekkel ellentétben, szoévettanilagzolt otosclerotikus stapes
talpakban nem jelenik meg kimutathaté RAAS expriéssgy feltételezésiink szerint

a RAAS nem tehétfelelossé az otosclerosis kiféfléséért.

4. Nemzetkozi 0Osszefogasban, &dént parositottunk asszociacidés tanulmanyhoz
szOvettanilag megésitett stapes talpakat, melyek alapjan a vizsdaN®-kibl Ugy

tiinik, hogy a TGHB1 mutacioja szerepet jatszik az otosclerosis etog@meziseben.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az otosclerosis az emberi temporalis csont (otkaisszula) egyeduilallé, gyulladasos
csontanyagcsere megbetegedése. A betegség etialdgr@maig ismeretlen, igy jelenleg is
intenziv kutatasok folynak. Az otosclerosis patadiai tenyedi kozott komoly figyelem
fordult az I-es tipustu kollagén Al (COL1Al) és AEZQL1A2) alléljére (lokalizalt
oszteogenezis imperfekta hipotézis), a BMP-k éG&J§1 fehérjék lehetséges eltéréseire.
Tovabba, tobb szetavetette fel a renin-angiotenzin-aldoszteron read§RAAS) kapcsolatat
az otosclerosis kialakuldsaval Osszefiiggésben.ikidllag stapes fixacioban (ankylosis)
szenved betegek stapedectomiaja soran eltavolitott stamiesakat és kontroll szoveteket
tanulmanyoztunk hematoxilin-eozin festéssel, imnuoreszcens prébaval (COL1A1,
COL1A2, BMP 2, 4, 5, 7, RAAS), RT-PCR-rel (COL1ATOL1A2) és asszociaciés
vizsgalattal. Eredményeink alapjan nem talaltungzéfiggést otosclerosisos stapes talpak
COL1Al1, COL1A2 és RAAS expresszios mintazatban,nbaa szignifikAns expresszio
fokozodast mutattunk ki a BMP 2, 4, 5 és 7 fehdmgik Ezenfelll, RT-PCR vizsgalattal sem
tudtunk patologias COL1Al és COL1A2 transzkripciaianst detektalni. Asszociacios
tanulmanyunkban szovettanilag meggtett stapes talpak és a TGE-kozott szignifikans
0sszefuggést mutattunk ki. Mindemellett kutatocstpik irta le elsként a BMP 5 szerepét
az otosclerosis patogenezisében. Eredményeink iényégy lehetséges etiopatogenetikai

modellt biztositunk az otosclerosis megértéséehez.
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9. SUMMARY

Otosclerosis is a unique, inflammatory diseaseatfigdogic bone remodeling located
exclusively to the human otic capsule. At presdegpite of intensive research, the etiology
of disease remained unclear. Among the potentihiogenetic factors of otosclerosis A1 and
A2 allels of type | collagen (localised osteogesesiperfecta hypothesis), BMPs and TGF-
B1 might play a considerable role. A relationshipweEn the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) and otosclerosis has also been pegjpmg several authors. We studied stapes
samples removed by stapedectomy due to clinicédiges fixation. The further analysis was
based on several comprehensive series of examsasoch as haematoxilin-eosin staining,
immunofluorescent assays (COL1A1, COL1A2, BMP %547, RAAS), RT-PCR (COL1A1,
COL1A2) and genetic association study. Accordingto results, no correlation was found
in the expression pattern of COL1Al, COL1A2 and FAAn the otosclerotic stapes
footplates, however; a significantly elevated espien was detectable in case of BMP 2, 4, 5
and 7. In addition, we could not demonstrate paiiioltranscription variants of COL1A1 and
COL1A2 with RT-PCR. In the genetic association gtual statistically significant correlation
was observed between histologically confirmed devstic stapes footplates and TGE-
Nevertheless, the role of BMP 5 in the pathogenafsigosclerosis was first described by our
scientific group. In the light of these results, weave been provided a potential

etiopathogenetic model for otosclerosis.
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