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1. BEVEZETES

Az otosclerosis az emberi temporalis csont otikus
kapszulajanak egyedulallg, gyulladasos csontangagcs
megbetegedése, melynek etiopatogenezise mindmsatgzatlan. Az
otosclerosis leghbb jellemvonasa, hogy apré, oszteolitikus fékuszok
alakulnak ki az otikus kapszuldban és adéfigktanilag vele egy
teleptdl szarmazé stapes talpban. A gyulladasos gécokti&mso
kapszulaban béarhol &brdulhatnak, azonban predilekciés helyiik a
fissula ante fenestram. Az itt ndveékatosclerotikus gocok az ovalis
ablak fulkéjét bedikitve akadalyozzak a stapes talpat mozgaséban,
ezzel utjat allva a kividt érke hangrezgések tovabbitédasanak a
bel$s ful felé. igy az otosclerosisban szensedoetegnél
leggyakrabban vezetéses hallascsokkenést allapitegk azonban a
tinetek a gocok elhelyezkedé&sét fliggenek. A cochlea
endoszteumanak érintettsége esetén szenzorinchalfiscsokkenés
alakulhat ki, mig a félkords ivjaratok involvaciégaran szédiléses
panaszok jelenhetnek meg. A betegség kaukazusigmpban 0,3-
0,38%-ban, mig az 6sszes hallascstkkenés koztw-ban és a
vezetéses halldscsokkenéses esetek 18-25%-bar &édUEDLSI
kovetkezik, hogy az otosclerosis becsiilt éves amaja korilbeldl
6-8/10.000 lakos. Kérbonctani leletek tanuséaga iszea fehér
populacié temporalis csontjainak feldolgozasa dlag lakossag 8-
11%-ban talalhatéak panaszt nem okozé otosclemfiikuszok. A
betegségre G dominancia és 30-40 év korili kezdet jellémz
Hazankban az elmdult édzakban 200-250 stapeditétet végeznek
évente, melyek hatterében nagyjabdl 150 esetbacletosis all.

Az elmult évtizedek alatt a csontanyagcsere moéglail
mechanizmusait intenziven tanulmanyoztak. A csomtgcsere
szabdalyozasa kéd természét A jOl ismert endokrin rendszeren
kivil egy komplex és kifinomult kélcsénhatasokbdlé alokalis
halézatot identifikaltak oszteoblasztok, oszteakdals és szamtalan
nemrég identifikalt mediator kozott. A csontlebattéeszorpcio) és
az Ujcsontképiést szigoruan szabdlyozott egyensuly tartja fenn
citokinek és egyéb mediatorok szofisztikalt Ossataltal.

Az oszteoklasztok a monocita/makrofag csalad priogen
sejtjeinek fazidja altal alakulnak sokmagvi Origisdeé, hogy
ellassak ekdleges feladatukat, a  csontreszorpciot. Az
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oszteoblasztok a csont felépitéséért felelnek, epidr a
csontanyagcsere  moduldlasaban  nélkilozhetetlen. szE§ges
szervezet esetén a lebontd és fetéfityamatok szimultan futnak,
és fenntartjak a fiziol6gias egyensulyt a csontimatamusban.

A RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa
ligand) a legtobb sejten expresszalddik, bele@aeszteoblasztokat
is. Az oszteoklasztokon elhelyezKedpecifikus RANK receptor
aktivaciéjan keresztil a RANKL kétiése diseqgiti az
oszteoklasztok differencidlodasat, aktivaciojat #sélését. Az
osteoprotegerin (OPG) @&eljesen gatolja a csontreszorpciot és
jelensen csillapitja az oszteoklasztogenezist. Az OP& addott
allapotban 1é¢ ,csal” receptor, mely a RANK-kal verseng a
RANKL-ért. Ezéltal, az oszteoklasztokon és prektmimn jelen
Iév6 RANK-ot az OPG kompetitiv modon gétolja, ezzelelbdnto
sejtek csokkent differencidlodasat, tulélését ésrekurzor sejtek
redukdlt faziéjat okozza. Jeléisen emelkedett OPG mMRNS
szinteket mutattak ki az otikus kapszula lagy stiben
(ligamentum spirale, Corti-féle szerv tamasztésgjtimbus spiralis
interdentalis sejtjei). Mindemellett a perilympha imeglehdtsen
magas koncentraciéban tartalmazott OPG-t. Immutdkémiai
vizsgélat segitségével a csontos otikus kapszulabeam volt
detektadlhat6 OPG expresszi6. Mindébbazt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az OPG feltételeziley a cochlea lagy
szbveteiben keletkezik, innen szekretalodik a penghaba, aminek
segitségével az otikus kapszula lacunocanaliculaeisdszerét
hasznalva folyamatosan diffundal a kérnyezontba. Az egészséges
otikus kapszula elenyé&$szsont forgalommal bir, és valGsiieg a
nagy mennyiséig OPG miatt majdnem teljesen oszteoklasztmentes.
Elképzelhet, hogy ez az egyik oka annak, hogy az otikus kdpszu
mind morfolégidjaban, mind fdjtiésében paratlan az emberi
szervezetben.

Az otosclerotikus fékuszok hisztologiai aktivitdsétol
(legaktivabb) IV-ig (teliesen kimeriilt) osztalyozjuk fliggien a
cellularitastdl, a vaszkularizaci6 mértélét az extracellularis
kollagén matrix mennyiség#ités az oszteocitédk jelenléiét Egy
aktiv otosclerotikus goécban szamotiewszteoklaszt, fibroblaszt,
orias sejt és proliferdld endotél sejt helyezkedik melyek a
megnovekedett metabolikus aktivitasért és a szekurmdddon
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kialakulé szivacsos szerkezetért félmk. Az otosclerosis korai
stadiumat kanyaro6virus fémés és az egyidégg fennallé gyulladas
jellemzi. Erre a megnovekedett csontreszorpciérdaszélva
regenerativ folyamat indul be a fékuszban, ami exd#tisztok és
fibroblasztok altal vezérelt fibrotikus atalakulégh vezet.
Osszegezve, a betegség aktiv fazisa detektalhangaidvirus
részecskékkel, jarulékos gyulladassdlsdges tumor necrosis factor
o (TNF-a) expresszidval és OPG negativitassal jellemézhay
inaktiv fazist a kanyar6 és OPG pozitivitas, a TiNRegativitas és a
gyulladas egyontéthianya reprezentalja.

A hianyos kanyarévirus antiggnek MHC | molekulak
kdzbenjarasaval expresszalédnak a ot oszteoklasztok,
oszteoblasztok, fibroblasztok és endotél sejtelszfaén. Ennek
kovetkeztében, CD8+ T-sejt fuggimmunvalasz vezet TNE-
felszabadulashoz és konszekutiv csontlebomlashoz &
legéletképesebb tedria, bar az aktivalt monocitdkkrofagok, T- és
B-sejtek és oszteoklasztok is képesek az osztedifokuszba TNF-
a-t kivalasztani, és igy allandé jelleggel tovablsafenntartani a
gyulladasos eseményeket. A TNMF-egy pro-inflammatorikus
citokin, ami nélkulozhetetlen szerepet jatszik aontgebbol
szarmazé mononukleéris sejtek oszteoklaszttd ésdmdlis sejtek
oszteoblasztta differencidlédasaban. Ez a citokiroseteoklasztok
€s  oszteoblasztok  kozotti  intercellularis  kommuoi&a
elengedhetetlen parakrin mediatora. Az emelkedetlF-&
koncentracié stimulalia az oszteoklaszt aktivacifdcilitalia a
RANKL expressziot és csokkenti az oszteoklaszt sjmigt. igy
oszteolizishez, mig hosszl tavon a csont szivadéséboz vezet. A
korai otosclerosisban végbenteMNF-a tdltermebdés az OPG
szekrécié gatlasanak és a RANKL teréags fokozasanak kég
hatasa altal tovabb stimulélja az oszteoklaszt &epzt. A TNFe
ugyanazokat a csatornakat felhasznalva, mint az OGPGa
perilymphabdl az otikus kapszuldba vandorlasa seréekeriilhet a
perilymphaba és a cortilymphaba is. A TNFgatolja a kil
srsejtek elektromotilitasat, ezzel sensorineuréibészavart képes
kivaltani. Mivel az otosclerotikus goc allitjaéela TNFa-t, igy
elképzelhet, hogy az otosclerosisbanéfrduldé sensorineuralis
hallascsokkenés hatterében is a gazdagon felsZabBdE-a all.



Eltekintve a RANKL/OPG rendszéit és a
proinflammatorikus citokinekt, otosclerosisban a TN&- és a
proteolitikus enzimek is részt vehetnek a csontmgszdban.
Otosclerosisban a cathepsin B és D szerepe régli&aefezett. A
korai gyulladast és a csontreszorpciot megnévekedentképadés
és szklerotizacio koveti. Manapsag a szarnynéfetiérje, a Wn3-
catenin rendszer felidsége merll fel az oszteoblaszt aktivacio és a
csontfeléplilés folyamataban. A Sclerostin és a kupkl (DKK-1)
fehérije a Wnt és ezéltal a csontképés gatloszerei is. Igy a
RANKL/OPG redszeren kivil a Wnt/DKK-1 sclerostinyegsuly is
befolyasolja a csontremodelling jelenségét. Erdelzesmban, hogy a
TNF-a nem csak ékegiti a csontfogyast a RANKL indukciéja altal,
hanem képes stimulalni a DKK-1 et és indirekt méthdokkolni a
Whnt-medialt csontfelépllést. Sajnalatos, hogy ceagyon kevés
informacié érhet el a WntB-catenin/sclerostin-DKK-1 rendszer
lehetséges szerepéotosclerosis esetén, azonban a Wnt-t és a cél-
génijét sikerilt azonositani a bielss a kozépful kilonbézészein.

Egy ugyancsak nélkiilézhetetlen citokin, a transfogm
growth factor3 (TGF{3) is bonyolitja az otosclerosis patogenezisét.
A TGF{f31 a legnagyobb mennyiségben megtalalhaté ndvekedési
faktor az emberi csontban. Kritikus szerepet jatszmezenchimalis
sejtek oszteoblaszttad tortérérésének émozditasaban. Tovabba
befolydsolja a matrixképrést, a szoveti fibrozist és a
mineralizaciot is. A TGH kdcsonhatasba kertl a legtébb jol ismert
jelatviteli Utvonallal az oszteoblasztokiikbdése kapcsén, tobbek
kozott a WntB-catenin rendszerrel is. Korabban mar emlitésre
keriilt, hogy az otosclerosishan létrejoesontreszorpciot kovét
fibrézis és csontljdonképdés javitd mechanizmusnak tekinthet
Ezen folyamatokban szerepet jatszé, TEencsaladba tartozo
bone morphogenetic proteinek (BMP) is tovabb boitgd az
otosclerosis patogenezisét.

Jelenleg, az otosclerosis legfontosabb kezelésemmnddig
sebészi (stapedectomia és stapedotomia) terniészetely
teoretikusan képes megszintetni a hallascsokkergzetéses
komponensét, azonban abszolit tehetetlen a pradvess
szenzorineurdlis  hallasvesztéssel szemben. Ezériikséges
megérteni az otosclerosis patogenezisét és  mokekula
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mechanizmusait, hogy képesek legylnk olyan farndefai
vegylletek kifejlesztésére, melyek segitségéveluidank avatkozni
a fent leirt molekularis vagy sejtes mechanizmuaokb



2. CELKIT UZESEK

2.1. Otosclerotikus  stapes talpakb6l  immunfluocess
vizsgélattal a COL1A1 és COL1A2 altal kédolt I-@susi kollagén
a-1 és a-2 lancok expressziés szintiének és mintazatanak
feltérképezése.

2.2. Ankylotikus  stapes talpakbdl RT-PCR vizsgalat
segitségével COL1A1 és COL1A2 allél-specifikus mR&itButatas.
Patologias transzkripcids varidnsok esetén azolhatagozasa.

2.3. Otosclerotikus gocot tartalmazé stapes tdlpakBMP 2-,
4-, 5- és 7-specifikus immunfluoreszcens probavalfehérje
expresszid kimutatasa. Az eredmények Osszevetésgoaezlerosis
szOvettani stddiumaval és klinikai aktivitasaval.

2.4, Otosclerotikus stapes talpakbdél és cadavemahu
veseszovettd renin-angiotenzin-aldoszteron-specifikus (RAAS)
immunfluoreszcens analizis végzése. A kapott fehéxpresszios
szintek és az eloszlasi viszonyok értelmezése.

2.5. Az el§ olyan genetikai asszociacios vizsgalat létrehqzasa
amely szOvettanilag igazolt otosclerosisos és ntrseterosisos
betegek telles DNS d&llomanyara épil, és a korabheirnt
génspecifikus SNP-k szerepét tanulmanyozza.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Jelen tudomanyos Osszefoglalé munka négy
kisérletsorozatot mutat be, igy a mddszertant ielermegfeldlen,
szeparalva targyaljuk.

3.1. l-es tipusu kollagén Al és A2 allélieinek vizsgalat
Klinikailag stapes fixaciéban szenuedetegekBl stapedectomia
soran 55 ankylotikus stapest=65, n6=34, férfi=21) tavolitottunk el
és laterdlis atticotomia soran 30 kiilondoz kortikalis
csontfragmentumot @tottiink. A mintékat egyeftlendl két részre
osztottuk, a nagyobbik hanyadbol (40 stapes és @otrdl)
szdvettani vizsgalatot végeztiink hagyomanyos heifiat@ozin és
COL1A1/A2-specifikus immunfluoreszcens festéssel. kisebbik
részidl (15 stapes és 10 kontroll) COL1A1/A2-specifikus-RCR-t
végeztink.

3.2. BMP 2-, 4-, 5- és 7-specifikus immunfluoreszcersgéilat:

67 klinikailag stapes ankylosishan szenvdxteg (=67, férfi=26,
n6=41) teljes stapeséhez jutottunk ugyancsak stapmuéc
kapcsan. Csontspecifikus kontrollként 35 kortikalis
csontfragmentumot  d@ytoéttink  be  laterdlis  atticotomia
hozomanyaképpen. A mintdkon szovettani vizsgalatmeztink,
minden mintat hagyoméanyos hematoxilin-eozin festéés BMP 2-,
4-, 5- és 7-specifikus immunfluoreszcens probamalizaltunk.

3.3. RAAS-specifikus immunfluoreszcens analizis:
Stapedectomia soran 20 ankylotikus stapesRQ, n6=16, 4=férfi)
tavolitottunk el klinikailag stapes fixaciéban szed beteglél és 10
human cadaver vese-szovetmintahoz jutottunk. Ethell®0
kilénb6d  kortikdlis csontfragmentumot  @jéttink  stapes
ankylosisos betegek kidlshall6jaratabol. A mintakon szdvettani
vizsgélatot végeztiink, minden mintat egyenként heril-eozin
festéssel és RAAS-specifikus (renin, angiotenzinvestaldo enzim,
angiotenzin Il, angiotenzin Il receptor) immunflesecens prébaval
vizsgalatunk.
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3.4. Genetikai  asszociacion alapuldé  tanulmany:153

szOvettanilag igazolt otosclerotikus stapestl53, férfi=65, r=88)

tavolitottunk el stapedectomia soran. Minden bétgubsztoperativ
maédon vérmintat szereztink. 300 hallascstkkenésbenszenvetl

€s otoscopos vizsgalat soran betegségmentes oskénigyancsak
vérmintat szereztink. Az otosclerosis diagnézisagybmanyos
hematoxilin-eozin festés alapjan mondtuk ki. A Kiyan irodalmi
adatok alapjan az otosclerosisra hajlamosité géGeR_.1A1, TGF-
B1, BMP2, BMP4, AGT, RELN) SNP-it vizsgaltuk genagglassal
€s asszociacios teszteléssel.
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4. EREDMENYEK

Eredményeinket az ,Anyagok és mddszerek” fejezetben
megkezdett felosztas alapjan targyaljuk.

4.1. l-es tipusu kollagén Al és A2 allélieinek vizsgalat
Immunfluoreszcens vizsgalataink alapjan az otostilars és a nem-
otosclerotikus stapes talpakban normalis menniiig&gegyenletes
eloszlasi COL1Al1 és COL1A2 expressziot detektaltuak
megéllapitottuk, hogy az immunreakcié intenzitdsaljesen
figgetlennek bizonyult a stapes fixacio szévetingnozisatol. A
szuperstrukturak, a talpak és a vesztibularis fieékz hyalinporc
rétegei rendkiviil hasonl6é expressziés mintazatdattak. A stapes
fixacié negativ kontrolljaként hasznalt kortikatisontok atlagos I-es
tipusu kollagén expressziét reprezentaltak. A COL/BR allélek
expresszidos mintazata nem mutatott szignifikansrekaciét az
otosclerosis szdvettani diagn6zisaval.

Az ankylotikus stapes talpakbd6l és az 6sszes negati
kontrollb6l sikertilt human sejtes RNS-t kimutatmilatamasztva
ezzel azt, hogy az mRNS extrakciés folyamatunk nofilisan
mitkddott. Az Al és A2 allélspecifikus mMRNS kimutatd®&a-PCR-
rel minden stapes talp mintabdl sikeriilt. A negatbntrollként
haszndlt kortikdlis és hallocsontok is szabalyosL CA1/A2 allél
expressziot mutattak RT-PCR-rel. Patoldgias tramgeios varianst
nem detektaltunk.

4.2. BMP 2-, 4-, 5- és 7-specifikus immunfluoreszcersgdilat:

Az aktiv otosclerosisos esetek szimultan emelkdlete 2, 4, 5 és 7
expressziot mutattak, melyek intenziv granularisnimreakciéban
nyilvanultak meg. Az oszteoklasztok és az osztedidk a
kilénbod tipusu BMP-kre tekintélyes pozitivitassal reagélezzel
jelezve a lézion bellli aktiv csontremodellaciot éa
csontljdonképiést. A BMP immunreaktivitas valtakozott a stapes
mintak kildnboa részeiben. A szuperstruktdra negativ volt BMP-re,
mig a léziét tartalmazo talp és a vestibulariszieldyalinporc rétege
nagyon hasonlé expressziés mintazatot jelzett. IEszzemben,
inaktiv otosclerotikus fokuszokban a sejtes maragok felszinén
nem volt szignifikhns BMP expresszido kimutathaté. mem-
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otosclerotikus stapes fixaciok nem abrazoltak immeakciot BMP-
re. A negativ kontrollként hasznalt kortikalis cemnés incus mintak
szintén negativ BMP-specifikus immunreakciét adi&gezetiil, a
kilénbod tipusi BMP-k expressziéja szoros kapcsolatbanaallt
otosclerosis szovettani diagnézisaval és annakitigaval.

4.3. RAAS-specifikus immunfluoreszcens analfxisaktiv vagy
inaktiv otosclerotikus go6cot abrazol6 stapes talpakgativ
immunreakcioval jellemezh&k reninre, angiotenzin ll-re,
angiotenzin konvertalé enzimre és angiotenzindeptorra nézve. A
hianyz6 fehérje expresszio fiiggetlennek bizonyultszbvettani
diagnozistol és az otosclerosis szovettani akieitdl is.

Korabbi megfigyelésekkel egyetemben, pozitiv kafkémt
huméan vese-szdvetmintékat alkalmaztunétedjes citoplazmatikus
RAAS expressziéjuk miatt. A glomerulusok epitél tggj a
proximalis és disztalis kanalikulusok és a juxtagboularis
apparatus moédosult neuroendokrin sejtjei is megfska intenziv
immunreakciéban pompaztak.

A csontspecifikus  kontrollként  hasznalt  kortikalis
csontfragmentumok  jeletd  mennyiséy RAAS-specifikus
immunreakcioét adtak. A perivaszkularis régiéban nteeli
progenitor sejtek gyenge tpyiszefi és helyenként homogén
immunreaktivitast produkaltak a RAAS négy tanulm@znit tagja
ellen.

4.4, Genetikai asszociacion alapulé tanulmanyKorabbi

tanulmanyok eredményei alapjan leirt 13 otosclerspicifikus
SNP-t genotipizaltunk. Az aktiv és inaktiv otosofésban szenvéd
betegek értékeit hasonlitottuk a kontrollokban &mplt asszociacios
szintekhez. Az aktiv és az inaktiv otosclerosisesportotegyben

(nem szeparalva) vizsgaltuk, hogy elkeriljik a nraatalizis

szignifikancia erejének drasztikus cstkkenését. Aintak

szignifikans SNP asszociaciot kimutatd, becsultissttkai ereje
(statistical power) 16% és 80,5% kozott mozgott. kérabban
kiszamitott Hardy-Weinberg equilibrium értékgitegyetlen SNP
sem mutatott deviaciot. A logisztikus regresszizsgalattal végzett
asszociacios szamitas egy SNP (rs1800472, TGFBigremutatott
statisztikailag szignifikans 6sszefliggést az owssissal.
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5. UJ MEGFIGYELESEK

5.1. Otosclerotikus szovettanilag igazolt stapelpatdan nem
jelenik meg a kontrolltél eltérl-es tipusu kollagém-1 ésa-2 lanc
expresszio, emellett ugyancsak nem talalhaté RT-R€CRatologias
COL1Al és COL1A2 varians. Véleményiink szerint as Itipusu
kollagén nem feléls az otosclerosis kialakulasaért.

5.2. Ugyancsak otosclerotikus szdvettanilag megjeatt stapes
talpakbdl az irodalmi adatokkal megeg§em sikerilt detektalnunk
immunfluoreszcens vizsgalattal BMP 2, 4 és 7-exnédil el$ként
szamolunk be a BMP 5 fokozott expresszi¢jardl davssisos stapes
taplakban. Elképzelésiink szerint a BMP-k a litikniyamat utani
regeneracioban jatszanak nélkiilbzhetetlen szerepet.

5.3. A korabbi felvetésekkel ellentétben, szovélgn igazolt
otosclerotikus stapes talpakban nem jelenik megitathaté RAAS
expresszio, igy feltételezésiink szerint a RAAS teimet felelsssé
az otosclerosis kifejdéséért.

5.4. Nemzetkozi 6sszefogasbanként parositottunk asszociacios
tanulmanyhoz szoOvettanilag meggitett stapes talpakat, melyek
alapjan a vizsgalat SNP-#blathatd, hogy a TGBL1 mutacidja
szerepet jatszik az otosclerosis etiopatogenesisébe
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6. MEGBESZELES

képzeljik, hogy perzisztalé kanyarévirus deds hatasara az otikus
kapszulaban & oszteoblasztok, oszteoklasztok, fibroblasztok és
endotél sejtek sajat felszinukén MHC | molekulalgitsggével
toredezett kanyardvirus antigéneket expresszalkaka folyamat
CD8+ T-sejt fugg immunvalaszt valt ki, melynek hatdsara nagy
mennyisé§ TNF-o szabadul fel és kdvetkezményes csontlebomlas
indul meg. Ezzel egyiiben az otikus kapszula embrionalis
kondroblasztjai és oszteoblasztjai, valamint az eudhdorolt
oszteoklasztok reaktivacios folyamaton mennek lziésugyancsak

a kanyarovirus febzés kovetkeztében. Az otosclerotikus gdcok
oszteoklasztjai és oszteoblasztjai CD51/61 (ostsakfunkciondlis
antigén) molekulat expresszalnak, rdadasul megmriletk BMP,
TGFf és TNFe expresszid mutathaté ki. Az aktivalt monocitak,
makrofagok, T- és B-sejtek és az oszteoklasztoképesek az
oszteolitikus fokuszba TNE-t szekretalni, és ezzel tovabbra is
fenntartani a gyulladasos eseményeket.

Jelen kisérletsorozatunkkal bizonyitottuk, hogy @F$1
rs1800472 SNP-je (T263l) szerepet jatszik az otossls
patogenezisében. Emellett a BMP 2, 4, 5 és 7 magéaseti
expresszidja miatt szinttn nem elhanyagolhaté, fzmon
véleménylnk szerint ezen molekulak pusztdn az olétikes
gyulladas helyredllit6 mechanizmusaban vesznekt.résavabba,
kisérletes munkank eredményeképpen arra kovetkiekiehogy a
COL1A1, COL1A2 és a RAAS a korabbi irodalmi felveékel
szemben, nem jatszik szerepet az otosclerosis graagsében.
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