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Hattér és elézmények: Az otosclerosis kialakulasaban szamos
genetikailag meghatarozott tényezd jatszhat szerepet. Korab-
ban tébb tanulméany is megerdsitette a RELN gén betegség-
specifikus polimorfizmusét és a reelin adhéziés fehérje foko-
zott kifejez&dését stapes ankylosisos betegekben. Azonban a
RELN/reelin-rendszer funkcidjabdl adéddan, a reelin fehérje
kizardlag neurdlis elemekben és az odontoblastokban
fejezédik ki

Moadszerek: Az ankyloticus stapes talpakban (n=85) és a kont-
rollként felhasznalt corticalis csontfragmentumokban (n=4),
hallécsontokban (n=2) valamint emberi agyszévet mintakban
(n=4) elbkészitést kovetden RELN-specifikus RT-PCR és
reelin-specifikus immunfluoreszcens (IFA) vizsgalatokat végez-
tUnk.

Eredmények: Az ankyloticus stapes talpak elsé csoportjaban
(n=22) egyértelm( reelin fehérje kifejez&dést talaltunk, azon-
ban az RT-PCR csoportban (n=63) a RELN-specifikus mRNS
kimutathatatlan volt. A pozitiv kontrollként hasznalt agyszévet
mintékat kifejezetten magas reelin fehérje- (n=2) és RELN-
specifikus mRNS (n=2) expresszié jellemezte. A csontspe-
cifikus kontroll mintékban (n=6) sem reelin, sem RELN
mRNS expressziét nem tapasztaltunk.

Kévetkeztetések: A felnétt betegekbdl szarmazd stapes min-
tékban a RELN gén nem mutat aktfy, mRNS-szint( expresszi-
ot. A reelin fehérje kimutathatdséaga, az adhézids molekula
embrionalis fejlédésben betoltott szerepére hivja fel a figyel-
met. A capsula otica ugyanis korilvéve a neuralis elemként
szerepld hartyas labyrinthust, jelentds szerepet jatszhat a
szinapszisképz&dés embrionalis koordinacidjaban. A capsula
otica részeként szerepld stapes talp RELN/reelin expresszids
profilja a fentiek ismeretében nem meglepd, az otosclerosis-
ban betdltétt szerepe azonban kérdéses.
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The role of reelin the pathogenesis of
otosclerosis

SUMMARY

Hypothesis: Several studies have reported a potential genetic
association between diseases-specific SNPs of RELN and otoscle-
rosis and confirmed RELN expression in human stapes foot-
plates. These are conflicting results, since RELN expression has
been discussed exclusively in neural tissues and in odontoblasts.
Background: Otosclerosis is a disease of complex bone remode-
ling disorder, which is limited to the human otic capsule. Genetic
background of otosclerosis has long been suspected, however
the pathogenesis remained unclear.

Methods: Ankylotic stapes footplates (n=85), cortical bone frag-
ments (n=4), hearing ossciles (n=2) and human brain tissue
specimens (n=4) were processed to RELN-specific RT-PCR and
reelin-specific immunofluorescent assay (IFA).

Results: The first group of ankylotic stapes footplates (n=22)
showed a consistent positive reaction against reelin by IFA, ho-
wever; RELN-specific mRNA could not be detected in the se-
cond, RT-PCR group (n=63). Brain specimens were charac-
terized by robust expression of reelin (n=2) and RELN-specific
mRNA (n=2). In case of bone-specific controls (n=6), reelin/
RELN expression was excluded obviously.

Conclusion: As to current observations, RELN gene does not
show active expression in adult stapes footplates. Since, the otic
capsule surrounds a special neural structure (membranous
labyrinth), reelin might play a coordinative role in the early
embryonic stage of development. As being a part of the otic
capsule, stapes footplate might be characterized by persisting
reelin detectibility without mRNA expression. Between these
conditions, the etiologic role of RELN is questionable in the
pathogenesis of otosclerosis.
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Az otosclerosisis a felnéttek viszonylag gyakori hallaszavara,
amelyet az oticus capsulaban zajld, patoldgiasan felfokozott
csontatéplilés okoz (1). Az otosclerosis progressziv vezetéses —
és gyakran szenzorineurdlis — hallascsokkenéssel (CHL, SNHL)
jar, amely a stapes talp fixaciéjanak és a pericochlearisan zajlé
osteolysisnek a kovetkezménye (). Az északi (Eurépa, Amerika)
fehér populaciéban a manifeszt otosclerosis prevalencidja a teljes
populaciét tekintve 0,3-0,4%-ra tehetd, ezzel szemben a
kulénb6zd okbdl kialakult hallascsokkenések kozott 5-9%-os,
mig a vezetéses hallascsokkenések kézott 18-22%-os eléfor-
dulasi gyakorisagot mutat (I). Az otosclerosishoz hasonld, illetve
otosclerosis-szer(i csontlézidk lényegesen gyakrabban talalhatok
meg a capsula oticaban. Ez az Un. szdvettani otosclerosis, amely
klinikai tlineteket rendszerint nem okoz, a gécok némak marad-
nak. Nagy, nem-valogatott boncolasi adatbazisokban a szévettani
otosclerosis eléfordulasi gyakorisaga 8- 1 1% kozé esett (1). A ve-
zetéses hallascsokkenést okoz, stapes ankylosissal jaré megbe-
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tegedések kozott az otosclerosis mintegy 70%-os eléfordulasa-
val lehet szamolni (2). Amennyiben egyszerdsiteni kivanjuk a
stapes ankylosis klinikai definiciéjat, elmondhatjuk, hogy az
otosclerosis alapvetéen stapes fixacié, azonban a stapes fixacié
ténye 6nmagaban nem erdsiti meg az otosclerosis diagnézisat:
etioldgiaja egészen mas is lehet (2). Tekintettel arra, hogy az
otosclerosisos és nem-otosclerosisos stapes fixaciok klinikai
modszerekkel élesen nem elkiilonithetdek, a differencialdiagné-
zisuk jelenleg is a stapedectomia soran eltavolitott stapes talpak
kérszovettani vizsgalatan alapul (2). Az elmult évek, évtizedek
intenziv kutatasai ellenére az otosclerosis etiopatogenezise tisz-
tazatlan maradt. Szamos hipotézis sziiletett azonban a betegség
viralis, autoimmun, endokrin és genetikai eredetét illetéen (3, 4,
5, 6, 7, 8). Sajnos mindebbdl az is kévetkezik, hogy az irodalom-
ban szamos egymasnak gyokeresen ellentmondé megfigyelés és
allitas létezik az otosclerosissal kapcsolatban (9, 10).

Az otosclerosis genetikai hatterét az elmult évtizedekben sza-
mos kutatécsoport tanulmanyozta behatdan, azonban egyértel-
mui célgéneket, illetve betegség-specifikus mutacidkat nem sike-
rilt azonositani (1 ). Korabban tobb tanulmany kézolt adatokat
genetikai asszociaciokrdl olyan populacidkban, ahol a stapes
fixacié halmozottan fordult eld, azonban az eltavolitott stapes
talpak kérszovettani vizsgalatat sebésztechnikai és koncepciona-
lis okokbdl nem végezték el (12, 13). Osszefoglalva, ezek a ta-
nulmanyok a stapes ankylosis klinikai és intraoperativ diagnézisa,
valamint az otosclerosis kozott egyenléségijelet tettek, figyelmen
kiviil hagyva a nem-otosclerosisos stapes fixaciok lehetéségét (I,
14, 15). A legtobb genetikai tanulmany, amelyet stapes fixacioban
szenvedd csaladokon és nagy, nem szelektalt populaciékban vé-
geztek, végsd soron autoszomalis dominans oroklésmenetet ta-
lalt, amelyet 40-45%-os inkomplett penetrancia jellemzett (I I,
13). A genetikai kapcsoltsagi tanulmanyok nyolc otosclerosis-
specifikus génlékusz (OTSCI-8) jelenlétét igazoltak, amelyek
egyenként a |15q, 7q, 6p, 16q, 3q, 6q és a 9p, kromoszébmakon
helyezkednek el (11, 12, 13, 14, |5). Ezeket a I6kuszokat ugyan
feltérképezték és az otosclerosishoz kapcsoltak, azonban egyet-
len specifikus gént, illetve génterméket sem sikeriilt azonositani:
igy az betegség genetikai-molekularis bioldgiai hatterérdl vajmi
kevés informaciénk van (11, 12, 13, 14, 15). A genetikai kutata-
sok késébbi célpontjait az ,,egyszerl” gének (single genes) jelen-
tették. Tobb tanulmany megerésitette, hogy a COLIAI (l. tipu-
su kollagén, Al-allél), a BMP2, a BMP4 (Bone Morphogenetic
Protein 2 és 4), a TGFBI (Transforming Growth Factor-Beta 1)
és a RELN gének szerepet jatszhatnak az otosclerosis
etiopatogenezisében (3, 4, 16, 17, 18). Ezeket az 6sszefliggése-
ket retrospektive elemezve azonban elmondhatjuk, hogy a fenti
génekben bekdvetkezd mutacidk, illetve allélfrekvencia valtoza-
sok csak a stapes ankylosisos esetek viszonylag kis hanyadaért
lehetnek felelések (3, 18). Mindezen tul, a korabban leirt geneti-
kai asszociaciok nem képesek magyarazni az otosclerosis feno-
tipusos jellegzetességeit, mint pl. a néi dominancia, a felnéttkori
kezdet, a szervspecificitds és a gyulladasos alapon létrejott
csontremodellaciés zavar (1).

A RELN gén SNP-i (single-nucleotide polymorphism) és az
otosclerosis kozott megfigyelt etioldgiai kapesolat tiinik az egyik
legérdekesebb Gsszefliggésnek, hiszen a reelin fehérje kizarélag
neuralis eredetti szévetekben fejezédik ki (18, 19, 20). A RELN
gén a 7q22.1 kromoszéman helyezkedik el és 64 aktiv exonnal
rendelkezik (21). Maga a RELN egy extrém nagyméretli extra-
cellularis matrixfehérjét kédol, amelyet reelinnek neveznek (21,
22). A reelint egy specidlis un. ,,decoy” (horgonyzd) receptornak
tartjak, amely az elsédleges neurondlis és neuroglialis interakci-
Okat szabalyozza az emberi agy fejl6dése soran bekovetkezd ne-
uron migraciéban és szinapszisképz8désben (19, 21, 22). A
reelinnek szerin-proteaz aktivitasa is van, amely fontos a sejtad-
héziés folyamatok modulalasaban (22). A reelin a VLDL recep-
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torokhoz (Very Low Density Lipoprotein Receptor) és az ApoE2
receptorokhoz (Apolipoprotein-E Receptor 2) kétédve, kivaltja
a Tau és Dab| fehérjék tirozin-foszforillaciéjat, jelentés hatast
gyakorolva ezzel a neuronalis mikrotubulus képzdédésre (22). A
RELN gén mRNS-rdl két alternativ splicing varians képzddik (va-
rians | [NM_005045.3] és 2 [NM_173054.2]), amelyek némileg
kilonbozé  reelin  izoformakat koédolnak (izoforma a
[NP_005036] és b [NP_774959]) (21). Mas transzkripciés vari-
ansokat is kozoltek mar, de ezek teljes szerkezete és funkcidja
nem ismert pontosan (21). A reelin fehérje szerkezeti anomaliai
kiiléonb6zé neuro-pszichiatriai kérképekben jatszhatnak etiold-
giai szerepet, mint példaul a skizofrénia, autizmus, bipolaris za-
var, major depresszié és a tempordlis lebeny epilepszia (23, 24,
25, 26). Egyes tanulmanyok szerint a skizofrénia és a bipolaris
zavarok esetén a reelin expresszié szignifikansan csékkent az
agykéregben, azonban ezek a megfigyelések még nem tisztazot-
tak, hiszen mas tanulmanyok azt igazoltak, hogy a fenti betegsé-
gek kezelésére alkalmazott pszichotrép szerek dSnmagukban is
csokkentik a RELN mRNS expressziét (22, 25). Jelen ismerete-
ink szerint, a reelin kizardlag neurilis szévetekben (ganglionok,
agy, kisagy) expresszalédik, mas szévettipusokban vagy nem
fejezédik ki vagy a kimutathatdsag hataran van (19, 20, 22). A
reelint az embriondlis fejlédés soran az odontoblastok is
expresszaljak, amelyek éretlen sejtek a gyokércsatorna-pulpa
hataron (27). Szerepiik a dentin felépitése és az érzdidegrostok
migracidjanak elésegitése a pulpa feldl (27).

A RELN polimorfizmus (SNP) etiolégiai szerepe az elmdilt évek-
ben vetédott fel az otosclerosis patogenezisében (18). A fenti
megallapitasokkal szemben allva, Van Camp és kutatdocsoportja
statisztikailag szignifikans osszefliggést talalt a RELN gén SNP
polimorfizmusa és az otosclerosis patogenezise kozott (18).
Schrauwen és munkatdrsai egy teljes genomot lefedd asszociacios
tanulmanyt kozoltek, amelyben 555.000 SNP-t vizsgaltak az
otosclerosis kialakulasanak rizikéjat illetéen egy belga-holland-
francia vegyes populaciéban (18). Két otosclerosissal szorosan
asszocialt SNP-t talaltak, amelyek a 7q22.1 kromoszéman he-
lyezkednek el, pontos lokalizaciéjukat tekintve pedig a RELN gén
I-4 intronjainak felelnek meg (18). Erdekes médon, a szerzék
megerdsitették a RELN mRNS és a reelin fehérje expresszidjat
a belsdfiilben és az emberi (egészséges) stapes talpakban is (18).
Késébb, Schrauwen és munkatdrsai nagyon hasonlé kévetkezte-
tésekre jutottak az SNP asszociacidkat és a RELN gén allélikus
heterogenitasat illetéen tobbszérés eurdpai populacidkban is
(28). Ezen tanulmanyok legfébb ereje a vizsgalt vérmintak (nem
stapes mintak!) relative nagy szamaban rejlik (n=1141), amit kli-
nikailag stapes fixaciéban szenvedd betegektdl nyertek (28). Az
el6z6 eredményekkel sszefiiggésben, Khalfallah és munkatdrsai
ugyanezeket a megfigyeléseket tették egy kisebb tunéziai, klini-
kailag ,,otosclerosisos” beteganyagban (29). A szerzék emellett
leirtak egy Ujabb SNP asszociaciét a | Iql3.1 kromoszémarégi-
6ban, amelynek jelent8sége tisztazatlan (29). Mindezek mellett,
Khalfallah és munkatdrsai az is megfigyelték, hogy a RELN gén
rs3914132 jelt SNP-je szignifikans 6sszefiiggést mutat a ndi
nemmel, érzékeltetve ezzel a RELN potencidlis szerepét az
otosclerosisban tapasztalt n8i dominanciaban (29).

Jelen tanulmany a RELN mRNS és a reelin expresszids szintjeit,
valamint mintazatat vizsgalja emberi ankyloticus stapes talpak-
ban, csontspecifikus kontroll mintakban és az emberi agyban.
Eredményeink megkérddjelezik a RELN potencidlis szerepét az
otosclerosis patogenezisében.

Anyagok és modszerek
Betegek és kontroll szovetmintdk

A tanulmany sematikus szerkezetét az I. dbrdn mutatjuk be.
Nyolcvanét stapedectomia soran eltavolitott ankyloticus stapes
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talp mintat vizsgaltunk (n=85, férfiak=32, n6k=53). A betegek
atlagéletkora 42,1 | év volt (tartomany=25-63 év). Az 1000 Hz-
es frekvencian mért csont-légkoz érték minden esetben elérte
vagy meghaladta a 30 dB-t. A mitéti indikaciot szintén alata-
masztotta az 1024, illetve a 2048 Hz-es hangvillaval végzett
Rinné-préba negativitasa. A stapes fixacié 23 betegben kétolda-
linak bizonyult, azonban a révid vizsgalati periédusban minden
betegbdl csak egy stapes talp mintat elemeztiink az egyoldali
stapedectomia miatt. A stapes talpak RELN expresszidjanak
szovetspecifikus kontrolljaként corticalis csontmintakat (n=4,
lateralis atticotomia), egy incus és egy malleus mintat alkalmaz-
tunk, amelyeket radicalis fiilm(tétek soran tavolitottunk el. A
RELN expresszié pozitiv kontrolljaként cadaverekbdl szarmazé
agymintakat (n=4, férfiak=3, nék=1) alkalmaztunk a RELN-
specifikus RT-PCR és az immunfluoreszcens vizsgalatok soran. A
cadaver mintakat a haldl bealtat kévetd 10 éran beliil tavolitottuk
el. A pozitiv kontrollok atlagéletkora 55,85 év volt (tarto-
many=49-63 év). A stapes- és kontroll szévetmintakat 2010
februarja és 2010 oktébere kozott gyfijtottiik (DEOEC, Fiil-Orr-
Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika; DEOEC, Pathologiai In-
tézet; Bajcsy-Zsilinszky Kérhaz, Fiil-Orr-Gége Osztaly). A tanul-
manyt a Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsdg az ETT-
TUKEB/2008-1 13-547/89 nyilvantartasi szamon engedélyezte.
A klinikai mintak felhasznalasa elétt minden beteg tajékoztaté-
beleegyezé nyilatkozatot irt ala. A vizsgalatot a Helsinki Dekla-
racié alapelveinek megfeleléen végeztiik el.

RNS extrakcié és RELN mRNS-specifikus
RT-PCR

Az ankyloticus stapes mintak egyik részét (n=63), a corticalis
csontmintakat (n=2), a malleust (n=1) és az agymintak felét
(n=2) sterilizalt szilikoncsévekben (Eppendorf-tubus) taroltuk -
70 °C-os hémérsékleten (1. dbra). Az egyedi szovetmintakat fo-
lyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd sterilizalt szaraz porce-
lan dérzscsészékben poritottuk. A poritott széveteket DEPC
(dietil-pirokarbonat) kezelt desztillalt vizben szuszpendaltuk. A
homogenzialt szévetszuszpenzidkbdl a teljes RNS tartalmat ki-
vontuk, amelyhez a TRI Reagent™ oldatot (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, U.S.A.) hasznaltuk fel. Az RNS extrakcié soran min-
denben a gyartd utasitasainak megfeleléen jartunk el. A reverz
transzkripciot | ug teljes RNS-en végeztiik el 20 ul végtérfogat-
ban. A reverz transzkripcié soran a High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit™-et (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) alkalmaztuk hexagondlis random primerek felhaszna-
lasa mellett. A RELN-specifikus primereket az online Primer-
BLAST™ szoftverrel (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) terveztiik és valasztottuk ki tgy, hogy a keresé- és terve-
zérendszerbe a RELN gén |. transzkripciés variansanak mRNS
szekvenciajat (NM_005045.3, Gl: 223718138) taplaltuk be. A
<DNS PCR (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) soran olyan RT-
primereket (Reln-7F 5’-3": GGA CCA TGT GGA GGT CGT
CCT AGT A, GC%=56, Tm=58,8°C és Reln-7R 5’-3’: CAC
TCG GTC TTG AGA AGG GCT TTC, GC%=54,17,
Tm=57,5°C) hasznaltunk, amelyek a RELN mRNS 3’ végét cé-
lozzak. A primer tervezés soran becsiilt termékméret 264 ba-
zisparnak adédott. Az amplifikaciés reakciokat 25 ul végtérfo-
gatban végeztiik. Az amplifikaciés reakcidelegy tartalma: | XxPCR
puffer, 1,5 mM MgCl,, 100 uM dNTP 0,2 uM Reln-7F 0,2 uM
Reln-7R, 2,5 U AccuTaq LA DNA Polymerase™ (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, U.S.A.) és 2 ul cDNS. A PCR hémérsékleti profilja
a kovetkezd volt: 2 perc 94 °C-on (elsédleges denaturacid), 35
darab 15 masodperces ciklus 94 °C-on (denaturacié), 30 masod-
perc 60°C-on (annealacié), | perc 68 °C-on (extenzid) és 5 perc

Mintik
Ankyloticus stapes talpak (n=85)

Honitrall mintk:
5 csontiragmentumok in=4}
Emberi agyszivet (n=4)
Hadecsontok.
Irus {n=1)
Malieus (n=1}

/¢
a

Srovettani vizsgalat -
H.E. festés és reelin.
immunafioreszcens vizsgilat

Reln-specifikus RT-PCR

Aniylolicus siapes taipak (n=63)

Ankyloticus stapes lalpak (ns22) Kontroll mintak:
Corticalis csontiragmentumek {n=2)
Kontroll minti Ember agyszdvel (n=2)
Corticalis csontiragmentumok (n=2) Malleus (=1}

Emieri agysadvet (=)
Incus (n=1)

|. abra: A tanulmany 6sszeallitasanak vazlatos be-
mutatasa

68°C-on (végsé extenzié). Minden vizsgalat soran beallitottunk
egy negativ kontroll RT-PCR elegyet, amelyben a cDNS-t DNS-
mentes viz helyettesitette. A RELN mRNS RT-PCR-rel torténd
kimutatasanak belsé kontrolljaként h36B4+ (5’-3’: AGA TGC
AGC AGA TCC GCATT) és h36B4- (5°-3’: ATA TGA GGC AGG
AGT TTC TCC AG) elnevezés, sajat tervezés(i primereket al-
kalmaztunk, amelyek az emberi riboszémalis RNS-t célozzak
(haztartasi gén-kontroll RT-PCR).

Reelin-specifikus immunofluoreszcens
vizsgalat (IFA)

Az ankyloticus stapes talp mintak masik részét (n=22), a cortical
csontmintakat (n=2), az incust (n=1) és két agymintat (n=2)
10%-o0s (w/v) formalin oldatban fixaltuk (/. dbra). A stapes tal-
pakat és a kontrollként alkalmazott csontmintakat 0,5 M Na-
EDTA oldatban dekalcinaltuk, amely 0,02% (w/v) natrium-
azidot is tartalmazott (72 éra, 4°C). Az agyszovet mintakat ter-
mészetesen nem kezeltiik Na-EDTA-val. A mintakat |5%-os
(w/v) analitikai tisztasagu zselatinba agyaztuk (24 6ra, 56 °C) és
4%-os (w/v) paraformaldehid oldatban djrafixaltuk (24 4ra,
20 °C). A szévettani blokkokat krioprotekcié céljabdl 20%-os
(W/v) répacukor oldatba helyeztiik (2 6ra, 4 °C), majd 10 um
vastagsaggal -25°C-os hémérsékleten lemetszettilk (MNT-200,
Slee, Mainz, Germany). Az Gszémetszeteket a festésig 0,1 M
PBS-oldatban taroltuk, amely 0,03% (w/v) natrium-azidot tar-
talmazott (4 °C). Minden mintabdl 2 parhuzamos, 10 um vastag-
sagu fagyasztva-metszett sorozatot készitettlink, amelyeket a
kovetkezdk szerint vizsgaltunk:

B hagyomanyos hematoxilin-eozin festés (HE),

B reelin-specifikus immunofluoreszcens vizsgalat (IFA).

Az elsé metszetsorozatot a korabbiakban mar tobbszor leirt ha-
gyomanyos hematoxilin-eozin mddszerrel festettiik. A masodik
metszetsorozatot alaposan atmostuk, majd szamar normal szé-
rumot tartalmazd 0,2 M PBS-oldattal blokkoltuk (SC-2044, Santa
Cruz, CA, USA). A protein-blokkolt metszeteket 1:200 higitast
poliklondlis kecske antihuman reelin primer antitesttel inkubaltuk
(20°C, 48 6ra, folyamatos razatas) (SC-32554, K-15, Santa Cruz,
CA, USA). A nem koétédott primer antitest felesleget 0,2 M PBS-
oldattal mosas révén eltavolitottuk. A metszeteket ezutan 1:300
higitast szamar anti-kecske FITC-jel6lt masodlagos IgG-oldattal
inkubaltuk (20 °C, 12 éra, folyamatos razatas) (SC-2024, Santa
Cruz, CA, USA). A targylemezre Usztatott metszeteket UV
transzparens fedéanyaggal fedtiik le (Vectashield™, Vector Labo-
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2. abra: A reelin expresszié immunofluoreszcens
vizsgalata a csontspecifikus kontrollokban és agyszo-
vetmintakban

Al Incus, amelynek csontszerkezete normalis elrendezédésli cementvonalakat és
ereket.

A2: A reelin-specifikus immunreakcié negativ.

B1: A hall6jarat hatsé csontos falabdl szarmazé corticalis csontfragmentum.

B2: Reelin expresszié nem mutathaté ki.

CI: Emberi agykéreg, amelyet a gyrus temporalis superior teriletérdl tavolitot-
tunk el. Osszetett axonalis- és dendritikus halézat figyelheté meg. A beillesztett
kép egy élénk bazofil festédést mutatd piramissejtet abrazol.

C2: Az el6z6 metszet reelin-specifikus immunfluoreszcens reakcidja. A
neuroglidlis elemek (astrocytak és oligodendrocytak) erételjes reelin expressziot
mutatnak. A reelint kifejezé oligodendroglialis komplexumot tires nyil mutatja. A
kis kép egy reelin-pozitiv astrocytat abrazol (fehér nyil).

ratories, CA, USA). A mikroszképos fényképeket UV-fény alatt
(510 nm), 69-87 msec expozicids idét alkalmazva készitettiik el.
A képeket jpeg formatumban archivaltuk (Axioskop2 MOT™,
Axiovision 3.0™, Zeiss, Jena, Germany). A szévettani vizsgalato-
kat kettds vak rendszerben végeztiik: Cs.P elemezte a HE fes-
tett metszeteket, mig az IFA elemzést K.T. végezte el.

Eredmények

Osszefoglalva, a stapedectomia soran eltavolitott ankyloticus
stapes talp mintakat (n=85), a corticalis csontfragmentumokat
(n=4), a hallécsontmintakat (n=2) és az emberi agyszovetmin-
takat (n=4) RELN-specifikus RT-PCR és reelin-specifikus
immunfluoreszcens vizsgalatoknak vetettiik ala (/. dbra).

Reelin-specifikus immunofluoreszcens vizsgalat (IFA)

Az irodalomban fellelheté korabbi tudomanyos eredményekhez
hasonléan, a pozitiv kontrollként alkalmazott emberi agyszovet-
mintak nagyon intenziv citoplazmatikus reelin expressziét mu-
tattak az immunfluoreszcens vizsgalat soran (2. dbra), (1. tabld-
zat). Az oligodendrocytak és az astrocytak meglehetésen inten-
ziv immunreakciét adva kirajzoltak a neuroglilis halé 6sszetett

3. abra: A reelin expresszié immunfluoreszcens vizs-

galata kiilonb6z6 okbdl kialakult stapes fixaciokban
Al: Aktiv otosclerosis hypercellularis osteoid alapallomannyal és szamos
osteolyticus lakunaval.

A2: Az otosclerosisos géc intenziv, granularis reelin-specifikus immunreakciét mu-
tat. Bl: Inaktiv otosclerosisos goc a stapes talp eliilsé pdlusaban. A léziot
hypocellularitas, lires sejtarnyékok és nagy pseudo-vascularis osteolyticus lakunak
jellemzik.

B2: A lézidt alkoté sejtek maradvanyai gyenge citoplazmatikus immunreakciét ad-
nak. Cl: Annularis kalcifikacié hypocellularis és tomeges stapes talp pdlusokkal.
C2: Az osteocytakat gyenge reelin expresszié jellemzi, amely hasonlé az inaktiv
otosclerosis esetén tapasztaltakhoz. Ezzel szemben, a stapes vestibularis felsziné-
nek hyalinporc rétegében lévé chondrocytak élénk immunfluoreszcenciat mutat-
nak (kis kép).

I. tablazat: A reelin adhézios fehérje expresszidja az
ankyloticus stapes talpakban és a szévetspecifikus
kontroll mintakban

Reelin-spe-
cifikus
IFA'

Szovettani mintak

(H.E., n=25)

Stapes (n=22)
Otosclerosis (n= 14, 63,6%)

WAtV (n=9, 64,3%) 4+
B hakifv (n=5, 35,7%) T
Nem-otosclerosisos stapes fixacid (n=8, 36,3%)

W Annuléris kalcifikéciéd (n=8, 100%) ++
Kontroll mintdk (n=5)

Corticalis csontfragmentumok (n=2) -
Incus (n=1) -
Agyszdvet (n=2) +4+++

I1FA: Immunofluoreszcens vizsgalat (Immunofluorescent Assay). Az IFA intenzitas-
adatai a kévetkezdk: +: gyenge annularis immunreaktivitas; + +: gyenge homogén
immunreaktivitas;++ +: erés homogén vagy gyenge granularis immunreaktivi-
tas; + + + +erds konflualé vagy intenziv granularis immunreakcio; —: negativ reakcié
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Meg. kontr. 1
Neg. kontr, 2

- ow
"]
i &
5 =
o @
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A
RELN-specifikus
RT-PCR

—_— 20 bp

B:

Hartartasi génkontroll
(béta-actin} RT-PCR

— 1500p

4. abra: Az RT-PCR amplimerek agaroz gélelektroforézise
A: A RELN-eredetii mRNS RT-PCR amplifikaciéja ankyloticus stapes talpakban,
malleus- és emberi agyszévetmintakban. A RELN mRNS a csontmintakban nem
volt kimutathaté, mig az agyszévetben erés amplifikaciés reakciét adott, amelyet
a 263 bp méretii amplimerek jelenléte igazol.

B: Az el6z6 mintak haztartasi gén kontroll RT-PCR vizsgalata. Minden minta pozitiv
reakciét adott az emberi riboszémalis RNS-re nézve (150 bp).

szerkezetét (2. dbra). Erdekes médon, az ankyloticus stapes tal-
pakban szintén tapasztaltunk reelin expressziét az IFA-vizsgalat
soran, amelynek megléte nem fliggott a stapes fixacié pontos
szovettani diagnézisatél (otosclerosis vs nem-otosclerosisos
stapes fixacié) (3. dbra), (I. tabldzat). A reelin expresszidéban
észlelt individualis kiilonbségek kizardlag a patoldgiasan atépiilt
stapes talp sejtdUssagaval mutattak 6sszefliggést (3. dbra), (I.
tabldzat). A legerésebb reelin-specifikus immunrakciot a stapes
talp vestibularis felszinének hyalinporc rétegében észleltiik, mig
a stapes szuperstruktura negativ volt a reelinre nézve (3. dbra).
Ezzel szemben, a csontspecifikus kontrollként alkalmazott
corticalis csontfragmentumokat és az incus mintat negativ reelin-
specifikus immunreakcié jellemezte (2. dbra), (. tdbldzat).

RELN mRNS-specifikus RT-PCR

Az emberi riboszomalis RNS-t negyvenhét RT-PCR soran vizs-
galt ankyloticus stapes talpban (n=47), és az 6sszes szovet-
specifikus kontrollban (n=5) kimutattuk (4. dbra), (2. tdbldzat).
Ez az eredmény megerdsitette, hogy az altalunk hasznalt nukle-
insav extrakcios protokoll megfeleléen m(ikédétt. A tizenhat ne-
gativ cellularis kontroll RT-PCR eredménnyel jellemzett
ankyloticus stapes talpat azonban kizartuk a tovabbi vizsgalatok
sorabdl (2. tabldzat). A pozitiv kontrollként alkalmazott emberi
agyszovetmintakban egyértelm(i RELN mRNS pozitivitast ta-
pasztaltunk az RT-PCR soran (4. dbra), (2. tdbldzat). Ezzel a
megfigyeléssel szemben, az ankyloticus stapes talpakban és a
csontspecifikus kontroll mintakban nem tudtuk kimutatni a
RELN génrdl atirédott RNS-t (4. dbra), (2. tabldzat).

Megbeszélés

Tanulmanyunk nem mas kutatécsoportok eredményeinek cafo-
lata végett jott |étre. Tekintettel azonban az ellentmondasos ada-
tokra, célunk a RELN génrdl atirédott mRNS és a reelin fehérje
szovetspecifikus expresszidjanak pontos leirasa volt az ankylo-
ticus stapes talpakban. A jelen munka nagy jelent8séggel bir, hi-
szen a kézelmultban tébb leny(igézé és Uj eredmény jelent meg
az emberi stapes talpban megjelend reelin expressziérél, amely
bizonyos kériilmények kozétt az otosclerosis genetikai alapjaul
szolgalhat (18, 28, 29, 30). Eredményeink alapjan, a RELN/reelin
expresszié egyértelmiien kizarhaté az ankyloticus stapes talpak
szovetspecifikus kontrolljaként alkalmazott incus, malleus és
corticalis csontmintakban. Ezek az eredmények nem meglepé-
ek, hiszen a reelin expressziét eddig kizardlag neurdlis-, illetve
,heural-associated” szévetekben irtak le (agy, ganglionok, retina
és odontoblastok) (20, 27). Ennek megfeleléen, a kontroll min-

2, tablazat: A RELN mRNS expressziéja az ankylo-
ticus stapes talpakban és a szévetspecifikus kontroll
mintakban

.. Az Haztartasi RELN mRNS-
Szovetmintak , :
(n=68) génkontroll specifikus
. RT-PCR! RT-PCR

Ankyloticus stapes
talpak (n=63) e 0
Corticalis csontfrag- 5 0
mentumok (n=2)
Emberi agyszovet 5 )
(n=2)
Malleus (n=1) | 0

'Haztartasi génkontroll RT-PCR: Housekeeping control RT-PCR — ebben a reakci-
6ban az emberi béta-actin gén expressziojat vizsgaljuk, amely univerzalisan kifeje-
z6d6 fehérjeként az mRNS expresszié hasznos referencia kontrollja.

takat illetéen, eredményeink nyilvanvalé parhuzamot mutatnak
a korabbi tanulmanyok reelinre vonatkozé széveti expressziés
adataival (20, 22, 27). Meglepetésiinkre, jelentds ellentét igazo-
I6dott a RELN mRNS és a reelin expresszié koézott az ankylo-
ticus stapes talpakban: az mRNS-t — amely aktiv transzkripciéra
utal — nem sikerdlt kimutatnunk, mig a reelin fehérje viszonylag
erés immunreakciét adott az IFA soran!

Van Camp és munkatdrsai szamos, a RELN gént érinté SNP-t mu-
tatott ki, amelyek véleményiik szerint szoros asszociaciét mutat-
nak az otosclerosis patogenezisével (18, 28, 29). Azonban a jelen
tanulmany és az emlitett kozlemények kézott mutatkozik egy
nem elhanyagolhaté, mondhatni stratégiai jelentéségu kiilonb-
ség. Van Camp és munkatdrsai minden klinikailag stapes fixaciéval
jellemzett beteg esetén felallitottak az otosclerosis diagnézisat
Ugy, hogy az esetek egy jelentds részében mlitét sem tortént, te-
hat intraoperativ lelet sem allt rendelkezésre; minadamellett,
szbvettani vizsgalatot (értheté mitétechnikai okokbdl) egyaltalan
nem végeztek (18). A stapes talpak szovettani vizsgalatanak el-
maradasa a sebészi technikaval magyarazhaté: a stapedotomia
nem alkalmas a fixaciét okozé stapes talp fragmentumok eltavo-
litasara. Rendkiviil fontosnak tartottuk, hogy az ankyloticus
stapes talpakban egyiittesen vizsgaljuk a RELN mRNS és a reelin
fehérje expresszidjat, ugyanis enélkiil a vérbdl végzett SNP asz-
szociacids vizsgalatok eredményei kizardlag statisztikai adatok
lennének, amelyek tényleges etioldgiai 6sszefiiggést nem igazol-
nak (18). Elsé kézleményiikben, Schrauwen és munkatdrsai sajat
tervezés(i RELN-specifikus primereket alkalmaztak az egészsé-
ges emberi stapes talpakban torténé RELN expresszié bizonyi-
tasara: RELNex61.62F (5°-3: TACGCCCATGGAGACTCACT)
és RELNex61.62R (5-3": CCGTTGTTGACGCTGTATTC) (az
eredeti kozleményben a primer szekvenciakat nem tették koz-
zé, jelen kozléslik Ealy Megan PhD szives hozzajarulasaval torté-
nik) (18). Meglepetésiinkre azonban, a primerpar online virtualis
elemzésével (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
nem tudtunk kimutatni RELN-eredetli mRNS-t! Valdszin(leg
johiszem( primertervezési hiba tortént, amely megtévesztéen
téves eredmények extrapolacidjaval jart.

Ugy gondoljuk, hogy a RELN/reelin expresszié emberi stapes tal-
pakban észlelhetd ellentmondasait a capsula otica sajatos meta-
bolikus és fejlédéstani jellegzetességei magyarazhatjak (5. dbra).
Lévén egy igen specidlis csont az emberi vazrendszerben, a
capsula otica két agyideget és azok ganglionjait- (n. VIl és n. VIIL.),
valamint szamos neuroectodermalis elemet (hartyas labirintus,
Cort-szerv, ganglion spirale) foglal magaba (19). Ezek a képletek
az embrionalis fejlédés korai szakaszaban nagy valdszintiséggel a
reelin ,,escort” funkcioéjat igénylik a megfelelé anatémia lokalizacié
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5. abra: Az emberi oticus capsulaban észlelt variabi-
lis RELN/reelin expresszié hipotetikus modellje

és szinapszisképzddés eléréséhez (19). Fontos hangsulyoznunk,
hogy legalabbis fejlédéstani szempontbdl, a stapes talp a capsula
otica alapvetd részét alkotja (I). Az embrionalis fejlédés késébbi
szakaszaiban az aktiv RELN mRNS expressziéra valészintileg
nincs tovabb sziikség, hiszen a szinapszisképzddés és a neuronalis
integracio teljesen befejezédik a capsula otican belil (I, 19). To-
vabbmenve, a capsula oticaban a posztembrionalis csontremodel-
lacié is teljesen hianyzik, amely biztositja a Corti-szerv valtozatlan
biomechanikai tulajdonsagait (). Végiil, a kérdést molekularis bi-
olégiai szempontbdl is megkozelithetjiik. A reelin egy extrém
nagyméret( strukttrfehérje (~3500 AA), amely hosszu félélet-
idével rendelkezik, és anélkiil, hogy expresszidjahoz aktiv mRNS
transzkripcié tarsulna, bizonyos szinten képes az egész élet soran
perzisztalni (21, 22). Mindazonaltal, az emberi stapes talpakban
(ankyloticus, egészséges) észlelt reelin perzisztencia egy Gsszetett
kérdést vet fel: mi lehet a szerepe az otosclerosisos csontatépii-
|ési zavar patogenezisében egy olyan fehérjének, amely az axon-
fejlédést és a szinapszisképzédést koordinalja az embrionalis élet-
ben? Természetesen hipotézisiink tovabbi megerdsitést és szisz-
tematikus tanulmanyok elvégzését igényli a kozeljovSben (5. dbra).
Osszefoglalva, a RELN-specifikus mRNS expresszié egyértel-
muien kizarhaté az ankyloticus stapes talpakban és a szévetspe-
cifikus kontroll mintakban is. A passziv reelin expresszi6 ellené-
re, jelen megfigyeléseink megkérdéjelezik a genetikai 6sszefiig-
gést a RELN-specifikus SNP-k és az otosclerosis patogenezise
kozott. Eredményeink tiikrében Ggy gondoljuk, hogy tovabbi ta-
nulmanyok sziikségesek a RELN/reelin expressziés rendszer
szerepének tisztazasara az otosclerosis patofizioldgiajaban.
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