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ÖSSZEFOGLALÁS
Az otosclerosis az emberi otikus kapszula komplex csontre -
mo dellációs zavara, amely kapcsolatba hozható az 1-es típusú
kollagén A1 és A2 alléljeinek különféle mutációival. Az alábbi-
akban prezentált tanulmány az 1-es típusú kollagén lehetséges
közre mû ködését vizsgálja a szövettanilag igazolt otosclerosis
patoge nezisében. Összesen 55 ankylotikus stapestalpat, ne-
gatív kontrollként használt kortikális csontfragmentumokat
(n=30) és hallócsont mintákat (n=5) dolgoztunk fel. A cson-
tokat két csoportra osztottuk, amelyek közül az elsõt
COL1A1 és A2 specifikus RT-PCR-rel vizsgáltuk. Ezalatt a má-
sodik csoportot hagyományos hematoxylin-eosin (H.E.) fes-
téssel és I-es típusú kollagén-specifikus immunfluoreszcens
próbával (IFA) analizáltuk. Az otoszklerotikus (n=31) és nem-
otoszklerotikus (n=9) stapestalpak, valamint a kortikális cson-
tok (n=20), incus (n=2) és malleus (n=1) minták IFA vizsgá-
lata szabályos és egymáshoz kifejezetten hasonló A1 és A2 al-
lél expressziós mintázatot mutatott. Az RT-PCR analízis az
összes minta mindkét alléljében normális mennyiségû és kon-
zisztens mRNS expressziót tárt fel. A COL1A1/A2 allélek
expressziós szintjei és mintázatai nem korrelálnak szignifikáns
módon az otosclerosis szövettani diagnózisával. Az I-es típusú
kollagén egy evolúcionálisan változatlan struktúrfehérje, amely
alapvetõ szerepet játszik a különbözõ kötõszövetek integritá-
sában. Az A1 és A2 allélek mutációi a csontváz, a bõr és az
inak súlyos szisztémás zavarát idézik elõ. Azonban az
otosclerosis egy szervspecifikus betegség, így nehezen magya-
rázható a genetikai kapcsolat az 1-es típusú kollagénnel. Ösz-
szegzésképpen megállapítható, hogy nem találtunk bizonyíté-
kot az otosclerosis és a COL1A1/A2 allélek feltételezett kap-
csolatának alátámasztására.
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There is no evidence of abnormal
expression of COL1A1, COL1A2 
allaels in otosclerosis

SUMMARY
Otosclerosis is a complex bone remodeling disorder of the hu-
man otic capsule that might be associated to various
mutations of A1 and A2 alleles of type-I collagen. This study
herein presented, investigates the possibilty of the genetic
involve ment of type-I collagen in the pathogenesis of
histologically confirmed otosclerosis. A total of 55 ankylotic
stapes footplates were analyzed. Cortical bone fragments
(n=30), incus (n=3) and malleus (n=2) specimens were
employed as negative controls. Specimens were divided into
two groups. The first group was processed to conventional
hematoxylin-eosin (H.E.) staining and type-I collagen-specific
immunofluorescent assay (IFA), while the second group was
examined by COL1A1 and A2-specific RT-PCR. Otosclerotic
(n=31) and non-otosclerotic stapes footplates (n=9) as well as
cortical bones (n=20), incus (n=2) and malleus specimens
(n=1) showed normal and quite similar A1 and A2 allele
expression confirmed by IFA. RT-PCR analysis revealed normal
and consistent mRNA expression of both alleles in each speci-
men. Expression levels and patterns of COL1A1/A2 alleles did
not show significant correlation with the histological diagnosis
of otosclerosis. Type-I collagen is a highly conserved structure
protein, which plays a fundamental role in the integritiy of
various connective tissues. Mutations of A1 and A2 alleles
result in serious systemic disorders of the skeleton, tendons
and skin. Since otosclerosis is an organ-specific disease, it is
difficult to explain its genetic association with type-I collagen.
In conclusion, we found no evidence supporting the putative
link of COL1A1 and COL1A2 alleles with otosclerosis.
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Az otosclerosis a humán otikus kapszula kórosan megnöveke-
dett csontátépülésével járó betegség, amely a kaukázusi rassz-
ban aránylag gyakran (0,3-0,4%) okoz hallászavart (1–3). Koráb-
bi megfigyelések alapján a vezetéses halláscsökkenéshez vezetõ
stapes ankylosisos esetek körülbelül kétharmadát képviseli
otosclerosis (4). A klinikai tünetek manifesztációja nélküli (hisz-
tológiai) otosclerosis sokkal gyakrabban fordul elõ: széles körû
kórbonctani vizsgálatok tanúsága szerint 8-11%-ban (5). Az oto -
szklerotikus fókuszok az otikus kapszulához tartozó stapestalp -
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hoz, a pericochleáris és a perilabyrinter csonthoz kifejezett
organotropizmust mutatnak. Az emberi fülön kívül otosclerosis-
szerû csontlézióról még nem számoltak be az irodalomban (1,
2). Az otosclerosis kialakulásának magyarázataként számos hipo-
tézis vet fel virális, autoimmun és genetikai faktorokat, azonban
a betegség etiopatogenezise mindmáig tisztázatlan (6–8). 
Az utóbbi évtizedekben megannyi genetikai hajlamosító faktor-
ról tudósítottak (8, 9). Kapcsoltsági tanulmányok tíz otosclerosis-
asszociált lókusz (OTSC1-10) meglétét bizonyították, amelyeket
feltérképezésük után az otosclerosissal hoztak összefüggésbe,
annak ellenére, hogy specifikus gén vagy fehérje nem került fel-
ismerésre (10-12). Felvetõdött azonban, hogy a COL1A1 (I-es
típusú kollagén A1 allélje), COL1A2 (I-es típusú kollagén A2
allélje), BMP2, 4 és 7 (bone morphogenetic protein 2, 4 és 7),
TGF-ß1 (transforming growth factor-beta 1), CD46 (kanyaróví-
rus receptor) és RELN (Reelin) gének is közremûködhetnek az
otosclerosis kifejlõdésében (13–17). A fent említett genetikai
asszociációkkal képtelenség magyarázni a nõi dominanciát, a
felnõttkori kezdetet, a szervspecificitást és a gyulladásos csont-
átépülési zavart (1, 2).
Az otosclerosis kollagén hipotézise az 1-es típusú kollagén A1 és
A2 alléljeinek promóter régióiban bekövetkezõ mutációin és
SNP-in (egypontos nukleotid-polimorfizmus) alapulnak (13, 18).
A teória szerint az otosclerosist a humán otikus kapszulában kor-
látozottan manifesztálódó osteogenesis imperfectának vagy
csontritkulásnak tartják (13, 18, 19). Az A1 allél a 17-es kromo-
szómán helyezkedik el (17q21.33), és az 1-es típusú kollagén
pro-alpha-1 láncát kódoló két transzkripciós variánssal is bír (20,
21). Az A2 allél kódolja a pro-alpha-2 láncot, amely a 7q22.1
lókuszban található. Az A2 allélnek három transzkripciós varián-
sa létezik, amelyek váltakozó polyadenilációs szignálok eredmé-
nyeképpen alakulnak ki (20–22). Az 1-es típusú kollagén két
alpha-1 és egy alpha-2 láncból álló hármas hélixet alkot (20). Az
1-es típusú kollagén egy evolúcionálisan változatlan, fibrillum-
képzõ molekula, amely nélkülözhetetlen a csont, a bõr, az ínak
és a cornea fiziológiás integritásához (20, 21). Jelen allélek mutá-
ciói kapcsoltban állnak az I-IV-es típusú osteogenesis imperfec -
tával, a VIIA és VIIB típusú Ehlers–Danlos-szindrómával, a klasszi-
kus típusú Ehlers–Danlos-szindrómával, idiopátiás osteoporosis -
sal, atípusos Marfan-szindrómával és a Caffey-betegséggel (20,
21, 23). A 17-es (COL1A1) és 22-es – platelet-derived growth
factor beta (PDGF-ß) génje helyezkedik itt el – kromoszómák
közti reciprok transzlokációk a növekedési faktor fokozott és
szabályozatlan expresszióját eredményezik, így szoros összefüg-
gésben állnak a dermatofibrosarcoma protuberans-szal (24).
Úgy tûnik, hogy az A2 allél izolált mutációi kevésbé súlyos tüne-
teket okoznak, mint az A1 allélé. Ez is az alpha-1 és alpha-2 lán-
cok különbözõ szerepét tükrözi az 1-es típusú kollagén integri-
tásában (20, 21).
Jelen beszámoló az 1-es típusú kollagén A1 és A2 alléljeinek
expressziós szintjeit és mintázatát vizsgálja humán ankylotikus
stapestalpakban, hallócsontokban és kortikális csont-fragmentu-
mokban, hogy tisztázhassa a COL1A1/A2 tényleges szerepét az
otosclerosis patogenezisében. 

Anyagok és módszerek

Betegek és kontroll minták
Az 1. ábra a tanulmány kivitelezésének tervét jeleníti meg. Stape -
dec tomia során összesen 55 ankylotikus stapestalpat (n=55,
nõ=34, férfi=21) távolítottunk el analizálás céljából. A páciensek
átlagéletkora 39,47 évnek (23 és 71 év között) bizonyult. A hal-

lócsont-láncolati fixáció diagnózisa klinikai, audiológiai és tym -
panometriai vizsgálatok alapján történt. Tisztahang audiomet riá -
val a csont-légköz 1000 Hz-en legalább 30 dB-nek mutatkozott.
A stapesfixációs esetek preoperatív tympanometriája 67,27%-
ban „As” típusú és 32,73%-ban „A” típusú tympanogramot
eredményezett. 23 esetben klinikailag bilaterális stapesfixáció állt
fenn. Minden betegbõl csak 1 stapesmintát nyertünk, ugyanis a
vizsgálati periódus lefolytatása alatt csak féloldali stapessebészet
végezhetõ. A részlegesen eltávolított stapestalpakat nem vettük
be a vizsgálatba, mert a mellsõ vagy a hátsó pólusban fixációt
okozó lézió visszamaradhatott az ovális ablak fülkéjében. A da-
rabjaira tört, majd rekonstruált talpak nem lettek kizárva. A
stapestalpak COL1A1/A2 expressziójának szövetspecifikus kont-
rolljaként 30 kortikális csontfragmentumot gyûjtöttünk össze a
külsõ hallójáratból laterális atticotomia során, 3 incus és 2 mal -
leus mintát távolítottunk el CWD mastoidectomia kapcsán. Min-
den kortikális csontminta stapes ankylosisban, míg minden hal-
lócsont középfül cholesteatomában szenvedõ betegtõl szárma-
zik. Ezek a minták a stapestalpaknak nem igazi negatív kontroll-
jai, csupán a középfül más részeiben elõforduló I-es típusú kolla-
gén expressziót reprezentálják. A stapestalpak és a kontroll min-
ták összegyûjtése 2009. december és 2011. február között zaj-
lott (DE OEC Fül-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika,
Debrecen, Magyarország; Bajcsy-Zsilinszky Kórház Fül-Orr-Gé-
gészeti és Fej-Nyaksebészeti Osztály, Budapest, Magyarország).
Minden páciens írásos tájékozott beleegyezését adta a tanul-
mányhoz. A Magyar Tudományos Kutatás Etikai Bizottsága (ETT-
TUKEB/2008-113-547/89) és a Helyi Intézményi Etikai Tanács is
jóváhagyta a vizsgálatot. A tanulmány a Helsinki Deklaráció etikai
normái szerint ment végbe.

I-es típusú kollagén A1 és A2 allél specifikus 
real-time PCR (RT-PCR)
Az ankylotikus stapestalpak elsõ sorozatát (n=15), kortikális
csont (n=10), malleus (n=1) és incus (n=1) mintákat steril
szili kon csövekben tároltuk –70 °C-os hõmérsékleten (1. ábra).
A szövetmintákat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és steril,
száraz gumicsészében porrá zúztuk. A porlasztott mintákat
dietil-pirokarbonáttal (DEPC) kezelt desztillált vízben oldottuk
fel. A homogenizált szövetet tartalmazó oldatból a teljes RNS
tartalmat TRI ReagentTM oldattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

1. ábra: A tanulmány felépítésének sematikus repre-
zentációja
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USA) vontuk ki a gyártó instrukciói alapján. A reverz transzkrip-
ciót 1 µg RNS-en 20 µl-es térfogatban High Capacity cDNA Re -
ver se Transcription KitTM-tel végeztük hexagonális random
primerekkel a gyártó utasítása szerint. A COL1A1/A2 specifikus
primereket online Primer-BLASTTM szoftver (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast) segítségével hoztuk létre, fel-
használva a COL1A1 és COL1A2 transzkripciós variánsainak
mRNS szekvenciáit (COL1A1: NM_000088.3, GI: 110349771;
és COL1A2: NM_000089.3, GI: 48762933). A COL1A1 és A2
mRNS 3’ végét áthidaló RT-primereket (COL1A1for 5’-3’: CCC
TCC CCA GCC ACA AAG AGT CT, GC%=60,87,
Tm=59,86„aC és COL1A1rev 5’-3’: GGG TGA CTC TGA
GCC GTC GG, GC%=70, Tm=58,88„aC; és COL1A2for 5’-
3’: GAG GGC GGA GGT ATG CAG ACA AC, GC%=60,87,
Tm=59,33„aC és COL1A2rev 5’-3’: TGG GTC ACC GGC
GGA GGT ATC, GC%=66,67, Tm=60,04„aC) alkalmaztunk a
cDNS PCR-ben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A termék
becsült mérete a COL1A1 esetében 348 bázispárnak, míg a
COL1A2 tekintetében 374 bázispárnak mutatkozott. Az
amplifi ká ciós reakciót 25 µl-es térfogatban végeztük, ami 1 x
PCR puffert, 1,5 mM MgCl2-ot, minden dNTP-bõl 100 µM-t,
mindkét primerbõl 0,2 µM-t, 2,5 U AccuTaq LA DNA
PolymeraseTM-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 2 µl
cDNS-t tartalmazott. Az ideális PCR feltételekhez elõzetesen 2
percig denaturáltunk 94°C-on. Ezt követõen 35 ciklusban 15
másodperc denaturációt 94°C-on, 30 másodperc annealációt
60°C-on, 1 perc extenziót 68°C-on és a végsõ extenziót 5 per-
cig 68°C-on végeztük. A negatív kontroll RT-PCR-ek minden kí-
sérletben DNS-mentes vízzel készültek. Az így kivont RNS min-
ták alkalmasságát h36B4 + (5’-3’: AGA TGC AGC AGA TCC
GCA T) és h36B4 – (5’-3’: ATA TGA GGC AGG AGT TTC TCC
AG) primer humán riboszó má lis RNS használatával teszteltük.
A humán riboszómális RNS specifikus háztartási kontroll RT-
PCR-t minden mintánál elvégeztük. 

I-es típusú kollagén A1 és A2 allél specifikus
immunfluoreszcens próba (IFA)
Az ankylotikus stapestalpak második sorozatát (n=40), kortikális
csont-fragmentumokat (n=20), incus (n=2) és malleus (n=1)
mintákat 10%-os (w/v) formalinban fixáltuk (1. ábra). A stapes -
tal pakat és a kontroll csontokat 0,02%-os (w/v) nátrium-azide-
ot (72 h, 4 °C) tartalmazó 0,5 M-os Na-EDTA oldatban dekalci -
nál tuk. A mintákat 15%-os (w/v) analitikai tisztaságú zselatinba
ágyaztuk (24 h, 56 °C), majd 4%-os (w/v) paraformaldehid ol-
datban újrafixáltuk (24 h, 20 °C). A szövettani blokkok krio pro -
tek ció járól 20%-os (w/v) szacharóz oldat (2 h, 4 °C) gondosko-
dott. A blokkokból –25 °C-on 10 µm vastagságú szeleteket met-
szettünk (MNT-200, Slee, Mainz, Németország). A szeleteket
0,1 M-os PBS (foszfát-pufferolt szaline) és 0,03%-os (w/v) nát-
rium-azide oldatban 4 °C-os hõmérsékleten tároltuk. Három
egymást követõ 10 µm vastagságú fagyasztott metszetet a kö -
vetkezõkép pen vizsgáltunk: (1) hematoxilin-eozin festés (H.E.);
(2) COL1A1 specifikus (Fluorescein-isothiocyanate, FITC, zöld)
és (3) COL1A2 specifikus (Texas Red, TR, piros) immun fluo -
reszcens próba (IFA). Az elsõ metszeteket minden egyes mintá-
ból hagyományos H.E. festéssel dolgoztuk fel. A második és har-
madik sorozatot minden egyes mintából átmostuk, és a fehérjé-
ket szamár normál szérumot (SC-2044, Santa Cruz, CA, USA)
tartalmazó 0,2 M-os PBS oldattal blokkoltuk. A blokkolt metsze-
teket 1:200 poliklonális kecske anti-humán COL1A1 primer an-
titest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos rázás) (SC-8784, Santa
Cruz, CA, USA) és 1:200 monoklonális egér anti-humán

COL1A2 primer antitest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos rázás)
(SC-166865, Santa Cruz, CA, USA) inkubáltuk. A primer antites-
teket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300 szamár anti-kecske
FITC-jelölt IgG oldattal (20 °C, 12 h, folyamatos rázás) (SC-2042,
Santa Cruz, CA, USA) és 1:300 kecske anti-egér TR-jelölt IgG ol-
dattal (20°C, 12 h, folyamatos rázás) (SC-2983, Santa Cruz, CA,
USA) inkubáltuk. A metszeteket UV-transzparens médiummal
fedtük (Vecta shieldTM, Vector Laboratories, CA, USA). A képfel-
dolgozást 510 nm-es és 470 nm-es hullámhosszon, 69-87 ms-os
expozíciós idõvel, UV-fény alatt végeztük, és a fényképeket jpeg
formátumban archiváltuk (Axioskop2 MOTTM, Axiovision
3.0TM, Zeiss, Jena, Németország). A szövettani vizsgálatokat két
külön bözõ kutató elemezte: C.P. a H.E. festéssel készült, míg K.T.
az immunfluo resz cens módon elõállított metszeteket értelmez-
te. Az otoscle ro sis szövettani aktivitásának vizsgálata a cellu la -
ritáson és a cement vonalak szerkezetén alapult a H.E. metsze-
teken. Minthogy az otosclerosis multifokális betegség a stape diá -
lis lézió hisztopa to lógiai aktivitása nem felel meg teljes mérték-
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2. ábra: A különbözõ szövettani aktivitású otosclero -
ti kus léziók COL1A1 és A2 expressziójának immun -
fluoreszcens bemutatása 
A1: Az otosclerosis aktív fókusza hypercelluláris oszteoid háttérrel és számtalan
pszeudovaszkuláris térrel (H.E., jobb fül). 
A2: Az elõzõ metszet COL1A1 specifikus immunfluoreszcens festése (FITC).
A léziót alkotó sejtek erõs, granuláris COL1A1 specifikus immunreakciót ad-
nak. 
A3: A korábbi metszet COL1A2 specifikus immunfluoreszcens próbája (TR).
Az oszteoblasztok és az oszteoklasztok intenzív alpha-2 lánc expressziót mu-
tatnak. 
B1: A stapestalp hátsó pólusából származó inaktív otoszklerotikus góc (H.E., jobb
fül). A lézió hypocellularitással és üres halo sejtekkel írható le. 
B2: Az elõzõ metszet COL1A1 specifikus immunfluoreszcens festése. A léziót
kép zõ sejtek maradványai meglehetõsen heves citoplazmatikus immunreakciót
adnak. 
B3: A COL1A2 specifikus immunreakció a korábbi metszethez hasonló mintá-
zatú.
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ben az otosclerosis klinikai aktivitásának (1, 2). Az aktív oto -
sclerosist széles pszeu do vaszkuláris terek jellemzik, amelyeket
emelkedett számú és alaktalan oszteoklasztok töltenek ki. A ce-
mentvonalak fonott mintázatot mutatnak. Az inaktív otosclerosis
eltömõdött vaszku lá ris terekkel és reszorpciós lakúnákkal defi-
niálható, amelyek csökkent számú oszteoklasztot (üres halo sej-
tek) tartalmaznak. Az oszteoid szerkezet általában lemezes min-
tázatba rende zõ dik.

Eredmények

Ankylotikus stapestalpakat (n=55), kortikális csont-fragmentu-
mokat (n=30) és hallócsontokat (n=5) egyenként analizáltunk
COL1A1 és A2 specifikus RT-PCR-rel és immunfluoreszcens
próbával (1. ábra). Hagyományos H.E. festéssel 31 esetben mu-
tattunk ki otosclerosist az ankylotikus stapestalpakból (2. ábra; 1.
táblázat). Ezek közül 23 stapestalpban az otoszklerotikus lézió
aktívnak és 8 esetben inaktívnak mutatkozott (2. ábra; 1. táblá-
zat). A 9 nem-otoszklerotikus stapestalp szövettani vizsgálata
annuláris, stapediovestibuláris kalcifikációt tárt fel jellegzetes
stapestalp megvastagodással (4) (3. ábra; 1. táblázat).
Az otoszklerotikus és a nem-otoszklerotikus stapestalpakban is
normális mennyiségû és egyenletes eloszlású COL1A1 (alpha-1
lánc) és COL1A2 (alpha-2 lánc) expresszió figyelhetõ meg (2. és
3. ábra; 1. táblázat). Az alpha-1 és alpha-2 lánc specifikus immun-
reakció intenzitása teljesen függetlennek bizonyult a stapesfixá -
ció szövettani diagnózisától. Az immunreaktivitás mértéke nem
változott a stapes minták különbözõ részei között. A szuper-
struktúrák, a talpak és a vesztibuláris felszínek hyalinporc rétegei
rendkívül hasonló expressziós mintázatot mutattak (2. és 3. áb-
ra). A stapesfixáció negatív kontrolljaként igénybe vett kortikális
csontok, incus és malleus minták átlagos 1-es típusú kollagén
expressziót reprezentáltak (4. ábra; 1. táblázat). A COL1A1/A2
allélek expressziós mintázata nem mutatott szignifikáns korrelá-
ciót az otosclerosis szövettani diagnózisával. 
Humán sejtes RNS-t mutattunk ki 15 ankylotikus stapestalpban
és az összes negatív kontrollban (n=12), alátámasztva ezzel az
mRNS extrakciós folyamat optimális mûködését (5. ábra; 1. táb-
lázat). Az A1 és A2 allél specifikus mRNS kimutatása minden
stapes talp mintából sikerült RT-PCR-rel (5. ábra). A negatív

1. táblázat: -+Az ankyloticus stapestalpak és a szövetspecifikus kontroll minták fehérje- és mRNS szintû
COL1A1 és COL1A2 expressziója

Minták (n=90) COL1A1 IFA* COL1A2 IFA
COL1A1 
RT-PCR

COL1A2 
RT-PCR

CC RT-PCR**

Szövettani csoport
Aktív otosclerosis (n=23) ++++ ++++ n/a*** n/a n/a
Inaktív otosclerosis (n=8) +++ +++ n/a n/a n/a
Nem-otosclerosisos
stapesfixáció (n=9)

++ ++ n/a n/a n/a

Kortikális 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 stapestalp (n=15) n/a n/a 15 15 15
Kortikális 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 reakciók intenzitása (IFA): +: gyenge gyûrûszerû immunreaktivitás; ++: gyenge homogén immunreaktivitás; +++: erõs homogén vagy gyenge
szemcsézett immunreaktivitás; ++++: erõs konfluáló és masszív szemcsézett reakció. **Sejt-kontroll (cellular control) RT-PCR. ***Nem áll rendelkezésre

3. ábra: A nem-otoszklerotikus stapesfixációk COL1A1 és
A2 expressziójának immunfluoreszcens demonstrációja 
A1: A stapestalp nem-otoszklerotikus, annuláris kalcifikációja hypocelluláris és sar-
kos hátsó pólussal (H.E., bal fül). 
A2: Az elõzõ metszet COL1A1 specifikus immunfluoreszcens festése. Az oszteo -
citák intenzív immunreakciót adnak. 
A3: A COL1A2 specifikus immunfluoreszcens próba hasonlóan erõs immunreakciója. 
B1: A stapestalp nem-otoszklerotikus, annuláris kalcifikációja hypocelluláris oszteo -
id dal, sarkos és terjedelmes hátsó pólussal (H.E., jobb fül). Az apró beillesztett áb-
rák a normál oszteoid struktúra nagy nagyítású képei. 
B2: A korábbi metszet COL1A1 specifikus immunfluoreszcens festése. Az oszteo -
ci ták és a hyalinporc réteg vesztibuláris felszíne intenzív citoplazmatikus festõ dés -
ben nyilvánul meg (kis ábra). 
B3: A COL1A2 kifejezetten hasonló expressziós mintázatot mutat az oszteociták -
ban és a kondrocitákban.
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kont rollként használt kortikális és hallócsontok is normális
COL1A1/A2 allél expressziót mutattak RT-PCR-rel (5. ábra).

Megbeszélés

Jelen tanulmány elkészítésének célja az 1-es típusú kollagén és a
COL1A1/A2-derivált mRNS szövetspecifikus expressziójának
precíz leírása humán ankylotikus stapestalpakban. Számos vizs-
gálat számolt be az otosclerosis etiológiája és az 1-es típusú kol-
lagén A1/A2 alléljeinek mutációi és SNP-i közötti lehetséges ge-
netikai összefüggésrõl (25–27). Eredményeink valós értéke ab-
ban nyilvánul meg, hogy ezek a tanulmányok az otosclerosis di-
agnózisát az anamnézis és az audiológiai leletek alapján állították
fel, a sebészileg eltávolított stapestalpak szövettani analízise nél-
kül (25–27). Ez gyaníthatóan a sebészi technikával magyarázha-
tó, mivel a stapedotomia nem alkalmas módszer a fixációt okozó
lézió kinyerésére. 
Okvetlenül hangsúlyozandó, hogy az 1-es típusú kollagén-speci-
fikus immunfluoreszcens reakció pozitivitása független a külön -
bözõ fajta stapes fixációk szövettani diagnózisától. Ezzel szem-
ben teljes összhangot mutatott az oszteoid mátrix cellularitásá -
val. Mivel az aktív otosclerosis megnövekedett számú oszteo -
blaszt tal és oszteoklaszttal jellemezhetõ, az aktív fókuszok a leg-
intenzívebb kollagén-specifikus immunreakciót reprezentálták.

Úgy tûnik, hogy egy másik jelentõs tényezõ a léziót képezõ sej-
tek metabolikus aktivitása. Érett, jól differenciált csontban az
oszteociták elenyészõ mennyiségû alpha-1 és alpha-2 láncot
expresszálnak, mivel a csontremodelling majdnem teljesen hi-
ányzik. Az otosclerosis aktív stádiumában a kórosan fokozott
csontforgalom metabolikusan aktív oszteoblasztokkal és megna-
gyobbodott, sokmagvú oszteoklasztokkal jellemezhetõ. Az IFA
protokollunk kizárólag a normál alpha láncokat képes detektálni,
ezért a megnövekedett 1-es típusú kollagén expresszióját pato-
lógiás variánsok nem befolyásolhatják. Továbbá ebben a tanul-
mányban alkalmazott RT-PCR protokoll a COL1A1 és COL1A2
allélek normál és patológiás mRNS transzkripciós variánsainak
kimutatására szolgál. Az IFA eredmények egybehangzóak az RT-
PCR-rel, amelyek csak vad-típusú COL1A1 és COL1A2 mRNS
szekvenciákat detektáltak. Jelen eredmények szerint megállapít-
ható, hogy az otoszklerotikus és nem-otoszklerotikus stapesfixá -
ciók az 1-es típusú kollagén normál alpha-1 és alpha-2 láncának
expressziójával jellemezhetõek. 
Úttörõként McKenna és munkatársai (13) vetették fel, hogy az
otosclerosis kapcsolatban áll az 1-es típusú kollagén genetikai hi-
bája miatt létrejövõ enyhe és lokalizált oszteogenezis imper fek -
tával. Szignifikáns összefüggést találtak a klinikai otosclerosis és a
COL1A1 allél mutációi között az SNP három különbözõ marke-
rének használatával (13). Késõbb ez a kutatócsoport mérte fel
klinikai otosclerosisos betegek bõrébõl származó fibroblaszt
sejtkultúrák COL1A1 mRNS expressziós szintjét abnormalitás
után kutatva (25). A pácienseknek egy kis csoportja bírt alacso-
nyabb COL1A1 allél expresszióval, míg a legtöbb esetben az
egészségesekhez hasonlóan normál COL1A1 allél expresszió
mutatkozott (25). Szintén McKenna és munkatársai (26,27) ve-
tettek fel lehetséges kapcsolatot az otosclerosis és az idiopátiás
osteoporosis között. Szignifikáns összefüggésre bukkantak az
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4. ára: A csontspecifikus kontrollokban a COL1A1 és
A2 expresszió immunfluoreszcens demonstrációja 
A1: Az incus teste normál szerkezetû cementvonalakat és ereket reprezentál (H.E.,
jobb fül). A2: Az elõzõ metszet pozitív COL1A1 specifikus immunreakciója. 
A3: Az oszteociták intenzív COL1A2 specifikus immunfluoreszcens festést mutat-
nak. 
B1: A külsõ hallójárat hátsó falából begyûjtött kortikális csont (H.E., bal fül). 
B2: A korábbi metszet pozitív COL1A1 specifikus immunreakciója. b3 Az
oszteociták által normál módon expresszált 1-es típusú kollagén alpha-2 láncának
demonstrációja.

5. ábra: Az RT-PCR amplimerek szeparációja agaróz
gél-elektroforézissel
A: COL1A1 derivált mRNS RT-PCR amplifikációja ankylotikus stapestalpakban (1),
kortikális csontfragmentumban (2), malleus (3) és incus (4) mintákban, amelyeket
negatív kontrollként használtunk. Minden minta pozitív reakciót adott 348 bp-s
amplimerekre. Az RNS-negatív kontrollból (5) COL1A1 mRNS-t nem tudtunk ki-
mutatni. 
B: A korábbi minták COL1A2 derivált mRNS-ének amplifikációja RT-PCR-rel. Min-
den minta pozitív reakciót mutatott 374 bp-s amplimerekre. Az RNS negatív kont-
rollból COL1A2 mRNS-t nem tudtunk kimutatni. 
C: A korábbi minták sejtes kontrollja (CC) RT-PCR-rel. Minden minta pozitivitást
jelzett humán riboszómális RNS-en (150bp). Az RNS negatív kontroll nem adott
reakciót.
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otosclerosis és a COL1A1 elsõ intronjának Sp1 része között (26,
27). Otosclerosisban az Sp1 régió allél gyakorisága hasonló az
oszteoporózisban találtakhoz (27). Ezekkel a bíztató tanulmá-
nyokkal szemben Rodríguez és munkatársai (28) nem találtak bi-
zonyítékot a COL1A1 és COL1A2 feltételezett szerepére az
otosclerosis etiopatogenezisében. Késõbb Chen és munkatársai
(19) azonosítottak hajlamosító és protektív COL1A1 gén haplo -
tí puso kat, amelyek szignifikáns összefüggésben álltak az otoscle -
rosissal a kaukázusi fehér populációban.
Az ígéretes eredmények ellenére kiemelendõ, hogy az 1-es tí-
pusú kollagén evolúcionálisan meglehetõsen konzervatív struk -
túr fehérje, amelynek mutációi a csontváz számos szisztémás
rendellenességéhez vezethetnek (20, 21). Ráadásul a transzkrip-
ció, a mRNS splicing és a fehérje transzláció számtalan szabályzó
mechanizmusa fiziológiásan akadályozza az A1 és A2 allélek ex -
presszió ját (22). Az otosclerosis kollagén-hipotézisét alátámasztó
korábbi megfigyelések nem képesek magyarázni a csont -
remodel ling zavar organotropizmusát, ami kizárólag a humán
otikus kapszulára korlátozódik (1, 2). Másrészrõl az otosclerosis
lokális oszteogenezis imperfekta-hipotézise nem bizonyítható ki-
zárólag genetikai tanulmányokkal (8, 9). A COL1A1 gén poli-
morfizmusok és mutációk kapcsolatban állnak az otosclerosissal,
emiatt a legtöbb klinikai otoszklerotikus eset más genetikai fak-
torokkal is összefüggést mutathat (1, 8, 9, 11). Eredményeink
alapján a COL1A1/A2 allélek mutációi és SNP-i gyaníthatóan
hozzájárulnak az otosclerosis patogeneziséhez, azonban nem
akadályozzák az 1-es típusú kollagén expressziójának manifesz-
tációját.
Befejezésül, normál COL1A1 és A2 allél expressziót találtunk
otoszklerotikus és nem-otoszklerotikus stapesfixációkban. Ezek-
ben az I-es típusú kollagén alpha-1 és alpha-2 láncainak
expresszi ós szintje és mintázata kifejezetten hasonlónak bizo-
nyult a negatív kontrollokéhoz. Mivel ez a módfelett konzervatív
struktúrfehérje az otosclerosis szövettani diagnózisától és más
stapes rendellenességtõl függetlenül expresszálódott, így nem
tudjuk megerõsíteni az otosclerosissal vélelmezett összefüggést.
Eredményeink fényében úgy gondoljuk, hogy további vizsgálatok
szükségesek az 1-es típusú kollagén szerepének meghatározásá-
ra az otosclerosis patogenezisében.
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