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Nincs bizonyiték a COL1A1 és A2 allélek koros
expressziojara otosclerosisban
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OSSZEFOGLALAS

Az otosclerosis az emberi otikus kapszula komplex csontre-
modellaciés zavara, amely kapcsolatba hozhaté az | -es tipusd
kollagén Al és A2 alléljeinek killonféle mutacidival. Az aldbbi-
akban prezentalt tanulmany az | -es tipusu kollagén lehetséges
kozremikodését vizsgdlja a szbvettanilag igazolt otosclerosis
patogenezisében. Osszesen 55 ankylotikus stapestalpat, ne-
gativ kontrollként haszndlt kortikalis csontfragmentumokat
(n=30) és hallécsont mintdkat (n=>5) dolgoztunk fel. A cson-
tokat két csoportra osztottuk, amelyek koézll az elsét
COLIAL és A2 specifikus RT-PCR-rel vizsgaltuk. Ezalatt a ma-
sodik csoportot hagyomanyos hematoxylin-eosin (H.E.) fes-
téssel és |-es tipusu kollagén-specifikus immunfluoreszcens
prébaval (IFA) analizaltuk. Az otoszklerotikus (n=31) és nem-
otoszklerotikus (n=9) stapestalpak, valamint a kortikalis cson-
tok (n=20), incus (n=2) és malleus (n=|) mintak IFA vizsga-
lata szabdlyos és egymdshoz kifejezetten hasonld Al és A2 al-
Ié expressziés mintazatot mutatott. Az RT-PCR analizis az
dsszes minta mindkeét alléljiében normélis mennyiségl és kon-
zisztens mMRNS expressziot tart fel. A COLIAI/A2 allélek
expresszios szintjei és mintazatai nem korrelalnak szignifikans
maodon az otosclerosis szévettani diagndzisaval. Az |-es tipusd
kollagén egy evollciondlisan valtozatlan struktdrfehérje, amely
alapvetd szerepet jatszik a killonbdzd kotdszovetek integrita-
sdban. Az Al és A2 allélek mutdcidi a csontvdz, a bdr és az
inak sulyos szisztémas zavarat idézik elé. Azonban az
otosclerosis egy szervspecifikus betegség, igy nehezen magya-
rézhaté a genetikai kapcsolat az |-es tipust kollagénnel. Osz-
szegzésképpen megallapithatd, hogy nem talaltunk bizonyfté-
kot az otosclerosis és a COLIAI/A2 allélek feltételezett kap-
csolatanak aldtdmasztasara.
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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 Al and A2 alleles of type-I collagen. This study
herein presented, investigates the possibilty of the genetic
involvement of type-l 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 COLIAI 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 Al and A2 allele
expression confirmed by IFA. RT-PCR analysis revealed normal
and consistent mMRNA expression of both alleles in each speci-
men. Expression levels and patterns of COLIAI/A2 alleles did
not show significant correlation with the histological diagnosis
of otosclerosis. Type-l collagen is a highly conserved structure
protein, which plays a fundamental role in the integritiy of
various connective tissues. Mutations of Al 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 COLIAI and COLIA2 alleles with otosclerosis.
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CSOMOR ES MTSAI

Az otosclerosis a human otikus kapszula kérosan megnéveke-
dett csontatépiilésével jaré betegség, amely a kaukazusi rassz-
ban aranylag gyakran (0,3-0,4%) okoz hallaszavart (1-3). Korab-
bi megfigyelések alapjan a vezetéses hallascsokkenéshez vezeté
stapes ankylosisos esetek korilbelil kétharmadat képviseli
otosclerosis (4). A klinikai tiinetek manifesztaciéja nélkiili (hisz-
tolégiai) otosclerosis sokkal gyakrabban fordul elé: széles kor
kérbonctani vizsgalatok tanisaga szerint 8-1 | %-ban (5). Az oto-
szklerotikus fokuszok az otikus kapszuldhoz tartozé stapestalp-
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hoz, a pericochlearis és a perilabyrinter csonthoz kifejezett
organotropizmust mutatnak. Az emberi fiilon kiviil otosclerosis-
szer( csontléziérél még nem szamoltak be az irodalomban (I,
2). Az otosclerosis kialakulasanak magyarazataként szamos hipo-
tézis vet fel virdlis, autoimmun és genetikai faktorokat, azonban
a betegség etiopatogenezise mindmaig tisztazatlan (6-8).

Az utébbi évtizedekben megannyi genetikai hajlamosité faktor-
rél tudésitottak (8, 9). Kapcsoltsagi tanulmanyok tiz otosclerosis-
asszocialt I6kusz (OTSCI-10) meglétét bizonyitottak, amelyeket
feltérképezésiik utan az otosclerosissal hoztak &sszefiiggésbe,
annak ellenére, hogy specifikus gén vagy fehérje nem keriilt fel-
ismerésre (10-12). Felvetédott azonban, hogy a COLIAI (l-es
tipusu kollagén Al allélje), COLIA2 (l-es tipusu kollagén A2
allélje), BMP2, 4 és 7 (bone morphogenetic protein 2, 4 és 7),
TGF-BI (transforming growth factor-beta ), CD46 (kanyarévi-
rus receptor) és RELN (Reelin) gének is kézrem(ikédhetnek az
otosclerosis kifejlédésében (13-17). A fent emlitett genetikai
asszociaciokkal képtelenség magyarazni a néi dominanciat, a
felnéttkori kezdetet, a szervspecificitast és a gyulladasos csont-
atépiilési zavart (I, 2).

Az otosclerosis kollagén hipotézise az |-es tipusu kollagén Al és
A2 alléljeinek promoter régidiban bekovetkezé mutacidin és
SNP-in (egypontos nukleotid-polimorfizmus) alapulnak (13, 18).
A tedria szerint az otosclerosist a human otikus kapszulaban kor-
latozottan manifesztalédé osteogenesis imperfectanak vagy
csontritkulasnak tartjak (13, 18, 19). Az Al allél a | 7-es kromo-
széman helyezkedik el (17q21.33), és az |-es tipust kollagén
pro-alpha-| lancat kédold két transzkripcids varianssal is bir (20,
21). Az A2 allél kédolja a pro-alpha-2 lancot, amely a 7q22.1
|6kuszban talalhaté. Az A2 alléinek harom transzkripcids varian-
sa létezik, amelyek valtakozé polyadenilaciés szignalok eredmé-
nyeképpen alakulnak ki (20-22). Az |-es tipust kollagén két
alpha-| és egy alpha-2 lancbdl allé harmas hélixet alkot (20). Az
| -es tipust kollagén egy evoltcionalisan valtozatlan, fibrillum-
képzé molekula, amely nélkiilézhetetlen a csont, a bér, az inak
és a cornea fizioldgias integritasahoz (20, 21). Jelen allélek muta-
cidi kapcsoltban allnak az I-IV-es tipusu osteogenesis imperfec-
taval, a VIIA és VIIB tipust Ehlers—Danlos-szindrémdval, a klasszi-
kus tipust Ehlers—Danlos-szindrémdval, idiopatias osteoporosis-
sal, atipusos Marfan-szindromdval és a Caffey-betegséggel (20,
21, 23). A |7-es (COLIALI) és 22-es — platelet-derived growth
factor beta (PDGF-B) génje helyezkedik itt el — kromoszémak
kozti reciprok transzlokaciok a névekedési faktor fokozott és
szabalyozatlan expresszidjat eredményezik, igy szoros Ssszefiig-
gésben allnak a dermatofibrosarcoma protuberans-szal (24).
Ugy tlinik, hogy az A2 allél izolalt mutacidi kevésbé sulyos tiine-
teket okoznak, mint az Al allélé. Ez is az alpha-| és alpha-2 lan-
cok kiilonbozé szerepét tiikrozi az |-es tipust kollagén integri-
tasaban (20, 21).

Jelen beszamolé az |-es tipust kollagén Al és A2 alléljeinek
expresszids szintjeit és mintazatat vizsgalja human ankylotikus
stapestalpakban, hallécsontokban és kortikalis csont-fragmentu-
mokban, hogy tisztazhassa a COLIAI/A2 tényleges szerepét az
otosclerosis patogenezisében.

Anyagok és moédszerek

Betegek és kontroll mintak

Az |. dbra a tanulmany kivitelezésének tervét jeleniti meg. Stape-
dectomia soran osszesen 55 ankylotikus stapestalpat (n=>55,
né=234, férfi=21) tavolitottunk el analizalas céljabdl. A paciensek
atlagéletkora 39,47 évnek (23 és 71 év kozott) bizonyult. A hal-

MINTAK

stapes talpak (n=55)

Szovettani vizsgalat —
H.E. festés és COL1A1/A2-specifikus
IFA Ankyloticus &

COL1A1/AZ-specifikus RT-PCR

ak (n=15)

Konirall mintdk:
Ankyloticus stapes talpak agmentumok (n=10)

intak:

I. abra: A tanulmany felépitésének sematikus repre-
zentacioja

l6csont-lancolati fixacié diagnézisa klinikai, audiolégiai és tym-
panometriai vizsgalatok alapjan tortént. Tisztahang audiometria-
val a csont-légkoz 1000 Hz-en legalabb 30 dB-nek mutatkozott.
A stapesfixacios esetek preoperativ tympanometriaja 67,27%-
ban ,As” tipust és 32,73%-ban ,A’ tipusi tympanogramot
eredményezett. 23 esetben klinikailag bilateralis stapesfixacio allt
fenn. Minden betegbdl csak | stapesmintat nyertiink, ugyanis a
vizsgalati periédus lefolytatasa alatt csak féloldali stapessebészet
végezhetd. A részlegesen eltavolitott stapestalpakat nem vettiik
be a vizsgalatba, mert a mellsé vagy a hatsé poélusban fixaciot
okozé |ézié visszamaradhatott az ovalis ablak fiilkéjében. A da-
rabjaira tort, majd rekonstrudlt talpak nem lettek kizarva. A
stapestalpak COLIAI/A2 expresszidjanak szévetspecifikus kont-
rolljaként 30 kortikalis csontfragmentumot gy(ijtottiink ossze a
kiilsé halléjaratbdl lateralis atticotomia soran, 3 incus és 2 mal-
leus mintat tavolitottunk el CWD mastoidectomia kapcsan. Min-
den kortikalis csontminta stapes ankylosisban, mig minden hal-
l6csont kozépfiil cholesteatomaban szenvedS betegtdl szarma-
zik. Ezek a mintak a stapestalpaknak nem igazi negativ kontroll-
jai, csupan a kozépfiil mas részeiben eléfordulé I-es tipust kolla-
gén expressziot reprezentaljak. A stapestalpak és a kontroll min-
tak osszegytijtése 2009. december és 201 |. februar kozott zaj-
lott (DE OEC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika,
Debrecen, Magyarorszag; Bajcsy-Zsilinszky Kérhaz Ful-Orr-Gé-
gészeti és Fej-Nyaksebészeti Osztaly, Budapest, Magyarorszag).
Minden paciens irasos tajékozott beleegyezését adta a tanul-
manyhoz. A Magyar Tudomanyos Kutatas Etikai Bizottsaga (ETT-
TUKEB/2008-113-547/89) és a Helyi Intézményi Etikai Tanacs is
jovahagyta a vizsgalatot. A tanulmany a Helsinki Deklaracié etikai
normai szerint ment végbe.

l-es tipusu kollagén Al és A2 allél specifikus

real-time PCR (RT-PCR)

Az ankylotikus stapestalpak elsé sorozatat (n=15), kortikalis
csont (n=10), malleus (n=1) és incus (n=1) mintakat steril
szilikon csévekben taroltuk —70 °C-os hdmérsékleten (1. dbra).
A szévetmintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és steril,
szaraz gumicsészében porra zlztuk. A porlasztott mintakat
dietil-pirokarbonattal (DEPC) kezelt desztillalt vizben oldottuk
fel. A homogenizalt szévetet tartalmazé oldatbdl a teljes RNS
tartalmat TRI ReagentTM oldattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

CSOMOR ES MTSAI

e



FulOrrGege 2013 1_Layout 1 2013.03.11. 11:57 Page 12

o

OTORHINOLARYNGOLOGIA HUNGARICA

USA) vontuk ki a gyarté instrukciéi alapjan. A reverz transzkrip-
ciét | g RNS-en 20 ul-es térfogatban High Capacity cDNA Re-
verse Transcription KitTM-tel végeztiik hexagonalis random
primerekkel a gyarté utasitasa szerint. A COLIAI/A2 specifikus
primereket online Primer-BLASTTM szoftver (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/tools/primer-blast) segitségével hoztuk létre, fel-
hasznalva a COLIAI| és COLIA2 transzkripcids variansainak
mRNS szekvenciait (COLIAI: NM_000088.3, GI: 110349771;
és COLIA2: NM_000089.3, Gl: 48762933). A COLIAI és A2
mRNS 3’ végét athidalé RT-primereket (COLIAlfor 5°-3’: CCC
TCC CCA GCC ACA AAG AGT CT, GC%=60,87,
Tm=59,86,aC és COLIAlrev 5-3": GGG TGA CTC TGA
GCC GTC GG, GC%=70, Tm=58,88,,aC; és COL|A2for 5’-
3’ GAG GGC GGA GGT ATG CAG ACA AC, GC%=60,87,
Tm=59,33,aC és COLIA2rev 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
becsiilt mérete a COLIAI esetében 348 bazisparnak, mig a
COLIA2 tekintetében 374 bazisparnak mutatkozott. Az
amplifikaciés reakciot 25 ul-es térfogatban végeztiik, ami | x
PCR puffert, 1,5 mM MgCl2-ot, minden dNTP-bdl 100 uM-t,
mindkét primerbél 0,2 uM-t, 2,5 U AccuTaq LA DNA
PolymeraseTM-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 2 ul
cDNS-t tartalmazott. Az idedlis PCR feltételekhez elézetesen 2
percig denaturaltunk 94°C-on. Ezt kévetéen 35 ciklusban 15
masodperc denaturaciét 94°C-on, 30 masodperc annealaciét
60°C-on, | perc extenziét 68°C-on és a végsé extenzidt 5 per-
cig 68°C-on végeztiik. A negativ kontroll RT-PCR-ek minden ki-
sérletben DNS-mentes vizzel késziiltek. Az igy kivont RNS min-
tak alkalmassagat h36B4 + (5'-3": AGA TGC AGC AGA TCC
GCAT) és h36B4 — (5’-3": ATA TGA GGC AGG AGT TTC TCC
AG) primer human riboszémalis RNS hasznalataval teszteltiik.
A human riboszémalis RNS specifikus haztartasi kontroll RT-
PCR-t minden mintanal elvégeztiik.

I-es tipust kollagén Al és A2 allél specifikus

immunfluoreszcens préba (IFA)

Az ankylotikus stapestalpak masodik sorozatat (n=40), kortikalis
csont-fragmentumokat (n=20), incus (n=2) és malleus (n=1)
mintakat 10%-os (w/v) formalinban fixaltuk (/. dbra). A stapes-
talpakat és a kontroll csontokat 0,02%-os (w/v) natrium-azide-
ot (72 h, 4 °C) tartalmazé 0,5 M-os Na-EDTA oldatban dekalci-
naltuk. A mintakat 15%-os (w/v) analitikai tisztasag zselatinba
agyaztuk (24 h, 56 °C), majd 4%-os (w/v) paraformaldehid ol-
datban Gjrafixaltuk (24 h, 20 °C). A sz6vettani blokkok kriopro-
tekcidjardl 20%-os (w/v) szacharéz oldat (2 h, 4 °C) gondosko-
dott. A blokkokbdl 25 °C-on |0 um vastagsagl szeleteket met-
szettiink (MNT-200, Slee, Mainz, Németorszag). A szeleteket
0,1 M-os PBS (foszfat-pufferolt szaline) és 0,03%-os (w/v) nat-
rium-azide oldatban 4 °C-os hémérsékleten taroltuk. Harom
egymast kévetd |0 um vastagsagll fagyasztott metszetet a ko-
vetkez8képpen vizsgaltunk: (1) hematoxilin-eozin festés (H.E.);
(2) COLIAI specifikus (Fluorescein-isothiocyanate, FITC, z6ld)
és (3) COLIA2 specifikus (Texas Red, TR, piros) immunfluo-
reszcens proba (IFA). Az elsé metszeteket minden egyes minta-
bl hagyomanyos H.E. festéssel dolgoztuk fel. A masodik és har-
madik sorozatot minden egyes mintabdl atmostuk, és a fehérjé-
ket szamar normal szérumot (SC-2044, Santa Cruz, CA, USA)
tartalmazé 0,2 M-os PBS oldattal blokkoltuk. A blokkolt metsze-
teket 1:200 poliklonalis kecske anti-human COLIAI primer an-
titest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos razas) (SC-8784, Santa
Cruz, CA, USA) és 1:200 monoklonalis egér anti-human

CSOMOR ES MTSAI

2. abra: A kiilonb6zé szévettani aktivitasi otosclero-
tikus léziok COLIAI és A2 expresszidjanak immun-
fluoreszcens bemutatasa

Al: Az otosclerosis aktiv fokusza hypercellularis oszteoid hattérrel és szamtalan
pszeudovaszkularis térrel (H.E., jobb fiil).

A2: Az el6z6 metszet COLIAI specifikus immunfluoreszcens festése (FITC).
A 1éziot alkoté sejtek erds, granularis COLIAI specifikus immunreakciot ad-
nak.

A3: A korabbi metszet COLIA2 specifikus immunfluoreszcens prébaja (TR).
Az oszteoblasztok és az oszteoklasztok intenziv alpha-2 lanc expressziét mu-
tatnak.

BI: A stapestalp hatsé poélusabél szarmazé inaktiv otoszklerotikus goc (H.E., jobb
fiil). A lézié hypocellularitassal és tres halo sejtekkel irhaté le.

B2: Az el6z6 metszet COLIAI specifikus immunfluoreszcens festése. A léziot
képzé sejtek maradvanyai meglehetésen heves citoplazmatikus immunreakciot
adnak.

B3: A COLIA2 specifikus immunreakci6 a korabbi metszethez hasonlé minta-
zat(.

COLIA2 primer antitest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos razas)
(SC-166865, Santa Cruz, CA, USA) inkubaltuk. A primer antites-
teket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300 szamar anti-kecske
FITC-jeldlt IgG oldattal (20 °C, 12 h, folyamatos razas) (SC-2042,
Santa Cruz, CA, USA) és 1:300 kecske anti-egér TR-jelolt IgG ol-
dattal (20°C, 12 h, folyamatos razas) (SC-2983, Santa Cruz, CA,
USA\) inkubaltuk. A metszeteket UV-transzparens médiummal
fedtiik (Vectashield™, Vector Laboratories, CA, USA). A képfel-
dolgozast 510 nm-es és 470 nm-es hullamhosszon, 69-87 ms-os
expozicios idével, UV-fény alatt végeztiik, és a fényképeket jpeg
formatumban archivaltuk (Axioskop2 MOTTM, Axiovision
3.0TM, Zeiss, Jena, Németorszag). A szévettani vizsgalatokat két
kiilonb6zé kutatd elemezte: C.P a H.E. festéssel késziilt, mig K.T.
az immunfluoreszcens médon elallitott metszeteket értelmez-
te. Az otosclerosis szovettani aktivitasanak vizsgalata a cellula-
ritason és a cement vonalak szerkezetén alapult a H.E. metsze-
teken. Minthogy az otosclerosis multifokalis betegség a stapedia-
lis 1ézi6 hisztopatolégiai aktivitasa nem felel meg teljes mérték-
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I. tablazat: -+ Az ankyloticus stapestalpak és a szovetspecifikus kontroll mintak fehérje- és mRNS szintii

COLIAI és COLIA2 expresszidja

Mintak (n=90)

COLIAI IFA*

COLIA2 IFA

Szovettani csoport

Aktiv otosclerosis (n=23) ++++ +4+++
Inaktiv otosclerosis (n=8) +++ +++
Nem-otosclerosisos

stapesfixacié (n=9) ++ e
Kortikalis csont (n=20) ++ ++
Incus (n=2) ++ ++
Malleus (n=1) ++ ++
RT-PCR csoport

Ankylotikus stapestalp (n=15) n/a n/a
Kortikalis csont (n=10) n/a n/a
Incus (n=1) n/a n/a
Malleus (n=1) n/a n/a

COLIAI COLIA2 x
RT-PCR RT-PCR CCRIFCR
n/a*** n/a n/a
n/a n/a n/a
n/a n/a n/a
n/a n/a n/a
n/a n/a n/a
n/a n/a n/a
|5 15 I5
10 10 10

*Az immunfluoreszcens reakciok intenzitasa (IFA): +: gyenge gytir(iszer(i immunreaktivitas; + +: gyenge homogén immunreaktivitas; + + +: erés homogén vagy gyenge
szemcsézett immunreaktivitas; ++ + +: erds konflualé és massziv szemcsézett reakcio. **Sejt-kontroll (cellular control) RT-PCR. ***Nem all rendelkezésre

3. abra: A nem-otoszklerotikus stapesfixaciok COLIAI és

ze

A2 expresszidjanak immunfluoreszcens demonstracioja
Al: A stapestalp nem-otoszklerotikus, annuléris kalcifikacidja hypocelluléris és sar-
kos hatsé pélussal (H.E., bal fil).

A2: Az el6z6 metszet COLIAI specifikus immunfluoreszcens festése. Az oszteo-
citak intenziv immunreakciét adnak.

A3: A COLIA2 specifikus immunfluoreszcens préba hasonléan erés immunreakciéja.
B1: A stapestalp nem-otoszklerotikus, annularis kalcifikaciéja hypocellularis oszteo-
iddal, sarkos és terjedelmes hatsé pélussal (H.E., jobb fiil). Az apré beillesztett ab-
rak a normal oszteoid struktira nagy nagyitasi képei.

B2: A korabbi metszet COLIAI specifikus immunfluoreszcens festése. Az oszteo-
citak és a hyalinporc réteg vesztibularis felszine intenziv citoplazmatikus festédés-
ben nyilvanul meg (kis abra).

B3: A COLIA2 kifejezetten hasonlé expressziés mintazatot mutat az oszteocitak-
ban és a kondrocitakban.

ben az otosclerosis klinikai aktivitasanak (I, 2). Az aktiv oto-
sclerosist széles pszeudovaszkularis terek jellemzik, amelyeket
emelkedett szamu és alaktalan oszteoklasztok toltenek ki. A ce-
mentvonalak fonott mintazatot mutatnak. Az inaktiv otosclerosis
eltomdédott vaszkularis terekkel és reszorpcids lakinakkal defi-
nialhaté, amelyek csokkent szamu oszteoklasztot (iires halo sej-
tek) tartalmaznak. Az oszteoid szerkezet altalaban lemezes min-
tazatba rendezddik.

Eredmények

Ankylotikus stapestalpakat (n=55), kortikalis csont-fragmentu-
mokat (n=30) és hallécsontokat (n=>5) egyenként analizaltunk
COLIALI és A2 specifikus RT-PCR-rel és immunfluoreszcens
prébaval (1. dbra). Hagyomanyos H.E. festéssel 3| esetben mu-
tattunk ki otosclerosist az ankylotikus stapestalpakbdl (2. dbra; |.
tdabldzat). Ezek koziil 23 stapestalpban az otoszklerotikus 1ézié
aktivnak és 8 esetben inaktivnak mutatkozott (2. dbrg; I. tdbld-
zat). A 9 nem-otoszklerotikus stapestalp szévettani vizsgalata
annularis, stapediovestibularis kalcifikaciot tart fel jellegzetes
stapestalp megvastagodassal (4) (3. dbra; |. tdabldzat).

Az otoszklerotikus és a nem-otoszklerotikus stapestalpakban is
normalis mennyiség( és egyenletes eloszlasi COLIAI (alpha-1
lanc) és COL1AZ2 (alpha-2 lanc) expresszio figyelhetd meg (2. és
3. dbra; |. tdbldzat). Az alpha-1 és alpha-2 lanc specifikus immun-
reakcié intenzitasa teljesen fiiggetlennek bizonyult a stapesfixa-
ci6 szovettani diagnézisatdl. Az immunreaktivitas mértéke nem
valtozott a stapes mintak kiilonb6zé részei kozott. A szuper-
strukturak, a talpak és a vesztibularis felszinek hyalinporc rétegei
rendkiviil hasonlé expressziés mintazatot mutattak (2. és 3. db-
ra). A stapesfixacié negativ kontrolljaként igénybe vett kortikalis
csontok, incus és malleus mintak atlagos |-es tipust kollagén
expressziét reprezentaltak (4. dbra; |. tabldazat). A COLIAI/A2
allélek expressziés mintazata nem mutatott szignifikans korrela-
ciét az otosclerosis szévettani diagnézisaval.

Human sejtes RNS-t mutattunk ki |5 ankylotikus stapestalpban
és az Osszes negativ kontrollban (n=12), alatamasztva ezzel az
mRNS extrakcios folyamat optimalis miikodését (5. dbra; |. tab-
lazat). Az Al és A2 allél specifikus mRNS kimutatasa minden
stapes talp mintabdl sikerilt RT-PCR-rel (5. dbra). A negativ
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4. ara: A csontspecifikus kontrollokban a COLIAI és

A2 expresszié immunfluoreszcens demonstracioja

Al: Az incus teste normal szerkezet(i cementvonalakat és ereket reprezental (H.E.,
jobb fiil). A2: Az el6z6 metszet pozitiv COLIAI specifikus immunreakcidja.

A3: Az oszteocitak intenziv COL | A2 specifikus immunfluoreszcens festést mutat-
nak.

BI: Akiilsé halléjarat hatso falabdl begydijtott kortikalis csont (H.E., bal fil).

B2: A korabbi metszet pozitiv COLIAI specifikus immunreakcidja. b3 Az
oszteocitak altal normal médon expresszalt |-es tipust kollagén alpha-2 lancanak
demonstracidja.

kontrollként hasznalt kortikalis és hallécsontok is normalis
COLIAI/A2 allél expressziét mutattak RT-PCR-rel (5. dbra).

Megbeszélés

Jelen tanulmany elkészitésének célja az | -es tipusu kollagén és a
COLIAI/A2-derivalt mRNS szévetspecifikus expresszidjanak
preciz leirasa human ankylotikus stapestalpakban. Szamos vizs-
galat szamolt be az otosclerosis etioldgiaja és az |-es tipusut kol-
lagén AI/A2 alléljeinek mutaciéi és SNP-i kozotti lehetséges ge-
netikai osszefliggésrél (25-27). Eredményeink valds értéke ab-
ban nyilvanul meg, hogy ezek a tanulmanyok az otosclerosis di-
agnozisat az anamnézis és az audioldgiai leletek alapjan allitottak
fel, a sebészileg eltavolitott stapestalpak szévettani analizise nél-
kil (25-27). Ez gyanithatéan a sebészi technikaval magyarazha-
t6, mivel a stapedotomia nem alkalmas maédszer a fixaciét okozd
1ézi6 kinyerésére.

Okvetleniil hangstlyozandé, hogy az |-es tipust kollagén-speci-
fikus immunfluoreszcens reakcié pozitivitasa fiiggetlen a kiilon-
b6z6 fajta stapes fixacidk szévettani diagnézisatél. Ezzel szem-
ben teljes 6sszhangot mutatott az oszteoid matrix cellularitasa-
val. Mivel az aktiv otosclerosis megnévekedett szamud oszteo-
blaszttal és oszteoklaszttal jellemezhetd, az aktiv fékuszok a leg-
intenzivebb kollagén-specifikus immunreakciét reprezentaltak.
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5. abra: Az RT-PCR amplimerek szeparacidja agaroz

gél-elektroforézissel

A: COLIALI derivalt mRNS RT-PCR amplifikaciéja ankylotikus stapestalpakban (1),
kortikalis csontfragmentumban (2), malleus (3) és incus (4) mintakban, amelyeket
negativ kontrollként hasznaltunk. Minden minta pozitiv reakciét adott 348 bp-s
amplimerekre. Az RNS-negativ kontrollbdl (5) COLIAI mRNS-t nem tudtunk ki-
mutatni.

B: A korabbi mintak COLIA2 derivalt mRNS-ének amplifikaciéja RT-PCR-rel. Min-
den minta pozitiv reakciét mutatott 374 bp-s amplimerekre. Az RNS negativ kont-
rollbél COLIA2 mRNS-t nem tudtunk kimutatni.

C: A korabbi mintak sejtes kontrollja (CC) RT-PCR-rel. Minden minta pozitivitast
jelzett human riboszémalis RNS-en (150bp). Az RNS negativ kontroll nem adott
reakciot.

Ugy tiinik, hogy egy masik jelentds tényezd a 1ézi6t képezé sej-
tek metabolikus aktivitasa. Erett, jol differencialt csontban az
oszteocitak elenyészé mennyiségl alpha-1 és alpha-2 lancot
expresszalnak, mivel a csontremodelling majdnem teljesen hi-
anyzik. Az otosclerosis aktiv stadiumaban a kérosan fokozott
csontforgalom metabolikusan aktiv oszteoblasztokkal és megna-
gyobbodott, sokmagvl oszteoklasztokkal jellemezheté. Az IFA
protokollunk kizardlag a normal alpha lancokat képes detektalni,
ezért a megnovekedett |-es tipusu kollagén expressziéjat pato-
l6gias variansok nem befolyasolhatjak. Tovabba ebben a tanul-
manyban alkalmazott RT-PCR protokoll a COLIAI és COLIA2
allélek normal és patolégias mRNS transzkripciés variansainak
kimutatasara szolgal. Az IFA eredmények egybehangzéak az RT-
PCR-rel, amelyek csak vad-tipusd COLIAI és COLIA2 mRNS
szekvenciakat detektaltak. Jelen eredmények szerint megallapit-
haté, hogy az otoszklerotikus és nem-otoszklerotikus stapesfixa-
cidk az |-es tipust kollagén normal alpha- | és alpha-2 lancanak
expresszidjaval jellemezhetéek.

Uttéréként McKenna és munkatdrsai (13) vetették fel, hogy az
otosclerosis kapcsolatban all az |-es tipust kollagén genetikai hi-
baja miatt |étrejové enyhe és lokalizalt oszteogenezis imperfek-
taval. Szignifikans Ssszefiiggést talaltak a klinikai otosclerosis és a
COLIALI allél mutaciéi kozott az SNP harom kiilonb6zé marke-
rének hasznalataval (I3). Késébb ez a kutatécsoport mérte fel
klinikai otosclerosisos betegek bérébdl szarmazé fibroblaszt
sejtkultdrak COLIAI mRNS expressziés szintjét abnormalitas
utan kutatva (25). A pacienseknek egy kis csoportja birt alacso-
nyabb COLIALI allél expressziéval, mig a legtobb esetben az
egészségesekhez hasonléan normal COLIAI allél expresszié
mutatkozott (25). Szintén McKenna és munkatdrsai (26,27) ve-
tettek fel lehetséges kapcsolatot az otosclerosis és az idiopatias
osteoporosis kozott. Szignifikans dsszefliggésre bukkantak az
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otosclerosis és a COLIAI elsé intronjanak Sp| része kozott (26,
27). Otosclerosisban az Sp| régié allél gyakorisaga hasonlé az
oszteopordzisban taldltakhoz (27). Ezekkel a biztaté tanulma-
nyokkal szemben Rodriguez és munkatdrsai (28) nem talaltak bi-
zonyitékot a COLIAI és COLIA2 feltételezett szerepére az
otosclerosis etiopatogenezisében. Késébb Chen és munkatdrsai
(19) azonositottak hajlamosité és protektiv COLIAI gén haplo-
tipusokat, amelyek szignifikans osszefiiggésben alltak az otoscle-
rosissal a kaukazusi fehér populaciéban.

Az igéretes eredmények ellenére kiemelendd, hogy az |-es ti-
pusu kollagén evollcionalisan meglehetésen konzervativ struk-
tarfehérje, amelynek mutaciéi a csontvaz szamos szisztémas
rendellenességéhez vezethetnek (20, 21). Raadasul a transzkrip-
cié, a mRNS splicing és a fehérje transzlacié szamtalan szabalyzé
mechanizmusa fiziolégidsan akadalyozza az Al és A2 allélek ex-
pressziéjat (22). Az otosclerosis kollagén-hipotézisét alatamasztd
korabbi megfigyelések nem képesek magyarazni a csont-
remodelling zavar organotropizmusat, ami kizarélag a human
otikus kapszulara korlatozédik (I, 2). Masrészrdl az otosclerosis
lokalis oszteogenezis imperfekta-hipotézise nem bizonyithaté ki-
zardlag genetikai tanulmanyokkal (8, 9). A COLIAI gén poli-
morfizmusok és mutacidk kapcsolatban allnak az otosclerosissal,
emiatt a legtobb klinikai otoszklerotikus eset mas genetikai fak-
torokkal is osszefliggést mutathat (1, 8, 9, | I). Eredményeink
alapjan a COLIAI/A2 allélek mutaciéi és SNP-i gyanithatéan
hozzajarulnak az otosclerosis patogeneziséhez, azonban nem
akadalyozzak az |-es tipust kollagén expressziéjanak manifesz-
taciojat.

Befejezésiil, normal COLIAI és A2 allél expressziét talaltunk
otoszklerotikus és nem-otoszklerotikus stapesfixaciokban. Ezek-
ben az l-es tipusti kollagén alpha-1 és alpha-2 lancainak
expresszios szintje és mintazata kifejezetten hasonlénak bizo-
nyult a negativ kontrollokéhoz. Mivel ez a médfelett konzervativ
struktirfehérje az otosclerosis szévettani diagnézisatél és mas
stapes rendellenességtdl fiiggetlentiil expresszalédott, igy nem
tudjuk megerdsiteni az otosclerosissal vélelmezett osszefliggést.
Eredményeink fényében Ggy gondoljuk, hogy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek az |-es tipusu kollagén szerepének meghatarozasa-
ra az otosclerosis patogenezisében.
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