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Szédmos Ujszer( otoszklerdzissal foglalkozd tanulmany szamol
be genetikai dsszefliggésekrdl a renin—angiotenzin—aldoszte-
ron-rendszer (RAAS) kiilénbdzd génjeinek egypontos nukleo-
tid-polimorfizmusaival (single nucleotide polymorphism, SNP)
kapcsolatban anélkll, hogy a RAAS expresszidjat human
stapestalpak segitségével igazolndk. Az eddigi eredmények
meglehetésen ellentmondésosak, ugyanis a RAAS kifejezédése
kizardlagosan idegi-, ér- és vese eredetlinek tulajdonithato.
Hematoxilin-eozin (HE.) és RAAS-specifikus immunfluoresz-
cens (IFA) festéssel analizaltunk ankilotikus stapestalpakat
(n=20), kortikdlis csontfragmentumokat (n=10) és human
vese-szovetmintakat (n=10). Az dsszes ankilotikus stapestalp
szbvettanilag megerdsitett otoszklerdzisnak bizonyult. A sz6-
vettanilag aktiv (n= | 3) és inaktiv (n=7) otoszklerotikus gbcok
konzekvensen negatlv immunreakciét mutattak reninre,
angiotenzin konvertalé enzimre (ACE), angiotenzin-ll-re (AT-
1) és angiotenzin-ll-receptorra (AT-1IR). A kortikalis csontokban
tekintélyes mennyiségli RAAS expressziét figyeltink meg a
perivaszkularis csontvel&i progenitor sejtekben. Pozitiv kont-
rollként hasznalt vese-szdvetmintak intenziv RAAS-specifikus
immunreakcidt adtak. Jelen vizsgalataink alapjan a RAAS négy
tanulmanyozott tagja nem jar fokozott expressziéval és nem is
fejez&dik ki fehérje szinten humén otoszklerotikus stapestal-
pakban. Ez a jelenség flggetlen az otoszklerdzis szdvettani ak-
tivitasatol Jelen kortimények kozott a RAAS etioldgiai szerepe
megkérddjelezhetd az otoszklerdzis patogenezisében.
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No evidence for the expression
of renin-angiotensin-aldosterone system
in otosclerotic stapes footplates

SUMMARY

Recent studies have reported genetic associations between sin-
gle nucleotide polymorphism (SNP) of several genes of renin-an-
giotensin-aldosterone (RAA) system and otosclerosis without the
histologic confirmation of RAA system expression in human
stapes footplates. These results are conflicting because RAA sys-
tem expression has been attributed to neural, vascular, and re-
nal tissues, exclusively. Ankylotic stapes footplates (n=20), cor-
tical bone fragments (n=10), and human kidney tissue speci-
mens (n=10) were processed to hematoxylin-eosin (HE) staining
and RAA system-specific immunofluorescent assay (IFA), respec-
tively. Histologic diagnosis of otosclerosis was established in all
ankylotic stapes footplates. Histologically active- (n=13) and in-
active (n=7) foci of otosclerosis were consequently characterized
by negative immunoreactions for renin, angiotensin converting
enzyme (ACE), angiotensin-1l (AT-Il), and angiotensin-Il receptor
(AT-IIR), consequently. In cortical bones, a considerable RAA sys-
tem expression was observed confirmed in the perivascular bone
marrow progenitor cells. Kidney specimens, applied as positive
controls, showed intense RAA system-specific immunoreactions.
Concerning current observations, the 4 studied members of
RAA system that did not display active expression were not ex-
pressed at protein level in otosclerotic stapes footplates. This
phenomenon was independent from the histologic activity of
otosclerosis. Between these conditions, the etiologic role of RAA
system is questionable in the pathogenesis of otosclerosis.
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Az otoszklerézis az emberi otikus kapszula sajatos csontdisz-
kraziaja, amely progressziv vezetéses és/vagy szenzorineuralis
hallascsokkenéshez vezet fiatal felnéttekben (I, 2). A szévettani
diagndzist nélkiil6zd, klinikai otoszklerdzis eléfordulasi gyako-
risaga hozzavetdleg 0,3-0,4% a kaukazusi rasszban (1). Ezzel
szemben, a szovettani otoszklerdzis prevalenciaja 8- 1 1%, szé-
les kord, nem szelektalt kérbonctani leletek alapjan (3). Mind-
emellett a szbvettanilag elemzett ankilotikus stapes mintak
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megkézelitdleg kétharmadat képviseli otoszklerdzis (4). Szamos
hipotézis vet fel viralis, autoimmun, endokrin és genetikai fak-
torokat az otoszklerotikus csontremodelling zavar eredetére
(1, 2, 5, 6), annak ellenére, hogy az etiopatogenezis mindmaig
tisztazatlan.

Az otoszklerézis patogenezisében megannyi gén és a gének fe-
hérje termékei jatszanak potenciilis szerepet, amelyek tovabb
bonyolitjak a csontmetabolizmust és részt vesznek a gyulladasos
folyamatok szabalyzasaban is (7, 8). Tudomanyos beszamoldk
szerint az otoszklerézis kifejlédéséhez hozzajarulhat a
COLIAI/A2 (I-es tipust kollagén Al és A2 allélje), a BMP2,
BMP4 (bone morphogenetic protein 2 és 4), a TGF-SI
(transforming growth factor-f3 1), a RELN (reelin) és a renin—
angiotenzin—aldoszteron-rendszer (RAAS) génjei is (9-15).
Azonban ezek a genetikai 6sszefiliggések nem képesek hianyta-
lanul megmagyarazni néhany otoszklerézisra igen jellemzé tu-
lajdonsagot, mint példaul a néi dominanciat, a felnéttkori kez-
detet, a szervspecificitast és a gyulladasos csontremodelling za-
vart (I, 2, 16).

Az angiotenzinogén (AGT) kaszkad aktivacidjanak elsé [épéséért
a renin felel8s, ami végsé soron aldoszteron felszabadulast ered-
ményez, kdvetkezményes vazokonstrikcidval és hipertenziéval
(17, 18). Az AGT-t az aszpartil-protedz aktivitasi renin
angiotenzin-I-re hasitja, majd az angiotenzin-| konvertalé enzim
(ACE) hatasara tovabb alakul angiotenzin-II-vé. Az ACE a vér-
nyomas és az elektrolit egyensuly egyik kimagasléan fontos sza-
balyzé mediatora (17, 18). Mivel az angiotenzin-Il elésegiti a tu-
mor nekrézis faktor-a (TNF-a), interleukin 6 (IL6), ILI9 és
TGF-f3 expressziét, igy patoldgias kériilmények kdzdtt joggal tu-
lajdonithatnak részleges szerepet a RAAS-nek a csontremo-
delling szabalyzasban (19-21).

Jelen Gsszefiiggések fényében kézenfekvd azt gyanitani, hogy az
RAAS szintén szerepet jatszik az otoszklerdzis patogenezisében.
Imauchi felvetése szerint a RAAS aktivitasa kapcsolatban all kii-
I6nféle gének polimorfizmusaival, beleértve az AGT M235T-¢,
ACE-I/D-t és AT-IR A/C(1166)-t (15). Ezen polimorfizmusokat
széles kord, nem szelektalt francia populacidban vizsgaltak,
azonban csupan 6 klinikailag otoszklerotikus paciens stapestalpat
analizaltak molekularis bioldgiai médszerekkel és szévettenyé-
szetekkel (15). Szignifikans osszefliggést allapitottak meg az
otoszklerdzis és az AGT M235T és az ACE-I/D allélek polimor-
fizmusai kozott (15). Ezzel ellentétben, nem talaltak kapcsolatot
az AT-IR A/C(1166) allél polimorfizmus és az otoszklerézis ko-
zott (15). Jelen megfigyelések vetik fel a kapcsolatot a lokalis
RAAS aktivitas és az otoszklerdzis kozott; mindamellett nem ta-
lalhaté Gjabb kiegészitd informacié errdl a témardl az irodalom-
ban (I5). Hipotetikusan, az ACE-gatldk (enalapril, ramipril stb.)
és az AT lIR-blokkoldk (losartan, valsartan stb.) csokkenthetik az
otoszklerozis kialakulasanak esélyét vagy feltartéztathatjak a be-
tegség progresszidjat (15, 18). Rudic és munkatdrsai
otoszklerotikus sejtkultirakon demonstraltak az AT IR gyorsité
szerepét a gyulladasos csontremodelling betegségben (21). In
vitro kériilmények kézott az AT-1l emeli az interferon-y (IFN-y)
és az IL-10 expressziés szintjét és csokkenti a makrofag
inflammatérikus protein |- (MIP-1¢) és a szolubilis TNF-a Re-
ceptor |l expresszidjat (21). Késébb Schrauwen és munkatdrsai
ugyancsak nem talaltak bizonyitékot a RAAS és az otoszklerézis
kozotti kapcesolat alatamasztasara egy atfogd belga-holland tanul-
manyban (22).

Jelen tanulmany a RAAS 4 tagjanak expressziés mintazatat vizs-
gélja szovettanilag igazolt otoszklerotikus stapestalpakban,
kortikalis csontfragmentumokban és emberi veseszévetekben,
azon célbdl, hogy tisztazhassa a RAAS tényleges szerepét az
otoszklerézis patogenezisében.

Anyagok és modszerek

Betegek és kontrollok

Vizsgalataink alapjat hisz kiilénb6zé betegbdl (n=20, né6= 16, fér-
fi=4) stapedectomia soran eltavolitott 20 ankilotikus stapes képez-
te. A betegek atlagéletkora 47,35 évnek mutatkozott (24-56).
Tisztahang kiiszobaudiometriaval a csont-lég-kéz (ABG) 1000 Hz-
en legalabb 30 dB-nek bizonyult. Mindazonaltal a stapes mitét in-
dikacidja az érintett fiil 1024 Hz-es hangvilla Rinné negativitasan
alapult. A preoperativ tympanometria 32 (80%) fiilon As-tipusu,
mig 8 (20%) esetben A-tipusii tympanogramot tart fel. Az Gsszes
flon (n=40) multifrekvencias tympanometria késziilt. A stapedec-
tomian atesett fiilek kozil 17 (42,5%) esetben a rezonancia frek-
vencia | 100 Hz felettinek bizonyult, mig 3 (7,5%) esetben csupan
a kontralateralis flilben mértiink hasonlét. Klinikailag a stapes
fixacié bilateralis jelleget oltott tizennyolc (90%) betegnél; azonban
minden betegbdl csak egy stapest nyertiink ki és analizaltunk, mivel
ilyen révid idétartam alatt csak unilateralis stapedectomia végez-
hetd el. A részlegesen eltavolitott stapestalpak nem kertiltek be a
vizsgalatba, ugyanis pont a |éziét tartalmazo eliilsé vagy hatsé polus
maradhat vissza az ovalis ablak fiilkéjében. A téredezett és teljesen
rekonstrualt talpak nem lettek kizarva. Lateralis atticotomia soran
a csontos halléjaratbdl tiz (n=10) esetben kortikalis csontfrag-
mentumot tavolitottunk el stapes ankilézisos betegekbdl, amelye-
ket csontspecifikus (nem szévetspecifikus) kontrollnak hasznaltunk.
Tiz (n=10, n6=6, férfi=4) cadaver vese-szévetmintat alkalmaz-
tunk a RAAS expresszidjanak pozitiv kontrolljaként. A cadaver min-
takat a halal beallta utan kevesebb, mint 20 éran beliil eltavolitot-
tuk. A pozitiv kontrollok atlagéletkora 52,17 évnek (46-62 év) mu-
tatkozott. A stapestalpak és a kontroll mintak dsszegytijtése 2012.
januar és 2012. majus kozott zajlott (DE OEC Fiil-Orr-Gégészeti
és Fej-Nyaksebészeti Klinika és Patoldgia; Bajcsy-Zsilinszky Kérhaz
Fil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Osztaly). Minden paciens
irasos tajékozott beleegyezését adta a tanulmanyhoz. A Magyar Tu-
domanyos Kutatas Etikai Bizottsaga (ETT-TUKEB/2008-1 13-
547/89) engedélyezte a vizsgalatot. A tanulmany a Helsinki Dekla-
racié szerint ment végbe.

RAAS-specifikus (Renin, ACE, AT-1l és AT-1IR)
immunfluoreszcens festés

A fixalt stapestalpakat (n=20), kortikalis csontfragmentumokat
(n=10) és a vese-szévetmintakat (n=10) 10%-os (w/v) formal-
dehidben fixaltuk. A stapestalpakat és a kortikalis csontokat
0,02%-o0s (w/v) natrium-azide-ot (72 h, 4 °C) tartalmazé 0,5 M-os
Na-EDTA oldatban dekalcinaltuk. Az emberi vesemintak nem lettek
Na-EDTA-val kezelve. A mintakat |15%-os (W/v) analitikai tisztasagu
zselatinba agyaztuk (24 h, 56 °C), majd 4%-os (w/v) paraformaldehid
oldatban ujrafixaltuk (24 h, 20 °C). A szdvettani blokkok krioprotek-
—25 °C-on 10 um vastagsagu szeleteket metszettiink (MNT-200,
Slee, Mainz, Németorszag) beldliik. A szeleteket 0,1 M-os PBS
(foszfat-pufferolt szaline) és 0,03%-os (w/v) natrium-azide oldat-
ban 4 °C-os hémérsékleten taroltuk. 5 egymast kévets 10 um
vastagsagu fagyasztott metszetet a kdvetkezdként vizsgaltunk:

B Hematoxilin-eozin festés (HE),

renin-specifikus immunfluoreszcens vizsgalat (IFA),
AT-ll-specifikus IFA,

ACE-specifikus IFA,

AT-1IR-specifikus IFA.

Az elsé metszeteket minden egyes blokkbél hagyomanyos HE
festéssel dolgoztuk fel. A tovabbi sorozatokat minden egyes min-
tabdl atmostuk, és a fehérjéket szamar normal szérumot (SC-
2044, Santa Cruz, CA, USA) tartalmazé 0,2M-os PBS oldattal
blokkoltuk. A masodik metszeteket 1:200 poliklonalis nyl anti-
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human renin primer antitest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos ra-
zas) (SC-22752, Santa Cruz, CA, USA) inkubaltuk. A primer an-
titesteket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300 masodlagos Texas
Red-jeldlt 1gG oldattal (20 °C, 12 h, folyamatos razas) (Santa
Cruz) inkubaltuk. A harmadik metszeteket 1:200 monoklonalis egér
anti-human angiotenzin-ll primer antitest oldattal (20 °C, 48 h, fo-
lyamatos razas) (SC-374511, Santa Cruz) inkubaltuk. A primer
antitesteket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és 1:300 masodlagos
Texas Red-jelolt IgG oldattal (20 °C, 12 h, folyamatos razas)
(Santa Cruz) inkubdltuk. A negyedik metszeteket [:200
poliklonalis kecske antihuman angiotenzin-Il receptor primer an-
titest oldattal (20 °C, 48 h, folyamatos razas) (SC-7421, Santa
Cruz) inkubdltuk. A primer antitesteket 0,2 M-os PBS-sel mostuk
ki és 1:300 masodlagos FITC-jeldlt IgG oldattal (20 °C, 12 h, fo-
lyamatos razas) (Santa Cruz) inkubaltuk. Az 6tédik metszeteket
1:200 monoklonalis egér antihuman ACE primer antitest oldattal
(20 °C, 48 h, folyamatos razas) (SC-73668, Santa Cruz)
inkubaltuk. A primer antitesteket 0,2 M-os PBS-sel mostuk ki és
1:300 masodlagos FITC-jeldlt IgG oldattal (20 °C, 12 h, folyama-
tos razas) (Santa Cruz) inkubaltuk. A metszeteket UV transzpa-
rens médiummal fedtiik (Vectashield™, Vector Laboratories, CA,
USA). A képfeldolgozast 486 nm-es és 510 nm-es hullamhossz-
okon, 69 ms-os expoziciés idével UV fény alatt végeztiik, és a
fényképeket tif formatumban archivaltuk (Axioskop2 MOT™,
Axiovision 3.0™, Zeiss, Jena, Németorszag). Az RAAS-specifikus
immunreakciok megbizhatésagat mar teszteltiik és alatamasztot-
tuk korabbi tanulmanyunkban a TNF-c receptor | és |l specifikus
IFA vizsgalatunkban (23). A sz6vettani vizsgalatokat két kiilonbo-
z8 kutatd elemezte: C. P a HE festéssel késziilt, mig K. T. az
immunfluoreszcens médon el&allitott metszeteket értelmezte.
Az otoszklerozis szévettani aktivitasanak vizsgalata a H. E. met-
szetek alapjan a cellularitdson és a cementvonalak szerkezetén
alapult (16). Minthogy az otoszklerézis multifokalis betegség a
stapedidlis |ézi6 hisztopatoldgiai aktivitasa nem felel meg teljes
mértékben az otoszklerézis klinikai aktivitasanak (1, 16). Az aktiv
otoszklerdzist széles pszeudovaszkularis terek jellemzik, amelye-
ket emelkedett szam, alaktalan és sokmagvii oszteoklaszt tolt ki.
A cementvonalak fonott mintazatot mutatnak. Az inaktiv
otoszklerézis eltomdédott vaszkularis terekkel és reszorpciés
lakdnakkal definialhatd, amelyek csdkkent szamu oszteoklasztot
(tires halosejtek) tartalmaznak. Az oszteoid szerkezet altalaban
lemezes mintazatba rendezdédik. Az l-es tablazat a RAAS tagjaival
alkotott pozitivimmunfluoreszcens reakcidk ismertetdjeleit rep-
rezentalja a kiilénféle szévetmintakban.

Eredmények

RAAS-specifikus immunfluoreszcens vizsgalattal analizaltunk
egyenként ankilézisos stapestalpakat (n=20), kortikalis csont
fragmentumokat (n=10) és human veseszéveteket (n=10).

Az 6sszes ankilotikus stapestalp otoszklerézisnak bizonyult sz6-
vettani vizsgalatok megerdsitése alapjan (/. dbra, I. tabldzat). Je-
len betegcsoportbdl |3 paciens otoszklerotikus fokusza aktiv-
nak, mig 7 inaktivnak mutatkozott (/. dbra, I. tabldzat). Az ana-
lizisen atesett stapestalpakat csak egy otoszklerotikus gbc érin-
tette. Az otoszklerotikus fékuszok elhelyezkedése a 20
stapestalp tekintetében kiilonbozott. Leggyakrabban az eliilsé
pélusban (n=16) jelentek meg, azonban lokalizalhatéak voltak
bipolarisan (n=3) és a stapesfiilkét obliteralé (n=1) médon is. A
RAAS-specifikus immunreakciék belsé kontrolljaként az 6sszes
stapestalp pozitivimmunreakciét mutatatott TNF-« receptor |-
re, ami teljességgel fliggetlennek bizonyult az otoszklerézis sz6-
vettani aktivitasatdl (2. dbra, |. tabldzat). TNF-a receptor I
expresszié | | aktiv otoszklerotikus fokuszt tartalmazé mintaban
volt detektalhaté (2. dbra, |. tdblazat).

Korabbi megfigyelésekkel egyetemben, pozitiv kontrollként em-
beri vese szévetmintakat alkalmaztunk erételjes citoplazmatikus
RAAS expresszidjuk miatt (3. dbra, |. tdbldzat). A glomerulusok
epithelidlis sejtjei, a proximalis és disztalis kanalikulusok és a
juxtaglomerularis apparatus (JGA) médosult neuroendokrin sejt-
jei is meglehetésen intenziv immunreakciéban pompéaztak, ezzel
is korvonalazva az egyes nefron egységek komplex struktirajat
(3. dbra, . tabldzat). Tiz nagy nagyitasi mikroszképos mezé
(400x) atlagaban a renin-, AT-1l-, ACE-, és AT IIR-t expresszalé
sejtek szama egyenként 284,7-, 193,3-, 31 1,2- és 201,8-nak bi-
zonyult (1. tdbldzat).

A csontspecifikus kontrollként hasznalt kortikalis csontfragmen-
tumok tetemes mennyiségli RAAS-specifikus immunreakciét ad-
tak (3. dbra, |. tabldzat). A perivaszkularis régiéban csontvelGi
progenitor sejtek gyenge gylr(iszer( és helyenként homogén
immunreaktivitast produkaltak az RAAS négy tanulmanyozott
tagja ellen (3. dbra, I. tabldzat) (24). Tiz nagy nagyitasi mikro-
szképos mezd (400x) atlagaban a renin-, AT-1l-, ACE-, és AT IIR-t
expresszalé sejtek szama egyenként 18,9-, 15,6-, 24,8- és 27,1-
nek mutatkozott (/. tdbldzat). Szoges ellentétben a korabbiakkal,
az oszteoid allomanyba agyazott egyszer( oszteocitak RAAS-
specifikus immunreakciéja hianyzott (2. dbra).

Az aktiv vagy inaktiv otoszklerotikus gécot abrazolé stapestalpak
negativ immunreakciéval jellemezhetéek reninre, AT-Il-re, ACE-

|. tablazat: Otoszklerotikus stapes talpakban, csont-specifikus és pozitiv kontroll mintakban a renin-
angiotenzin-aldoszteron-rendszer fehérje tagjainak és a TNF-c receptorok (I és II) immunreakcidja.

Renin'

Mintak (n=40)

AT-I1?

ACE? AT-IIR* TNFR-I°  TNFR-II°

Otoszklerotikus stapes (n=20)

Aktiv otoszklerdzis (n=13) —(0) -(0) -(0) —(0) +++(58,7) ++ (498)

Inaktiv otoszklerdzis (n=7) —(0) —(0) —-(0) —(0) +++(23,5) —/+ (2,1)
Kortikalis csont (n=10) ++ (18,9) + (15,6) + (24,8) + (27,1) n.a.7 n.a.
Human vese mintak (n=10) ++++(2847) +++ (1933) +++ (3I11,2) +++ (201,8) n.a. n.a.

' Az immunfluoreszcens prébak intenzitésa (IFA): + gyenge gy(ir(iszerd immunreaktivitas; ++ gyenge homogén immunreaktivitas; ++ + erds homogén vagy gyenge
szemcsézett immunreaktivitas; +++ + erds konflualé és massziv szemcsézett reakcid; — negativ reakcié. A szamok az immunreaktiv sejtek mennyiségét jelzik 10

nagy nagyitasi mezé (400x) atlagaban.
2 AT-Il: Angiotenzin-II
3 ACE: Angiotenzin konvertalé enzim
4 AT-IIR: Angiotenzin-Il receptor
5 TNFR-I: Tumor nekrézis faktor-« I-es tipusti receptor
¢ TNFR-II: Tumor nekrézis faktor-c Il-es tipust receptor
7 n.a.: Nem all rendelkezésre
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re és AT lIR-ra nézve (I. dbra, |. tabldzat). Az AT IIR-t kizarélag
a vesztibularis felszin hyalinporc rétegének maradék kondrocitai
expresszaltak (/. dbra). Mindenképpen emlitést érdemel, hogy
az UV-atvilagitas expoziciés idejét 134 msec-ra kellett nével-
niink, hogy ezt az elhanyagolhaténak tliné expressziét detektal-
hassuk. Azonban az expoziciés idé névelése a fehérje
expressziéban nem eredményezett jobb kimutathatésagot. A
léziot képzd sejtek, mint példaul az oszteoblasztok, a
fibroblasztok és a sokmagvi oszteoklasztok, nem okoztak im-
munreakciét az RAAS vizsgalt tagjaiban (/. dbra). A hianyzé fe-
hérje expresszi6 fiiggetlennek bizonyult a szévettani diagnézistdl
és az otoszklerdzis szévettani aktivitasatdl is (/. dbra, . tdblg-
zat). Mivel az otoszklerotikus stapestalpak alapvetéen negativ
RAAS-specifikus fehérje expressziéval jellemezhetdek, igy elte-
kintettiink az RAAS-specifikus mMRNS-ek RT-PCR vizsgalatatol.

Megbeszélés

Jelen tanulmanyunk céljaul tlztiik ki, hogy szévettanilag igazolt
otoszklerotikus stapestalpakbdl morfolégiai leirast biztositsunk
a RAAS tagjainak szvetspecifikus expressziéjardl. Nemrég meg-
jelent tanulmanyok foglalkoztak a RAAS gének betegség-asszo-

I. abra: A RAAS expresszidjanak immunfluoreszcens
demonstracidja otoszklerotikus stapestalpakban

Al: A stapestalp eliilsé polusaban elhelyezkedé aktiv
otoszklerotikus goc hipocellularis oszteoiddal és sza-
mos oszteolitikus lakanaval (HE, jobb fiil).

A2: Az angiotenzin konvertalé enzim (ACE) negativ
immunfluoreszcens reakcioja.

A3: Az el6z6 metszet renin-specifikus
immunfluoreszcens probaja. Az otoszklerotikus fo-
kuszban immunreakcié nem figyelheté meg.

A4: Az angiotenzin-ll receptor (AT IIR) immunreak-
cidja szintén negativnak bizonyult.

A5: Az angiotenzin-ll-specifikus immunreakci6 is ne-
gativ eredménnyel zarult.

B1: A stapestalp eliilsé poélusaban kialakult inaktiv
otoszklerotikus fokusz (HE, jobb fiil). A léziét komoly
hipocellularitas, iires haldsejtek és tag
pszeudovaszkularis oszteolitikus lakunak jellemzik.
B2: Az ACE-specifikus proba negativ
immunfluoreszcens reakciét mutat.

B3: Az el6z6 metszet renin-specifikus
immunfluoreszcens festése, ami szinte teljes mérték-
ben reakciéomentes.

B4: Az AT IIR immunfestése szintén reakciomentes.
B5: Az AT Ill-specifikus immunreakcié negativ ered-
ményt mutat.

cialt SNP-i és az otoszklerozis lehetséges genetikai osszefiiggé-
seivel, klinikailag otoszklerdzisosnak diagnosztizalt betegekben
(15, 21). Schrauwen és munkatdrsaival egyetértésben mi sem tud-
tuk alatdmasztani a korabban felvetett kapcsolatot a RAAS és az
otoszklerdzis kozott, mivel képtelenek voltunk RAAS-specifikus
fehérje expresszié detektalasara otoszklerotikus stapestalpakban
(22). Mindazonaltal, jelen észrevételeink nem meglepdek, hiszen
a RAAS expressziorél eddig kizarédlag parenchimas szervekben
(agy, tlidd, hasnyalmirigy, arterialis adventitialis réteg, neurdlis,
vaszkularis és veseszdvetekben) szamoltak be (17, 18). Ezzel
szemben szignifikans renin, ACE, AT-Il és AT IIR expressziot ta-
laltunk a csontspecifikus kontrollként alkalmazott kortikalis
csontfragmentumok perivaszkularis oszteoid progenitor-sejtjei-
ben (24). Jelen megfigyelések alaitamaszthatjak a mar korabban
jelentett csontvel8-asszocialt RAAS szerepét a lokalis csontfor-
galom szabalyzasaban (19, 20, 21). A kortikalis csontok és a
stapestalpak RAAS expresszids mintazata koriili ellentmondasok
a human otikus kapszula kiilonb6zé embrionalis eredetével és az
egyediilallé metabolikus tulajdonsagaival magyarazhaté (1, 2,
16). Masrészrél, az aldoszteron — az RAA jelatviteli Gtvonal egyik
végterméke — is hatassal lehet az otoszklerdzis patogenezisére
a feszliltségfiiggd kalciumcsatornak kaliumfiiggd szabalyzasa altal
(19, 20, 21). Az utébbi hipotézis tovabbi vizsgalatokat sziikségel-
tet a jovében.

Grayeli és kutatdocsoportja a RAAS génjeinek szamos SNP-jérdl
tuddsitottak az otoszklerdzis patogenezisével kapcsolatban (15).
Azonban a mi tanulmanyunkhoz képest nem hagyhaté figyelmen
kiviil az a kilonbség, miszerint az otoszklerézis diagnézisa a se-
bészileg eltavolitott stapestalpak szévettani analizise nélkiil tor-
tént (15, 21). Elképzelhetd, hogy mindez a sebészi technika kor-
lataival magyarazhaté, ugyanis a stapedotomia és a parcialis
stapedectomia nem alkalmas médszerek a stapestalp fragmen-
tumok kinyerésére és a fixaciot okozé 1ézié feldolgozasara. To-
vabba a genetikai kapcsolaton alapulé beszamolék a kivont fe-
hérvérsejtek teljes DNS allomanyabdl torténtek, ami nem felel
meg a valés human stapestalpban eléfordulé, helyi RAAS
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TNFR-II, 400x

2. abra: A TNFR-I/ll immunfluoreszcens megjelenése
otoszklerézisban

Al: Az otoszkleroézis aktiv stadiuma (HE).

A2: A léziot alkoto sejtek erételjes annularis TNFR-I-
specifikus immunreakcioja.

A3: A TNFR-Il meglehetésen hasonlé mintazatu re-
akcioja.

B1: Inaktiv otoszklerotikus fokusz (HE).

B2: Az el6z6 metszet gyenge annularis TNFR-I-speci-
fikus immunreakcidja abrazolodik.

B3: A TNFR-Il immunfestése gyakorlatilag negativ.

expresszioés mintazatnak. Fontosnak tartottuk a RAAS-asszocialt
fehérjék expresszidjanak vizsgalatat az emberi stapestalpakban,
mivel ezen eredmények nélkiil a genetikai kapcsolat pusztan sta-
tisztikai jellegli észrevétel is lehet (I5).

Imauchi és munkatdrsai statisztikailag szignifikans kapcsolatrol
szamoltak be az elsé kézleményiikben a klinikai otoszklerézis
(n=186) és az AGT M235T és ACE I/D polimorfizmusok k&zott
(15). Tovabba az ACE TT és DD genotipus magasabb aranyban
jelent meg a stapes fixaciés esetekben, mint a kontrollcsoport-
ban (I5). Késébb Schrauwen és munkatdrsai vetették fel a fals-po-
zitiv eredményekkel kapcsolatos aggodalmaikat, miszerint a ko-
rabbi asszociacion alapulé tanulmanyok tovabbi reprodukcidja
szlikséges szélesebb beteganyagban (22). A szerzdk szerint a kis
esetszamU, Ugynevezett replikaciés tanulmanyok alacsony
validitasanak hibaja pont a replikacié maga (22). igy a kezdetben
vizsgaltnal j6val nagyobb esetszami populaciét tanulmanyoztak
(n=692), és a validitas szamitasuk (power calculations) 97 és
100%-o0s teljesitményt mutatott a korabban talalt ACE I/D és
AGT M235T hatasainak kimutatasi biztonsagaban (22). llyen
validitasi értékek mellett nem talaltak szignifikans asszociaciot az
otoszklerdzis és a fenti SNP-k jelenléte kozétt (22). Osszegzés-
képpen, Schrauwen meglatasa alapjan a RAAS és az otoszklerézis
kozott korabban vélelmezett Ssszefiiggéseket fals-pozitiv ered-
ménynek értékeli, ami meggyéz8en nem ismételheté meg (22).
Az is megallapithatd, hogy Schrauwen és munkatdrsai szintén az
eltavolitott stapestalpak szévettani vizsgalata nélkil extrapolaltak
eredményeiket otoszklerdzisra (15, 22). Miutan a stapes fixaciok
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3. abra: A RAAS immunfluoreszcens bemutatasa
csontspecifikus kontrollokban és human vesemintakban
Al: A kortikalis csont normal strukturaju cementvo-
nalakat és ereket abrazol (HE, jobb fiil).

A2: Angiotenzin konvertalé enzim (ACE) gyenge po-
zitiv immunreakciét mutat a perivaszkularis oszteoid
progenitor sejtekben.

A3: A korabbi metszet renin-specifikus immunreakci-
6ja meglehetésen hasonlé mintazattal.

A4: Az angiotenzin-ll receptor (AT IIR) immunfesté-
se pozitiv reakcioval.

AS5: Angiotenzin-1l (AT IlI) szintén pozitiv reakciot ab-
razol.

B1: Emberi vesekéregben elhelyezkedé glomerulus
szovettani reprezentacidja (HE).

B2: Az ACE pozitivimmunfluoreszcens reakcioval jar.
B3: A korabbi metszet renin-specifikus
immunfluoreszcens probaja. Az epithelialis sejtek
erdteljes renin expressziot reprezentalnak.

B4: Az AT IIR szintén pozitiv reakciot mutat.

B5: AT ll-specifikus pozitivimmunreakcio.
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kozel egyharmada nem otoszklerotikus stapes fixacié, igy a be-
tegek szamanak emelése névelheti az otoszklerdzis diagnézisara
vonatkozé genetikai asszociaciés tanulmanyok statisztikai erejét
(4, 22). Jelen tanulmanyunkban mi nem szandékoztunk gyarapi-
tani a korabban megjelent asszociacids vizsgalatok szamat
validitas szamitassal. Célunk a betegség altal érintett stapestalpak
fehérje expresszidjanak dsszehasonlitasa volt, pozitiv kontroll-
ként alkalmazott vesemintakkal.

Imauchi és munkatdrsai is targyaltak mar az elsé tanulmanyukban,
hogy az AT-Il noveli az IL-6 in vitro szekrécidjat és csokkenti
alkalin-foszfataz aktivitast a klinikailag stapes fixaciéban szenvedé
paciensekbdl létrehozott szévetkultirakban (15). Mivel az aktiv
otoszklerézis alapvetéen emelkedett alkalin-foszfataz aktivitassal
jellemezhetd, igy ezek az eredmények ellentmondasosnak tlinnek
(I, 25). Nemrég Rudic és munkatadrsai jelentették, hogy klinikailag
otoszklerotikus szévettenyészetekben az AT-Il megnovekedett
IFN-y, IL-10, MIP |- és szolubilis TNF-c: R-Il expresszion ke-
resztil elSsegiti a gyulladast (21). Ezek a vizsgalatok akarhogy is,
de ellentétesek az otoszklerézis patogenezisével kapcsolatban
szerzett korabbi tapasztalatokkal (I, 7). Az otoszklerézis
patofiziolégiajara vonatkozo, jelenleg érvényben Iévé konszenzus-
nak koszonhetéen a betegség aktiv stadiuma megndvekedett
oszteoblaszt aktivitassal és aberrans Uj csontképzddéssel jellemez-
hetd, emellett emelkedett alkalin-foszfataz aktivitas, TNF-c és
TNF-a receptor expresszié detektalhaté (I, 7, 23). A betegség in-
aktiv stadiumanak meghatarozé fehérjéje az oszteoprotegerin,
amely teljesen fiiggetlen a RAAS funkciéitdl (19, 20, 25). Ugy gon-
doljuk, hogy a szamos egymassal kdlcsondsen osszefiiggd faktor
kapcsolatban all a human otikus kapszula specialis tulajdonsagaival,
ami magyarazatul szolgalhat a RAAS tagjainak expressziéjarol lét-
rejott inkongruens megallapitasokra az emberi stapestalpakban (I,
2, 5, 7). Mindazonaltal szubjektiven tekintve a korabbi tanulma-
nyokra, egy kérdés megfogalmazédik: Mi lehet a szerepe a fehérje
koordinalt vazokonstrikciénak, vérnyomasnak és renalis filtracio-
nak az otoszklerotikus csontremodelling zavar patogenezisében?
Bizonyara a mi megfigyeléseink is tovabbi vizsgalatokat igényelnek
a jovében. Az otoszklerdzis kezelésében alkalmazhaté ACE-
inhibitorok és az AT-receptor blokkoldk hasznalata tovabbi in vitro
analizist sziikségeltet szévettanilag igazolt otoszklerotikus szévet-
tenyészeteken. Tovabba audioldgiai és radiolégiai (HRCT) méd-
szerekkel kovetett prospektiv tanulmanyok nélkiilézhetetlenek,
amelyekben klinikai otoszklerézisban és mellékesen magasvérnyo-
mas-betegségben is szenvedd pacienseket ACE-gatldkkal vagy AT-
receptor blokkolékkal kezeliink, igy szolgalva érdekes adatokat
ezen gydgyszercsoportok terapias hatékonysagarol.

Kovetkeztetés

Osszegzésképpen megillapithaté, hogy a RAAS tagjainak
expresszidja nem igazolhaté otoszklerotikus stapestalpakban. Je-
len megfigyeléseink megkérddjelezik az 6sszefliggéseket a RAAS
expresszibja és az otoszklerodzis patogenezise kézott. Eredmé-
nyeink fényében gy gondoljuk, hogy tovabbi tanulmanyok sziik-
ségesek, hogy meghatarozhassuk az RAAS tényleges szerepét az
otoszklerdzis patofizioldgiajaban.

Készonetnyilvanitds

Készonettel tartozunk Dr. Liktor Bdlintnak (Bajcsy-Zsilinszky Kor-
hdz, Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Osztdly, Budapest,
Magyarorszdg) és Prof. Dr. Molndr Péternek (DE OEC, Patoldgiai In-
tézet, Debrecen, Magyarorszdag) az ankylotikus stapes és a cadaver
vesemintdk osszegyijtéséért. Tanulmdnyunk az Orszdgos Tudomd-
nyos Kutatdsi Alapprogramok tdmogatdsdval jott létre (OTKA
K81480). Jelen kozlemény mdsodkézlés (Otol Neurotol 2013; 34
(5): 808-815.), amelyet a Wolters Kluwer Kiadé engedélyezett.

Irodalom

1. Chole RA, McKenna M. Pathophysiology of otosclerosis. Otol Neurotol

2001; 22 (2): 249-257.

Karosi T, Szekanecz Z, Szilkai |. Otosclerosis: an autoimmune disease?

Autoimmun Rev 2009; 9 (2): 95-101.

3. Declau F; Van Spaendonck M, Timmermans JP et al. Prevalence of otoscle-
rosis in an unselected series of temporal bones. Otol Neurotol 2001; 22
(5): 596-602.

4. Karosi T, Csomor P Petko M, et al. Histopatology of nonotosclerotic stapes

fixations. Otol Neurotol 2009; 30 (8): 1058—1066.

Schrauwen |, Van Camp G. The etiology of otosclerosis: a combination of

genes and environment. Laryngoscope 2010; 120 (6): 1195-1202.

6. McKenna MJ, Mills BG, Galey FR, et al Filamentous structures morpholog-

ically similar to viral nucleocapsids in otosclerotic lesions in two patient.

Am J Otol 1986; 7 (1): 25-28.

Stankovic KM, McKennaMJ. Current research in otosclerosis. Curr Opin

Otolaryngol Head Neck Surg 2006; 14 (5): 347-351.

. Van Den Bogaert K, Govaerts PJ, De Leenheer EM, et al. Otosclerosis: a

genetically heterogeneous disease involving at least three different genes.

Bone 2002; 30 (4): 624-630.

Chen W, Meyer NC, McKenna MJ, et al. Single-nucleotide polymorphisms

int he COL1A1 regulatory regions are associated with otosclerosis. Clin

Genet 2007; 71 (5): 406-414.

10. Lehnerdt G, Metz KA, Trellakis S, et al. Signaling by way of type IB and Il
bone morphogenetic protein receptors regulates bone formation in oto-
spongiosis. Laryngoscope 2007; 117 (5): 812-816.

11. Lhenerdt G, Unkel C, Metz KA, et al. Immunohistochemical evidence of
BMP-2, -4 and -7 activity in otospongiosis. Acta Otolaryngol 2008; 128 (1):
13-17.

12. Thys M, Schrauwen |, Vanderstraeten K, et al. The coding polymorphism
T2631 in TGF-beta 1 is associated with otosclerosis in two independent
populations. Hum Mol Genet 2007; 16 (17): 2021-2030.

13. Schrauwen |, Ealy M, Huentelman MJ, et al. A genome-wide analysis iden-
tifies genetic variants in RELN gene associated with otosclerosis. Am J
Hum Genet 2009; 84 (3): 328-338.

14. Schrauwen |, Ealy M, Fransen E, et al. Genetic variants in RELN gene are
associated with otosclerosis in multiple European populations. Hum Genet
2010; 127 (2): 155-162.

15. Imauchi Y, Jeunemaitre X, Boussion M, et al. Relation between renin-an-
giotensin-aldosterone system and otosclerosis: a genetic association and
in vitro study. Otol Neurotol 2008; 29 (3): 295-301.

16. Parahy C, Linthicum FH Jr. Otosclerosis and otospongiosis: clinical and
histological comparisons. Laryngoscope 1984; 94 (4): 508-512.

17. Nguyen Dinh Cat A, Touyz RM. A new look at the renin-angiotensin system
focusing ont he vascular system. Peptides 2011; 32 (10): 2141-2150.

18. Baudin B. nem aspects on angiotensin-converting enzyme: from gene to
disease. Clin Chem Lab Med 2002; 40 (3): 256-265.

19. Gelinas L, Falkenham A, Oxner A, et al. Highly purified human peripherial
blood monocytes produce IL-6 but not TNF-alpha in response to an-
giotensin Il. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst 2011; 12 (3): 295-303.

20. Ma FLiY, JiaL, et al. Macrophage-stimulated cardiac fibroblast production
of IL-6 is essential for TGF-beta/Smad activation and cardiac fibrosis in-
duced by Angiotensin Il. PLoS One 2012; 7 (5): e35144.

21. Rudic M, Nguyen C, Nguyen Y, et al. Effect of angiotensin Il on inflamma-
tion pathways in human primary bone cell cultures in otosclerosis. Audiol
Neurootol 2012; 17 (3): 169-178.

22. Scrauwen |, Thys M, Vanderstraeten K, et al. No evidence for association
between the renin-angiotensin-aldosterone system and otosclerosis in a
large Belgian-Duch population. Otol Neurotol 2009; 30 (8): 1079-1083.

23. Csomor P Sziklai I, Karosi T. TNF-alpha receptor expression correlates
with histologic acitvity of otosclerosis. Otol Neurotol 2009; 30 (8): 1131-
1137.

24. Maes C, Kobayashi T, Selig MK, et al. Osteoblast precursors, but not ma-
ture osteoblasts, move into developing and fractured bones along with in-
vadeing blood vessels. Dev Cell 2010; 19 (2): 329-344.

25. Karosi T, Csomor P Szalmés A, et al. Osteoprotegerin expression and sen-
sitivity in otosclerosis with different histological activity. Eur Arch Otorhino-
laryngol 2011; 268 (3): 357-365.

n

o

~

[ee]

©

LIKTOR ES MTSAI




