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A TNF-alfa receptor expresszié Osszefiigg az otosclerosis
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OSSZEFOGLALAS: Az otosclerosis az emberi oticus capsula
gyulladdsos csontatépiilési zavara, melyet valtozatos mér-
ték{i TNF-alfa receptor expresszié és egyedi receptor el-
oszlasi mintazat jellemezhet. Az elmilt évtizedekben az
otosclerosis korszovettani jellemvonésait részletesen lefr-
tak; azonban a betegség klinikai és kérszovettani stadiu-
mait illetSen nincs egyértelmien megfeleltethet& moleku-
laris bioldgiai stadiumbeosztas, kiilonds tekintettel a kéro-
san felfokozott aktivitast osteoclast-osteoblast tengelyt il-
letSen. Negyven otosclerosisos és negyven nem-otosclero-
sisos, ankyloticus stapes talpat vizsgaltunk (N=80, férfi-
ak=29, ndk=51): hagyominyos hematoxylin-eozin fes-
tést, valamint tumor nekrézis faktor-alfa receptor I és 11
(TNFRI/II) specifikus immunofluoreszcens vizsgilatot vé-
geztiink. Az aktiv otosclerosist (I-II fokozat, N=24) a
TNFRII fokozott expresszidja jellemezte, ezzel szemben az
inaktiv esetekben (III-1V fokozat, N=16) a TNFRI emel-
kedett expresszidjat tapasztaltuk, ezenkiviil a TNFRII spe-
cifikus immunreakcié teljesen hidnyzott. A nem-otoscle-
rosisos stapes fixaciok teljesen elhanyagolhaté mértékii
TNEFR kifejez8dést mutattak. A TNEFR expresszids minta-
zat statisztikailag szignifikdns Osszefliggést mutatott az
otosclerosis  kérszovettani  aktivitdsaval  (£2-proba,
p<0,001). Az otosclerosisos mintakban észlelt, emelke-
dett TNFR expresszié az osteoclastok élénk anyagcseréjét,
valamint a gyullad4sos Gtvonalak aktivalédasat igazolja.
Eredményeink alatdmasztjak az otosclerosisos és a nem-
otosclerosisos stapes fixaciok etiopathogenezisének mar-
kéns elkiilonithet8ségét. Mindezek alapjan a klinikai gya-
korlatban megfontolandé lehet a monoklonélis anti-TNE-
alfa antitestek alkalmazasa az otosclerosis korai, aktiv ese-
teiben.

KuLcsszavak: gyulladés, nem-otosclerosisos stapes fixa-
cid, otosclerosis, tumor nekrdzis faktor-alfa, tumor nekrd-
zis faktor-alfa receptorok

SUMMARY: Otosclerosis is an inflammatory bone remodel-
ing disorder of the human otic capsule, which might be
characterized by variable levels and unique expression
pattern of TNF-alpha receptors. Histological characteris-
tics of otosclerosis have been well described during the
last decades; however, the grading of different histopatho-
logical and clinical stages has not been attributed precise-
ly to the molecular biology of the pathologically increased
metabolism of osteoclast-osteoblast axis. Forty otosclerot-
ic- and forty non-otosclerotic ankylotic stapes footplates
(N=80, males=29, females=51) were histologically ana-
lyzed: conventional hematoxylin-eosin staining and Tu-
mor Necrosis Factor-alpha receptor I and II (TNFRI/II)
specific immunofluorescent assay were performed. Active
otosclerosis (Grade I-1I, N=24) was featured by increased
expression of TNFRII and moderate expression of TNFRI;
inactive cases (Grade III-1V) were characterized by per-
manent expression of TNFRI; however, TNFRII specific
immunoreaction was absent. Non-otosclerotic stapes
specimens showed a negligible TNFR expression. TNFR
expression pattern showed a strong correlation with the
histological activity of otosclerosis (£ test, p<0.001). De-
tection of elevated TNFR expression demonstrates acti-
vated osteoclast metabolism and inflammatory pathways
in otosclerosis. Different etiopathogenesis of otosclerotic-
and non-otosclerotic stapes ankylosis should be distin-
guished. Administration of monoclonal anti-TNF-alpha
antibody may be a reasonable option in the medical treat-
ment of active stages of otosclerosis.

KEYWORDS: inflammation, non-otosclerotic stapes fixa-
tion, otosclerosis, tumor necrosis factor alpha, tumor
necrosis factor alpha receptors
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BEVEZETES

Az ototosclerosis az emberi oticus capsuldban zajlé
gyulladasos csontatépiilési zavar, amely a stapes fixa-
ci6 és az endostealis érintettséggel jaré cochlearis
csontfelszivodas révén progressziv vezetéses- és/vagy
szenzorineurdlis hallascsokkenést okoz (1). Az oto-
sclerosisra jellemz& korszévettani elvaltozasokat mar
a XIX. szdzad fordul6jatdl kezdve részletesen tanul-
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méanyoztik és lefrtak, azonban az otosclerosis patho-
genezise részleteiben tisztazatlan maradt (1, 2). A jel-
legzetes otosclerosisos gécok kizardlag az oticus cap-
suldban jelennek meg (2, 3). Az otosclerosisos gécok
elhelyezkedése igen valtozatos, leggyakrabban a sta-
pes talpban (95%) és az ovalis- (90%), valamint a ke-
rekablak (40%) kornyékén jelentkeznek, ritkdbban a
félkoros fvjaratok mentén (15%) (2, 3). Ismeretlen
okbdl a fissula ante fenestram és a fossula post fenest-
ram rendszerint demarkAciés hatart jelent az otoscle-
rosisos gocok terjeszkedése ellen (2, 3). A stapes sza-
rai kdzvetleniil soha nem érintettek, hiszen fejlsdés-
tani szempontbdl kiilonboznek az oticus capsula ré-
szeként felfoghato stapes talptdl (1, 2, 4). A koérszo-
vettani jellegzetességek alapjan az otosclerosis aktivi-
tasa szovettani fokozatokra oszthatd, melynek alapjat
a cellularisatio, a sejtkdzotti kollagén matrix mennyi-
sége és a pseudovascularis irok mérete képzi (3).

Az . fokozatd (igen aktiv) otosclerosist vaskos, el-
torzult stapes talp jellemzi, a cementvonalak mint4-
zata szabalytalan, fonatos szerkezetet kovet. Az
otosclerosisos géc basophil festédésti, hypervascula-
rizalt; a tagult pseudovascularis Girdket szdmos tSbb-
magvu osteoclast, hypercellularis fibrosus stroma és
szabélytalan alaka osteoblast tolti ki (3). Ezen pseu-
dovascularis {irdk miatt az otosclerosisos géc tigyne-
vezett ,svajci sajt” szerkezetet (Swiss cheese pattern)
mutat (3). A II. fokozata (mérsékelten aktiv) otosc-
lerosis szdvettanilag meglehet&sen hasonld, azzal a
kiilonbséggel, hogy a tipikus osteoclast-szer(i t&bb-
magvi sejtek hidnyoznak. Az osteoid alapallomany
fest8dése tovabbra is basophil; a cementvonalak mo-
zaik szerkezetet mutatnak (3). A III. fokozata (inak-
tiv) otosclerosist f6ként eosinophil fest6dés, alapve-
téen fonatos, de helyenként lamellaris szerkezetii
csontalapallomany jellemzi. Az osteoclastok és az os-
teoblastok teljesen hidnyoznak, a pseudovascularis
{irok tagassiga jelentdsen csdkkent (3). Az el6reha-
ladott vagy IV. fokozatd (burn out disease) otosclero-
sist teljesen atépiilt, lamellaris csontszerkezet, hypo-
cellularitas és avascularisatio jellemzi. A kompakt
csontallomany élénk eosinophil fest6dést mutat. Bi-
zonyos esetekben — és ez kiilondsen igaz a cocheldris
otosclerosisra — egy nagyobb otosclerosisos gécban
mind a négy szovettani fokozat parhuzamosan jelen
lehet (3). Felmeriil a kérdés, hogy a fenti stadiumok
egyazon csontremodelliziciés zavar (otosclerosis) 1é-
tez8 kategéridi-e, vagy kiilonboz8 folyamatok egy-
mastol fiiggetlen manifesztacioi?

A kanyardvirus elektronmikroszképos kimutata-
satdl kezdve, az RT-PCR technikéval térténd ampli-
fikacion at, szamos tudomanyos eredmény tdmasztja
ald a perzisztens kanyardvirus fert8zés otosclerosis-

ban betoltodtt pathogenetikai szerepét (5-7). A pa-
ramyxovirus fertézések mds csontrendszerbetegsé-
gekben, példaul a Paget-kor (osteitis deformans) kiala-
kulasiban is szerepet jatszhatnak (1, 5-7).

Az otosclerosis korai stadiumaban nagy val6szinii-
séggel tumor nekrézis faktor-alfa (TNF-alfa) daramlik
ki az otosclerosisos gocokbdl (8—10). A TNF-alfa be-
juthat a perilympha-térbe, méretei alapjan diffundal-
hat az endolymphéba is, ahol a kiilss sz8rsejtek elekt-
romotilitdsi tulajdonsdgainak megvaltoztatdsaval
végs$ soron szenzorineurélis halldscsdkkenést okoz-
hat (8, 9). Mivel a TNEF-alfa az otosclerosisos gécok-
ban termel&dik, az otosclerosis kapcsan kialakulé
szenzorineuralis hallascsokkenés oka a fenti TNF-al-
fa kidramlés lehet.

A TNF-alfa proinflammatorikus cytokin, amely
fontos szerepet jétszik az osteolyticus folyamatokban,
csakigy, mint a csontvel§-eredeti mononuclearis sej-
tek osteoclastokka-, illetve a stromalis sejtek osteob-
lastokkd torténii differencidlédasaban (8-10). A
TNE-alfat aktivalt monocytik, macrophagok, B- és
T-sejtek valamint osteoclastok termelik és mint pa-
racrin mediétor, szdmos sejtkdzotti kommunikacios
folyamatban vesz részt (8-10). Az aktiv otosclerosis-
ban megfigyelték az osteoprotegerin (OPG), vagy
masnéven TNFRSF11b (tumor nekrdzis faktor-alfa
receptor szupercsalad 11b jel tagja) csokkent kifeje-
z8dését is (8). Az OPG gitolja az osteoclast képzs-
dést és az osteolysist, ezenkiviil apoptosis indukcié
révén csokkenti az aktivélt osteoclastok mennyiségét
(8). Az OPG {6 funkcidja a normélis csontanyagcse-
re fenntartdsa az osteoclast-osteoblast tengely kie-
gyensulyozott miikddése révén (8, 10). Az OPG dgy-
nevezett ,decoy” (csalétek) receptorként hat: meg-
akadalyozza a RANK (receptor activator of nuclear
factor kB) és a RNAK ligand egyméshoz kotédését,
gatolva ezzel az osteoclast érést és aktivaciot (8, 10).

A TNF-alfa két receptorral rendelkezik (11, 12).
Az I-es tipust TNF-alfa receptor (TNFRI, member of
TNF superfamily I) minden sejtmagal rendelkez& em-
beri sejtben 4ltalanosan kifejez8dik és a bioldgiai ha-
tasok lényegesen szélesebb spektruméval rendelke-
zik, mint a TNFRII (11). A Il-es tipust TNF-alfa re-
ceptor (TNFRIIL, member of TNF superfamily II) elst-
sorban lymphocytékban és antigén prezentalo sejtek-
ben fejez&dik ki, de nem elhanyagolhaté mértékben
expresszaljak az osteoclastok és a nyugvé embryonalis
sejtek is (12, 13). A TNFRII fokozott kifejez8dése at-
meneti jelenség is lehet, mely megbizhaté indikatora
az akut gyulladdsos folyamatoknak, hiszen ez a re-
ceptor fontos szerepet jatszik az immunsejtek tobor-
zasaban, az osteoclast aktivacidban és kiilonbdzs

gyulladisos cytokinek (IL-1, IL-6, TGF-béta) terme-
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18désében is (13). A TNEF-alfa megkotését kovetSen
az [-tipust receptorok homotrimerré dlnak ossze és
aktivaljadk a SODD doméneket (silencer of death do-
mains), amelyek a TRADD doménekhez (TNFR-as-
sociated death domain) kotSdve, harom lehetséges
szignaltranszdukcids Gtvonalat nyitnak meg (14, 15).
Az elst és legfontosabb az NF-kB (nuclear factor kap-
pa-light-chain-enhancer of activated B cells) rendszer
aktivacioja (14, 15). Az aktivalt NF-xB heterodime-
rek szdmos apoptosis- és gyulladdsos fehérjét kodolod

Py

gén atirasat modositjak, lehetdvé téve ezzel a sejtek
talélését és proliferacidjat (14, 15). A masodik dtvo-
nal a MAPK (mitogen-activated protein kinases) rend-
szer aktivicidjét jelenti (14, 15). Ez a szignalizdcids
folyamat szidmos nukledris transzkripcids faktor
(JNK, p38-MAPK, ERKs) foszforilacidjat és aktiva-
ci6jat eredményezi. A JNK (c-jun N-terminal kina-
ses), a p38-MAPK és az ERKs (extracellular signal-re-
gulated kinases) olyan transzkripcids faktorok, ame-
lyek a c-fos, a c-jun, a c-myc és az ATF2 (activating
transcription factor 2) fehérjék expresszidjat fokozva,
intenziv sejtosztodast és talélést eredményeznek (14,
15). A harmadik, TNFRI receptorokkal osszefiiggs
jelatviteli folyamat az Ggynevezett ,death domain”
medidlt és kaszpaz-fiiggd apoptosis indukcié (16, 17).
Az I-es tipust TNF-alfa receptorok TRADD domén-
jei hozzakotédnek a FADD (fas-associating death do-
main containing protein) fehérjékhez, melyek a CPC-8
(cysteine protein caspase-8) kaszpaz komplexek kiala-
kuldsat medialjak (16, 17). Amikor a CPC-8 eléri a
kritikus koncentraciot, autoproteolysist szenved, ezzel
aktivalodik és kaszpaz-8-as fehérjék felszabadulasa-
hoz vezet (16, 17). A kaszpaz-8 jelii fehérjék a leg-
erGsebb apoptosis effektorok kozé tartozva, igen
gyors programozott sejthalalt okoznak (16, 17).

Tanulmanyunkban otosclerosisos stapes talpak
TNEF-alfa receptor expresszids mintézatat vizsgaltuk
az otosclerosis korszdvettani aktivitdsaval Osszevet-
ve, azzal a céllal, hogy felfedhessiik az otosclerosis
egyes stadiumai kozott észlelhetd dtmenet molekul4-
ris biolégiai hatterét.

Anyagok és mdodszerek

Betegek és kontroll mintdk

Tanulmanyunkban nyolcvan, stapedectomia so-
ran eltavolitott, ankyloticus stapes talpat vizsgaltunk
(N=80, férfiak=29, nsk=51). Az eltavolitott stapes
mintikat azonnal pufferelt formalin oldatba helyez-
titk. A betegek 4tlagéletkora 39,41 év volt (tarto-
méany: 17-71 év). A tanulményban felhasznalt min-
tékat elGzetes szdvettani vizsgilatok alapjan valogat-
tuk ki egy nagyobb, ankyloticus stapes mintakbdl 4llé

anyagbol (N=384) annak érdekében, hogy 40 repre-
zentativ otosclerosisos és 40 nem-otosclerosisos sta-
pes mintat nyerjiink. A stapes fixacié klinikai diag-
ndzisat az otoscopos-, az audioldgiai- és a tympano-
metriés leletekre alapoztuk. Az 1000 Hz-es frekven-
cian mért csont-1ég koz legaldbb 30 dB volt. A stapes
fix4cio a betegek kétharmadaban klinikailag kétolda-
li volt, azonban minden beteg esetén csak egy stapes
mintat elemeztiink, mivel a vizsgilati id&szakban az
esetek nagy tobbségében csak egy oldali stapedecto-
mia tortént. A stapes mintdkat 2008. december és
2009. februar kozote gytijeoteik (POTE Fil-Orr-Gé-
ge Klinika, SZOTE Fil-Orr-Gége Klinika, Bajcsy-
Zsilinszky Kérhéaz Fiil-Orr-Gége Osztaly). A tanul-
manyt az Egészségiigyi Tudoményos Tandcs Tudoma-
nyos Kutatasetikai Bizottsdga az ETT-TUKEB/2008

11354789 nyilvéntartasi szdmon engedélyezte.

Szévetani és tumor nekrézis faktor-alfa receptor
specifikus immunofluoreszcens vizsgdlat

A nyolcvan ankyloticus stapes mintat 10%-os puf-
ferelt formalin-oldatban fixaltuk, majd 0,5 M-os Na-
EDTA oldatban (nétrium-etilén-diamino-tetraace-
tat, 72 6ra, 4°C) dekalcinéltuk. A mintakat 15%-os,
analitikai tisztasdgd zselatinba A4gyaztuk (24 Oora,
56°C), majd 4%-os paraformaldehid oldatban Gjrafi-
xéltuk (24 6ra, 20°C). A megszilardult zselatinbdl ki-
képzett szovettani blokkokat krioprotekcid céljabol
20%-0s szacharéz oldatba helyeztitk (2 6ra, 4°C),
majd 10 pum vastagsidgd metszetekre szeleteltiik
(-40°C) (MNT cryomicrotome, Slee, Németorszag).
A metszeteket 0,1 M-os, natrium azidot is tartalma-
z6 PBS-ben (phosphate-buffered saline) taroltuk
4°C-on. A 10 wm vastagsigl metszetsorozatokbol
két parhuzamos vizsgalatot végeztiink: 1. hagyoma-
nyos hematoxylin-eozin festés; és 2. TNF-alfa recep-
tor I-II (TNFRI-II) specifikus immunofluoreszcens
vizsgalat. A hematoxylin-eozin festés részleteit ko-
rabbi tanulményainkban mar bemutattuk. A metsze-
tek masik részét 0,2 M-os, Protein Block™ oldatot is
tartalmazé PBS-ben mostuk (20 perc, 20°C) (1%
[w/v], bovine serum albumin [BSA], 0,09% [w/v],
natrium azid, 0,1% [w/v], Tween-20) (BioGenex,
CA, Egyesillt Allamok). A blokkolt metszeteket
0,005 mg/ml koncentraciéja poliklonélis kecske anti-
human TNF RI/TNFRSF1A antitest oldattal inku-
baltuk (100 wl, 20°C, 24 o6ra, folyamatos razis)
(R&D Systems, Egyesiilt Allamok). Az elss elssdle-
ges antitestet 0,2 M-os PBS oldattal kimostuk. Ezt
kovetSen a metszeteket 0,02 mg/ml koncentraciéja
monoklonalis egér hybridoma anti-human TNF
RII/TNFRSF1B antitest oldattal inkubaltuk (100 ul,
20°C, 24 6ra, folyamatos razas) (R&D Systems,
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Egyesiilt Allamok). A mésodik els6dleges antitestet
szintén 0,2 M-os PBS oldattal mostuk ki. A mosasi
1épéseket koveten, a metszeteket 0,005 mg/ml kon-

c s

ti-kecske IgG oldattal inkubaltuk, mely NL-493 fluo-
rokrémot tartalmazott (50 ul, 20°C, 12 6ra, folyama-
tos razds) (R&D Systems, Egyesiilt Allamok). Az el-
s6 méasodlagos antitestet 0,2 M-os PBS-ben mostuk.
A metszeteket végiil a misodik masodlagos antitest-
tel inkubaltuk: 0,005 mg/ml koncentriciéji, Nort-
hern Lights™ mark4jq, szamar anti-egér IgG, mely

12 6ra, folyamatos razas) (R&D Systems, Egyesiilt
Allamok). Minden antitest inkubéciés 1épést steril
nedves kamraban végeztiink el. A tirgylemezre fel-
szedett metszeteket UV-fény 4tereszts fedGanyaggal
fedtiik le (PromoFluor Antifade Reagent, Promocell,
Németorszag). A szdvettani metszetek fényképezését
UV-fény alatt, tlagosan 96-123 ms expozicids id6-
vel végeztiik el. Az NL-493 jeldi flourokrémnal 510,
mig az NL637-jeltinél 650 nm-es gerjesztési hullam-
hosszat alkalmaztunk. A digitilis fényképeket .jpeg
fajlformatumban archivaltuk (Axioskop2 MOT,
Axiovision 4.0, Zeiss, Németorsz4g).

NL-637 fluorokrémot tartalmazott (50 ul, 20°C,
__ i e

2y i2

1. dbra: A TNFRI/II expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata aktiv otosclerosis esetén. A: Aktiv otosclerosisos (1. fo-
kozat) géc a stapes talp eliilsé pélusaban (H.E.). Hypercellularitas és tdgas, pseudoseptumokkal elvdlasztott,
pseudovascularis terek (fekete nyil) észlelhetok. Az osteoclastok sejtmagjai vildgosak és felfiijtak, amely foko-
zott kromatin aktivitdsra utal. B: A TNFRI expresszié kimutatdsa az el6z6 metszetben. Az osteoclastok
élénk, granularis TNFRI specifikus immunreakciét adnak. A kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a
TNFRI kifejez6dést adé osteoclastokat. C: Az otosclerosisos géc sejtjei intenziv TNFRII specifikus immunre-
akciét mutatnak. A megvastagodott kézépfiil nydlkahdrtya szintén élénk TNFRII specifikus rakciét ad (fehér
nyil). A kis képinzert nagyobb nagyitdssal mutatja be a TNFRII kifejez6dést adé osteoclastokat. D: Mérsé-
kelt aktivitdsii (II. fokozat) otosclerosisos géc a stapes talp hdtsé pélusaban (H.E.). A pseudovascularis tere-
ket fekete nyil mutatja. Az osteoid alapdllomdny tovdbbra is sejtdiis, azonban a cementvonalak szabdlytalan
fonatos és Grvényld szerkezetet kovetnek. E: A TNFRI expresszié kimutatdsa az el6z6 metszetben. Az otoscle-
rosisos léziot alkoté sejtek erds, annularis immunreakciét mutatnak. A stapes talp vestibularis felszinének
hyalinporc rétege élénk TNFRI kifejezédéssel jellemezhetd (fehér nyil.). F: A TNFRII kifejez6dés meglehetd-
sen hasonlé mintdzatot mutat. A vestibularis felszin hyalinporc rétege erés TNFRII specifikus immunreakci-
6t ad (fehér nyil). il: TNFRI kifejezd osteoclastok nagyobb nagyitdssal. i2: TNFRII kifejezd osteoclastok na-
gyobb nagyitdssal. i3: A két el6z6 kép fiizis felvétele. Az aktiv otosclerosisos géc osteoclastjai mindkét TNF-
alfa receptort kifejezik (narancssdrga szinfuzié), azonban a perivascularis teriiletet csak az I-es tipusit TNF-
alfa receptor expresszidja jellemzi (zold).
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Eredmények

A vizsgalt stapes talpakbdl két parhuzamosan vizs-
galt metszetsorozatot készitettiink, melyeket hagyo-
méanyos hematoxylin-eozin festésnek és tumor nek-
rézis faktor-alfa receptor I és II specifikus immun-
fluoreszcens vizsgalatnak vetettiink ala. Korszovetta-
ni vizsglattal aldtdmasztott otosclerosis 40 ankyloti-
cus stapes talpban diagnosztizaltunk. Ezen betegek
kozott az otosclerosisos goc 24 esetben volt aktiv (1.
és I1. fokozat), és 16 esetben inaktiv (III. és IV. foko-
zat) (l. tdbldzat, 1-2. dbra). Hangsulyozzuk, hogy a
részlegesen eltavolitott stapes talpakat kizartuk a ta-
nulmanybodl, hiszen az ovalis ablakban maradt eliils6-,
illetve hats6 stapes talp részletek tartalmazhattdk a
valédi csontos fixaciot okozé elvaltozast. A negyven
nem-otosclerosisos stapes talpban annuldris kalcifi-
kaciot (eosinophil extracellularis matrix, csokkent
cellularitas és hypovascularisatio, N=27) és globularis
fibrézist (mono- ill. bipolaris csontreszorpcid a stapes
talp eliils¢ pélusaban; N=13) talaltunk (I. tdbldzat,
3. dbra).

A stapes talpak vestibularis felszinén 1év$ hyalin-

porcréteg chondrocytéi minden esetben pozitiv reak-
ci6t adtak a TNFRI/II receptor komplex antigénjeire
(1. tdbldzat, 1-3. dbra). Ez az eredmény nem megle-
p3, hiszen ezek a sejtek embryonalis maradvanyok-
ként foghatok fel, amelyek a a stapedialis otosclero-
sis 1ézio-formalé sejtjeinek kiindulasi pontjaként sze-
repelhetnek (1-2. dbra). Ezzel szemben, a nem-
otosclerosisos stapes fixacidk esetén, a csontlézidk
sejtjeinek (macrophagok, osteoclastok) felszinén
nem észleltiink szignifikdns TNFRI/II receptor exp-
ressziot (3. dbra). Az otosclerosisos gocok osteoclast-
jai élénk TNF-alfa receptor I és Il expressziét mutat-
tak, amely az otosclerosisos gécokban zajloé aktiv
gyulladasos csontatépiilésre utal (1-2. dbra). Ezek-
ben az esetekben, a két TNF-alfa receptor expresszi-
6s szintje és mintizata statisztikailag is szignifikans
Osszefiiggést mutatott az otosclerosis szdvettani akti-
vitasaval (§%-proba, p<0,001) (I. tdblazat). Az aktiv
(I-II fokozat) otosclerosist szamos, tdbbmagvi osteo-
clasttal kitoltott pseuodovascularis irdk jellemezték,
melyet erSs granularis TNFRI és TNFRII specifikus
immunreakcié kisért (1. dbra). Az aktiv stadiumok-
kal szemben, az el6rehaladott otosclerosist (III-IV

C

~

2. dbra: A TNFRI/II expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata inaktiv (kiégett) otosclerosis esetén. A: Inaktiv (I11.
fokozat) otosclerosisos géc a stapes talp eliilsé pélusdban (H.E.). Az otosclerosisos gécot hypocellularitas,

hypovascularisatio, jelzett basophilia és a cementvonalak fonatos szerkezete jellemzi. A hyalinporc réteg de-

formdlt (fekete nyil). B: Az el6z6 metszetben gyenge, annularis TNFRI expresszié észlelhetd. A wvestibularis
felszin hyalinporc rétege tovdbbra is erés TNFRI kifejez6dést mutat (fehér nyil). C: A léziét alkoté sejtek a
hyalinporc réteggel (fehér nyil) ellentétben, elhanyagolhaté TNFRII specifikus immunreakciét adnak. D:
Elérehaladott (IV. fokozat) otosclerosis. Az osteoid alapdllomdny sejtmentes, avascularis és jelzett eosinophi-
liat mutat. A hyalinporc réteget fekete nyil mutatja (H.E.). E: Az el6z6 metszetben gyenge, annularis megje-
lenésii TNFRI expresszio észlelhets. A vestibularis felszin hyalinporc rétege tovdbbra is erés TNFRI specifi-
kus immunreakciét ad (fehér nyil). F: A Il-es tipusit TNF-alfa receptor specifikus immunreakcié gyakorlati-

lag negativ.
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1. tabldzat
A TNF-alfa receptorok expresszidja otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes talpakban

Korszovettan (H.E.) (N=80) TNFo-RI! TNFa-RII

Otosclerosisos stapes fixacié (N=40)

Aktiv otosclerosis (I-1I fokozat) (N=24) ++(+) +++

Inaktiv otosclerosis (III-IV fokozat) (N=16) +(+) -

Nem-otosclerosisos stapes fixacié (N=40)

Annularis kalcifikdcio (N=27) - _

Globuléris fibrézis (N=13) - _

A stapes talpak vestibularis felszinének hyalinporc rétege (N=80) ++ ++

I'Tumor nekrézis faktor-alfa receptor (I és II) specifikus immunreakcid; — negativ; + gyenge perivascularis reakci6; ++ erds annu-

laris reakci6; ++ + durva granularis, szinte 6sszefoly6 reakcié

3. dbra: A TNFRI/II expresszié immunfluoreszcens vizsgdlata nem-otosclerosisos stapes fixdcick esetén. A: Globuld-
ris fibrézis a stepes talp eliilsé pélusdban (H.E.). A stapes talp normdlis megjelenésii, a fibroticus nodulust
fekete nyil mutatja. B: Az osteoid alapdllomdnyban nem észlelhetd TNFRI kifejezddést mutaté sejt, azonban
a hyalinporc réteg erds annularis immunreakciét ad (fehér nyil). C: A hyalinporc réteg chondrocytdival
szemben (fehér nyil), az osteocytdk nem fejezik ki a Il-es tipusit TNF-alfa receptort. D: Annuldris kalcifikd-
ci6 (H.E.). A stapes talp deformdlt, acelluldris, a cementvonalak lamelldris mintdzatot kévetnek. A hyalin-
porc réteg feltoredezett (fekete nyil). E: Az el6z6 metszetben nem észlelhetd TNFRI specifikus immunreakcié.
A hyalinporc réteg ebben az esetben is erds annularis immunreakciét mutat (il, nagy nagyitds). F: A hyalin

porccal szemben (i2), az osteocytdk és az osteoblastok nem fejezik ki a Il-es tipusit TNF-alfa receptort.
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fokozat) néhany, elszértan jelentkez8 osteoclast és
gyenge, annularis TNFRI specifikus immunreakcio,
valamint hidnyz6 TNFRII expresszié jellemezte (2.
dbra).

Megbeszélés

Megfigyeléseink tovabbi informéciéval szolgalnak
az otosclerosis gyulladdsos pathogenezisét és a kiilon-
boz8 korszovettani stadiumok dtmeneteinek moleku-
laris hatterét illetSen. Az otosclerosis korai stadiu-
maiban észlelhetd, fokozott I-es és Il-es tipust TNF-
alfa receptor expresszi6 a gyulladdsos osteolyticus
kaszkad aktivalodasat eredményezi (4. dbra). Szamos
gyulladdsos cytokin (TNF-alfa, IL-1, IL-2, IL-6,
TGE-béta) és csontspecifikus szabalyozé fehérje (os-
teoprotegerin  [OPG], bone morphogenetic protein
[BMP], dystrophic dysplasia sulfate transporter
[DDST]) tovéabbi masodlagos szerepet jatszhat eb-
ben a folyamatban (8, 9). A felfokozott csontatépii-
1és végpontja az osteoid alapallomany sejtes elemei-
nek elt{inését eredményez8 apoptézis (kiégett otosc-
lerosis) (1, 3, 16, 17). Visszatérve korabbi és jelenle-
gi eredményeinkhez, hangsilyozzuk, hogy az otoscle-
rosisos és a nem-otosclerosisos stapes fixaciok etio-
pathogenezise teljes mértékben kiilonbozik (8, 9).

Az otosclerosisos csontatépiilési zavar organotro-
pizmust mutat az oticus capsula irant. Az otosclerosi-
sos gocok kizardlag a temporilis csontban jelennek
meg, a belsdfil csontos részletein kiviil, sehol nem
észlelhetSek (1, 2). Ennek valdszinileg fejldéstani
okai lehetnek (1, 2). Az oticus capsula és a stapes talp
enchondrilis tipust csontosodésa a sziiletést kdvetd
egy évben fejezdik be (1, 2). A csontosodas befejez-
tével, az oticus capsuldban, normélis korilmények ko-
z6tt nem észlelhetd a csontrendszerre egyébként jel-
lemz8, folyamatos csontitépiilés. Az oticus capsula
szovettanilag harom rétegbdl épiil fel: 1. a perilymp-
ha térhez kozel esd endostealis réteg; 2. globuli interos-
sei, mely embryonalis porcmaradvénynak tekinthetd;
3. periostealis réteg (2). Az otosclerosis kialakuldsa
valoszinfileg a kozépss rétegben kezdédik el. Az oti-
cus capsuldval szemben, a stapes talp csak két szoveti
rétegbdl épiil fel, mivel az endostealis réteg hidnyzik
(2). A stapes talp vestibularis felszinét borité hyalin-
porc réteg az oticus capsula kozépss rétegének felel
meg, és mint ilyen, embryonalis maradvanynak te-
kinthet& (2).

Az otosclerosisos gécok osteoclastjait differencié-
latlan, embryonalis fenotipus jellemzi (CD51/61 an-
tigén expresszid) szemben a nem-otosclerosisos sta-
pes fixacidkkal (18). A szokatlan CD51/61 antigén

expressziét mutatd osteoclastok az oticus capsula ko-

2éps6 rétegének nyugvo, embryonalis-tipusit sejtjeibdl
szarmazhatnak (18). Ez a cellularis transzformécioé
érthet8vé teszi a globuli interossei, otosclerosisos gé-
cokban tapasztalhaté hidnyat (1-3, 18). A globuli in-
terosseit képz8, chondrocyta-szerii sejtek igen ala-
csony metabolikus aktivitdssal rendelkeznek és szi-
mottevs morfoldgiai véltozasok nélkiil, egész életen
at perzisztalnak (1). Korabbi feltételezéseinknek
megfelelGen, ezeket a sejteket pluripotens embryona-
lis maradvanyokként foghatjuk fel, amelyek a kanya-
révirus ellen adott gyulladdsos vélasz sordn reaktiva-
l6dva osteoclastokka alakulhatnak 4t (18). Jelen
megfigyeléseink az otosclerosis kiilénbdzs stadiumai-
ban és a stapes talpak hyalinporc rétegében észlelhe-
t6 TNF-alfa receptor kifejez6déssel kapcsolatban,
alatdmaszthatjék a fenti elméletet (8). Azonban a jo-
v&ben tovabbi in vitro vizsgalatok és szovettenyésztés
sziikséges az elmélet bizonyitasahoz.

Napjainkban a sebészi megoldasok (stapedecto-
mia, stapedotomia) jelentik az otosclerosisos hall4s-
csokkenés elddleges kezelését. Azonban figyelembe
véve a betegség autoimmun-gyulladdsos jellegzetes-
ségeit és a csontanyagcsere érintettségét, a gydgysze-
res kezelés, amely magaba foglalja az osteoporosis-el-
lenes-, immunszuppressziv- és gyulladas-ellenes sze-
reket, hatasos lehet az otosclerosis korai, aktfv stadi-
umaiban (19-22).

Jelen megfigyeléseink alatdmasztjdk a TNF-alfa és
receptorai kdzponti szerepét az otosclerosisban ész-
lelhets gyullad4sos csontatépiilés pathogenezisében.
Mivel az otosclerosisos csontban proinflammatorikus
cytokinek — els¢sorban TNF-alfa — termel&dnek, bi-
ologiai szerek (anti-TNF-alfa antitest) helyi vagy
szisztémas alkalmazasa szoba johet az otosclerosis ak-
tiv stadiumait kisér8 szenzorineuralis hallascsokke-
nés kezelésében (23,24) (4. dbra). Jelenleg egy tanul-
many targyalja az infliximab (anti-TNF-alfa antitest)
intratympanalis perfdzidjanak autoimmun szenzori-
neurdlis hallascsdkkenésben (autoimmune inner ear
disease, AIED) észlelhets klinikai hatékonysagat
(25). Ebben a tanulminyban 9 olyan AIED-ben
szenvedd beteg szerepel, akiket vagy nem kezeltek
kortikoszteroiddal, vagy kezeltek ugyan, de a sztero-
id megvonas utan relapsus jelentkezett (25). Az infli-
ximab kezelés 4 héten keresztiil, heti egy alkalommal
tortént (25). A hallaseredmények minden betegnél
javultak és a TNE-blokkol6 elhagyésa utan szteroid
kezelésre mér nem volt sziikség. Az infliximab kezelés
utdn, a hallaslelet kilencb&l 7 beteg esetén teljes re-
misszi6t mutatott (25). Allatkisérletes tanulményok
alapjan, egy rovid tavi rekombinans OPG (OPG-Fc)
kezelés — anti-osteolyticus hatdsai révén —, szintén
alkalmas lehet az otosclerosis korai stddiumainak ke-
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Aktiv gyulladas,
Osteolysis

Alctiv otosclerosis
(I-IT tokozat)

Novekvo
csontalapallomany

E—

Csokkend cellularizacio,
Osteoclastok eltiinése,
Csokkend vascularizacid

TNFRI +++ TNFRI +
TNFRIT+++ TNFRII-
OPG- OPGH+++
TNF-alfat++ TNF-alta-

Anti-TNF-alfa antitest
Rekombinins OPG

Elorehaladott betegség,
Apoptozis, kalcitikacio

Inaktiv otosclerosiz
(III-IV fokozat)

=\
=4

4. dbra: Az otosclerosis egyes korszovettani stddiumai kézotti dtmenetet dbrdzolé sematikus diagramm. OPG: osteo-
protegerin, TNF-alfa: tumor nekrézis faktor-alfa, TNFRI: tumor nekrézis faktor-alfa receptor I, TNFRII:

tumor nekrozis faktor-alfa receptor 11.

zelésére (26, 27). Osszességében a RANK-tengely 4l-
tal medialt osteolysis gatlasa, Gjbol normalis csontre-
modellizaciét eredményezhet az otosclerosis Altal
érintett csontban (26, 27) (4. dbra). Visszatérve a
csontanyagcsere szabalyozasahoz, a biszfoszfonatok a
BMP (bone morphogenetic protein) szintézis igen ers
inhibitorai. Néhany klinikai el6tanulmany mar bizo-
nyitotta a biszfoszfonat kezelés hatékonysagit az
otosclerosis korai stadiumaiban (28, 29). Brookler és
mtsai (29) igazoltdk az etidrondt hatisossdgit az
otosclerosist kisérd szenzorineuralis halldscsokkenés
kezelésében. Az otosclerosis pathogenezisével kap-
csolatos jelen tuddsunk szerint, az anti-TNF-alfa sze-
rek rendelkezhetnek a legspecifikusabb tdmadas-
ponttal és a legnagyobb hatékonysaggal az otosclero-
sisos csontatépiilési zavar gatlasaban.

Osszefoglalva: az otosclerosis az emberi oticus cap-
sula 6sszetett csontremodellizacids zavara, melynek
pontos etiopathogenezise tovabbra is tisztdzatlan. A
betegségnek kozvetve genetikai hattere is lehet (30).
Ezen kiviil a perzisztens kanyarévirusfertszés, auto-
immun-gyulladsos folyamatok, hormonalis és meta-
bolikus tényezsk ugyancsak szerepet jatszhatnak az
otosclerosis pathogenezisében (1, 5). Mivel az otosc-
lerosis diagnozisa tovédbbra is az eltdvolitott stapes

talpak korszovettani vizsglatdn alapul, prospektiv,
parhuzamosan végzett szdvettani- és molekuléris bi-
olégiai tanulmanyok sziikségesek a betegség hatteré-
nek feltérképezéséhez. Ezek a jovSbeni tanulményok
elengedhetetleniil fontosak annak érdekében, hogy
megtalaljuk az otosclerosist kisér§ szenzorineurélis
hallascsokkenés legmegfelelsbb gydgyszeres kezelé-
sét.
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