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Objasnienie stosowanych skrotow i symboli

AT audiogram tonalny

B-aktyna beta-aktyna

c¢DNA komplementarny DNA

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

dB decybel

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego

HL hearing loss, ubytek stuchu

HR-TK high resolution computed tomography, tomografia komputerowa o wysokiej
rozdzielczosci

IL-1 interleukina 1

komorki NK Natural Killer, limfocyty, komorki uktadu immunologicznego

mRNA messenger RNA, RNA matrycowy, informacyjny

OPG osteoprotegeryna

PCR Polymerase Chain Reaction, reakcja tancuchowa polimerazy

Real-time PCR  Real time Polymerase Chain Reaction, reakcja tancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym, PCR w czasie rzeczywistym

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, reakcja tancuchowa
polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcja

RNA kwas rybonukleinowy

RNaza rybonukleaza

TK tomografia komputerowa

TNFa tumor necrosis factor o, czynnik martwicy nowotworow o
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1.WSTEP

Utrata stuchu u ludzi powoduje znaczne uposledzenie jakosci zycia 1 nierzadko
prowadzi do izolacji spotecznej. Jedng z czestszych przyczyn nabytego niedostuchu
jest otoskleroza, choroba czgsto spotykana w praktyce zardwno otolaryngologa jak i
lekarza podstawowej opieki zdrowotnej. Niewyjasniona etiologia otosklerozy wzbudza

szerokie zainteresowanie badaczy na catym $wiecie.

1.1 Rys historyczny badan nad otoskleroza

W 1704 roku podczas sekcji chorego z gluchota wioski chirurg i anatom
Antonio Maria Valsalva odkryt, ze unieruchomienie (ankyloza) podstawy strzemiaczka
spowodowane jest kostnieniem wiezadla pierscieniowatego. Termin otoskleroza
wprowadzil w 1869 roku niemiecki otolog Anton Friedrich von Troltsch, opisujac

ostateczna nieaktywna faze przebudowy kostnej blednika [1, 2].

Pionierem badan nad otoskleroza byl Adam Politzer. Stwierdzil on, ze jest to
pierwotna choroba otoczki kostnej btednika, a nie - jak powszechnie sadzono -
zapalenie btony $luzowej ucha srodkowego (1893 r.). Politzer jako pierwszy
przedstawil opis histologiczny otosklerozy. W podreczniku ,,Der Ohrenheilkunde Fiir
Praktische Arzte Und Studierende” poswigcil tej chorobie oddzielny rozdziat

wskazujac na jej znaczenie w powstawaniu niedostuchu [3].

Friedrich Siebenmann (1912 r.) wprowadzit termin otospongioza, okreslajac tak

faze aktywng tej choroby [4].

Pierwszym otologiem, ktory usungl strzemigczko (stapedektomia) w celu

poprawy stuchu byt Johannes Kessel (1878 r.) [5, 6]. Po poczatkowej fali entuzjazmu



wywotanego wprowadzeniem nowej metody leczenia tej choroby, na poczatku XX
Politzer 1 Siebenmann uznali te zabiegi za niepotrzebne a wregcz szkodliwe. Nastgpnym
etapem leczenia tej choroby byt zabieg fenestracji na kanale pdétkolistym bocznym,
wprowadzone przez Georga J. Jenkinsa w 1913 r. a rozpowszechnione przez Gunnara
Holmgrena, Johna Housa i Juliusa Lemperta w latach dwudziestych i trzydziestych XX

wieku [5].

Samuel Rosen (1953 r.) wprowadzil metode mobilizacji strzemigczka, ktéra
prowadzita do poprawy shluchu. W 1955 roku John J. Shea pierwszy wykonat
stapedektomi¢ z potozeniem przeszczepu $ciany zylnej na okienko owalne i
ustawieniem na nim protezki nylonowej zawieszonej na odnodze dtugiej kowadetka. W
1960 roku John Hough wprowadzil metod¢ czgsciowej stapedektomii. Metody J. Shea i
J. Hougha z modyfikacjami s3 stosowane obecnie przez chirurgdw strzemigczka na

catym $wiecie [5, 6, 7].

1.2 Epidemiologia otosklerozy

Choroba ta wystepuje wylacznie u ludzi, stanowi przyczyne od 5 do 9%
wszystkich niedostuchéw w tym od 18 do 22% niedostuchéw przewodzeniowych. U
okoto 10% chorych z otoskleroza rozwija si¢ niedostuch czuciowo-nerwowy [8, 9, 10].
U rasy bialej chorzy na otosklerozg¢ stanowia 0,3-0,4% populacji [8, 11-14], podczas
gdy u rasy czarnej choroba ta wystepuje 10 razy rzadziej [15]. W populacji azjatyckiej
jej rozpowszechnienie jest o wiele nizsze niz w populacji kaukaskiej [16, 17]. Jest ona
przyczyng 1,12% niedostuchéw u Japonczykow [17, cyt. wg 18]. Niestety brak jest
doktadnych danych epidemiologicznych tej choroby w Polsce [9]. Kobiety choruja na
otoskleroz¢ dwa razy czesciej [1, 8, 11-13, 19, 20]. Wedtug danych z pismiennictwa, u
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30-60% kobiet z otoskleroza, ktére byly przynajmniej raz w cigzy, wystepuje
pogorszenie stuchu [21, 22, cyt. wg 23, 24]. Lippy 1 wsp. przeprowadzili badania na
temat wpltywu cigzy na rozwoj kliniczny otosklerozy. Porownali stuch kobiet, ktore
rodzity ze stuchem kobiet, ktore nie rodzity. Badania te jednak nie potwierdzily
wplywu cigzy na poglebienie niedostuchu [21, cyt. wg 25]. Pierwsze objawy choroby
ujawniajg si¢ najczesciej w trzeciej dekadzie zycia [12, 26]. Istnieja rowniez

doniesienia o wystepowaniu otosklerozy u dzieci [27, cyt. wg 28, 29-32].

1.3 Etiologia i patogeneza otosklerozy

Jednoznacznej przyczyny powstania otosklerozy do tej pory nie ustalono.
Wedlug obecnego stanu wiedzy, u podloza tej choroby stoja wspotdziatajace czynniki
srodowiskowe oraz genetyczne [11, 33]. Obok nich do najwazniejszych przyczyn tego
schorzenia zalicza si¢ zaburzenia hormonalne, immunologiczne, enzymatyczne oraz
infekcje wirusowe [15, 21, 26, 34, 35]. Dowody na wirusowe podtoze choroby Pageta
[cyt. wg 36, cyt. wg 37] oraz podobienstwo obrazu histologicznego do otosklerozy,
pozwalajg na przyjecie hipotezy o etiologii wirusowej otosklerozy. Wsrdd podobienstw

obu chordb mozna ponadto wyrdznic:

przedluzajacy si¢ subkliniczny przebieg,

— aktywno$¢ choroby trwajaca latami,

— nieobecnos¢ ostrego zapalenia ucha,

— rodzinne predyspozycije,

— zajety pojedynczy organ,

— obecno$¢ komdrek olbrzymich w ognisku chorobowym,

— zwigkszony obrot kostny,



— podwyzszony poziom kwasnej i alkalicznej fosfatazy w aktywnych
ogniskach choroby oraz obecnos¢ w nich struktur wirusa [38].

Struktury podobne do nukleokapsydéw paramyksowirusa w osteoklastach
pacjentdw z choroba Pageta zaobserwowali w mikroskopie elektronowym Mills 1
Singer [cyt. wg 39]. W badaniach immunohistochemicznych potwierdzili oni obecnos¢
wirusa z rodziny Paramyxoviridae w zajg¢tej kosci [cyt. wg 40]. Doniesienia te i
analogia zmian morfologicznych w otosklerozie i w chorobie Pageta skionity badaczy
do poszukiwan wirusa w tkance otosklerotycznej. McKenna i wsp. w 1986 roku opisali
po raz pierwszy struktury przypominajace nukleokapsydy wirusa odry w osteoblastach
1 preosteoblastach tkanki otosklerotycznej [34, cyt. wg 41]. W nastepnych badaniach
badacze ci znalezli gen kodujacy biatko nukleokapsydu tego wirusa w 8 na 11 ptytek
strzemigczka pobranych z kosci skroniowych od zmartych z histologicznie
potwierdzong otoskleroza. Odkrycia tego dokonali przy uzyciu reakcji tancuchowe;j
polimerazy (ang. Polymerase chain reaction, PCR) poprzedzonej odwrotng
transkrypcja (ang. Reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) [cyt. wg
38]. Stosujac te metode, Niedermeyer 1 wsp. rowniez wykryli produkty amplifikacji
specyficzne dla patogenu odry w 93% plytek strzemigczka pobranych od chorych na
otosklerozg. U czesci tych pacjentow wykryli przeciwciata IgG przeciwko wirusowi
odry rowniez w przychlonce [42, cyt. wg 43]. Jednak nie wszystkim badaczom
wykorzystujacym metod¢ PCR udato si¢ znalez¢ RNA wirusa [44]. Bozorg Grayeli i
wsp. wykorzystujagc metody immunofluorescencji, hodowli komoérkowej oraz RT-PCR
nie odnotowali obecnosci RNA wirusa odry w strzemigczkach chorych na otoskleroze
[cyt. wg 45].

Wirus odry nalezy do rodziny Paramyxoviridae, rodzaju Morbillivirus. Jest
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wirusem RNA skladajacym si¢ z pojedynczej nici ujemnie spolaryzowanej a jego
genom zbudowany jest z 15,894 nukleotydow (nt), zawiera 6 gendw kodujacych biatka

[46-49], (ryc. 1).

Gen Gen Gen Gen Gen Gen
nukleo- biatka biatka biatka biatka RNA zaleznej
kapsydu fosforylo- korowe- ostonki receptoro- polimerazy

wanego g0 wego RNA
N P M F H L

Ryc.1. Genom wirusa odry

Patogen ten rozprzestrzenia si¢ droga kropelkowa i wnika do organizmu
gospodarza poprzez drogi oddechowe. Jego replikacja nastepuje w nabtonku tchawicy 1
oskrzeli, a jego czasteczki przenosza si¢ do wezldéw chlonnych, skad dalej w
limfocytach 1 monocytach poprzez krew docieraja do innych organdéw. Klasycznie odra
— choroba wywotana tym wirusem - rozwija si¢ po inkubacji trwajacej 10-14 dni. Po
okresie latencji wystepuja: goraczka, katar, kaszel, zapalenie spojéwek oraz
charakterystyczna wysypka na skorze catego ciala. Wyzdrowienie niesie za sobg
dozywotnig odpornos¢ na reinfekcje. Wynikiem interakcji pomiedzy czasteczkami
wirusa odry a organizmem gospodarza sg rozne postacie zachorowania na odr¢ i rézne
formy odpowiedzi immunologicznej. Przebieg infekcji zalezy od stanu
immunologicznego chorego [47, 49-52]. Przypuszcza si¢, Ze najwazniejszym
czynnikiem odgrywajacym role w patogenezie otosklerozy jest wtdrna odpowiedz
immunologiczna wywotana przewlekla stymulacja antygenowa wirusem odry. Patogen
odry moze indukowaé wtdrng reakcje autoimmunologiczng z odpowiedzig komdérkowa
komérek NK (ang. natural killer, limfocyty), komodrek cytotoksycznych

aktywowanych przez limfokiny, komdrek CD8+ i granulocytéw. Ponadto w ognisku
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otosklerotycznym zlokalizowane sa makrofagi, komdrki z ekspresjag beta 2-
mikroglobuliny oraz sktadnik komplementu C3 [42, 53, 54]. Wedtug Chodynickiego
wazng role w patogenezie otosklerozy moga odgrywaé makrofagi. W swoich badaniach
wykazat w surowicy chorych na otoskleroze w porownaniu do surowicy oséb z grupy
kontrolnej podwyzszony poziom czynnika martwicy nowotwordw alfa (ang. Tumor
necrosis factor, TNFa) i interleukiny-1 (IL-1) [cyt. wg 55].

TNFa jest jest cytoking prozapalna, ktora odgrywa bardzo wazna rolg w
procesie przebudowy kosci. W odpowiedzi na zakazenie wirusami lub bakteriami,
TNFa wydzielana jest przez aktywne monocyty, makrofagi, limfocyty B i T oraz
osteoklasty [54, 56, 57]. Funkcje prozapalne tego czynnika to migdzy innymi:
wzmozenie ekspresji molekul adhezyjnych nabtonka, stymulacja ekspresji cytokin,
aktywacja neutrofili, stymulacja proliferacji fibroblastow oraz efekt antywirusowy
zardwno przeciwko wirusom DNA jak i RNA. TNFa ponadto pelni istotng role w
przemianie komorek prekursorowych w aktywne osteoklasty.

Interleukina 1 jest waznym mediatorem stanu zapalnego a produkowana jest
glownie przez aktywne makrofagi. Cytokina ta ma wiele komodrek docelowych
wlacznie z fibroblastami, komodrkami nablonkowymi, dojrzatymi komoérkami T,
dojrzatymi komdrkami B, monocytami i neutrofilami oraz osteoklastami (aktywuje
pompe protonowa, prowadzac do resorpcji kosci) [57]. IL-1 odgrywa gléwna role w
procesie resorpcji kosci w wielu metabolicznych schorzeniach. TNFa i interleukina - 1
nazywane sg czynnikami osteoklastogenezy [58].

Obecnos¢ TNFa w kosci zmienionej otosklerotycznie wskazuje na czynnos¢
osteoklastow 1 stanu zapalnego [54]. Wzrost poziomu ekspresji jego genu skutkuje

wzrostem aktywacji osteoklastow i resorpcji kosci [54, 56].
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Oprocz TNFa 1 IL-1 w zachowaniu homeostazy kostnej bierze udzial rowniez
osteoprotegeryna (ang. osteoprotegerin, OPQG), ktéra nalezy do nadrodziny receptoréw
czynnika martwicy nowotworow. Nazywana rowniez TNFRSF11b (ang. tumor necrosis
factor receptor superfamily member 11b), jest glikoproteing skladajaca si¢ z 401
aminokwasdw. Gtowna rola tej cytokiny jest hamowanie resorpcji kosci. Jej dziatanie
polega na hamowaniu réznicowania i aktywacji osteoklastdow oraz wywotywaniu ich
apoptozy [56, 59-61]. Wysoki poziom OPG wystepuje w plucach, nerkach, jelitach,
trzustce, $ledzionie i sercu, a takze w osteoblastach. W komdrkach dendrytycznych i
limfocytach wykazano wysoka ekspresje genu osteoprotegeryny [59, 60].

Zehnder 1 wsp. stwierdzil wysoki poziom ekspresji genu osteoprotegeryny w
przychtonce chorych na otoskleroze [cyt. wg 61].

Dziatanie TNFa, IL-1 oraz OPG przynosi odwrotne efekty w regulacji
przebudowy kosci. TNFa i IL-1 przyczyniaja si¢ do wzrostu resorpcji kosci, a
osteoprotegeryna z kolei hamuje jej niszczenie [61-63]. Obnizenie poziomu ekspresji
transkryptu genu osteoprotegeryny w aktywnej fazie otosklerozy jest wtdrna
konsekwencjg infekcji wirusem odry 1 wzrostu poziomu cytokin prozapalnych, gléwnie
TNFa [42, 62]. Czynnik martwicy nowotworow prowadzi do obnizenia ekspresji genu
OPG. Jego zwigkszona produkcja hamuje ochronne dziatanie osteoprotegeryny w
przebudowie otoczki kostnej blednika. Zmniejszony poziom OPG skutkuje

zwigkszonym obrotem kostnym i resorpcja kosci [56].

1.4 Obraz histologiczny i podzial otosklerozy

Otoskleroza jest chorobg kosci skroniowej, w przebiegu ktorej normalng tkanke

kostng zastepuje kos¢ zmieniona (otosklerotyczna). Ogniska otosklerotyczne lokalizuja
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si¢ najczesciej w miejscu zwanym fissula ante fenestram. Jest to szczelinka otoczona
przez tkanke chrzestng, znajdujaca si¢ do przodu od okienka owalnego, w przedniej
cze$ci podstawy strzemigczka. Rzadziej zmiany obserwuje si¢ w okolicy niszy okienka
okraglego oraz w szczytowej 1 przysrodkowej $cianie otoczki kostnej biednika.
Choroba moze przebiegaé zaréwno z zajeciem kosci z tylu okienka owalnego,
przedniej 1 tylnej $ciany przewodu stuchowego wewnetrznego, jak 1 wokét wodociagu
slimaka i kanatéw potkolistych oraz w samej podstawie strzemigczka [cyt. z 27, 64,
65]. W aktywnym ognisku otosklerotycznym obserwuje si¢ duza liczb¢ komorek
wielojadrowych olbrzymich i komodrek podobnych do osteoblastow i osteoklastow

przejawiajacych podwyzszong aktywnos$¢ metaboliczng [56, 62, 66].

Schuknecht i Barber dokonali podziatu otosklerozy na kliniczng i histologiczng.
Posta¢ kliniczna to schorzenie, w ktorym wystepuje niedostuch przewodzeniowy
spowodowany unieruchomieniem podstawy strzemigczka. Posta¢ histologiczna zas,
opisywana jest jako nieprawidtowy obraz mikroskopowy otoczki kostnej btednika,
przebiegajaca bez unieruchomienia strzemiaczka [64 cyt. wg 65]. Wystepuje ona okoto
10 razy czeSciej niz posta¢ kliniczna [1, 13, 19, 26, 67, cyt. wg 68, cyt. wg 69].
Otoskleroza $limakowa odnosi si¢ do przypadkow otosklerozy histologicznej z
zajeciem endosteum $limaka bez unieruchomienia podstawy strzemigczka [cyt wg 65].
Ta posta¢  choroby cechuje si¢ odbiorczym, obustronnym 1 postgpujacym

uposledzeniem stuchu [9, cyt. wg 65].

Nowe' proponuje podzial ognisk otosklerotycznych widzianych w tomografii
komputerowej na typ okienkowy, pozaokienkowy ($limakowy) i mieszany [70],

(tab. 1)
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Tab. 1. Lokalizacja ognisk otosklerotycznych w kosci skroniowej w  tomografii

komputerowe;j
Typ okienkowy Typ pozaokienkowy = Typ mieszany
Lokalizacja 1. Okolice okienka owalnego Nieregularne, nieciagle Demineralizacja
— najczgsciej ogniska hypodensyjnosci = otoczki kostne;j
ogniska w fissula ante fenestram z spowodowane oraz pogrubienie
mozliwym zajeciem podstawy demineralizacja warstwy podstawy
tosklerot strzemlqczka. . enchondralne].otoczkl strzemigczka
otoskierotyczneg 2. Boczna $ciana btednika kostnej
o kostnego

z zajeciem okienka okraglego
1 promontorium

1.5 Objawy, diagnostyka i leczenie otosklerozy

We wczesnych stadiach, kiedy ogniska otosklerotyczne zlokalizowane sa
zazwyczaj w przednim lub tylnym biegunie podstawy strzemigczka choroba objawia
si¢ niedostuchem przewodzeniowym. Chorzy lepiej stysza w hatasie, i na ogdt dobrze
stysza wlasny gtos ze wzgledu na dobre styszenie droga kostna [9]. Rozwdj procesu
otosklerotycznego w innych cze$ciach btednika kostnego moze nies¢ za sobg rozwdj
niedostuchu czuciowo-nerwowego, pojawienie si¢ szumow usznych i zawrotéw glowy
[13, 56, 62, 66].

Choroba wystepuje najczesciej obustronnie (70-80% przypadkow), jednakze jej
objawy zwykle nie pojawiaja si¢ jednoczesnie w obu uszach [1, 8, 15]. W otoskopii
obserwuje si¢ przewod stuchowy zewnetrzny ze zmniejszong iloscia woskowiny,
niezmieniong, ruchomg btong be¢benkowa, czesto z objawem Schwartza - czyli

przeswitujagcym na rOZowo promontorium.
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W ustaleniu rozpoznania otosklerozy pomocne s3g testy stroikowe. W
poczatkowej fazie choroby, w przypadku niedostuchu przewodzeniowego, w probie
Webera dzwigk lateralizuje w strone ucha chorego, zas w prébie Rinnego w uchu
chorym otrzymuje si¢ wynik ujemny. Préba Gellégo przy unieruchomieniu ptytki
strzemigczka wypada ujemnie — patologicznie.

Do rutynowych badan w diagnostyce tej choroby naleza badania
audiometryczne: audiometria tonalna, stowna i impedancyjna. Wyniki zapisu krzywe;j
progowej w audiometrii tonalnej uzyskuje si¢ w zaleznosci od stopnia unieruchomienia
strzemigczka i1 uposledzenia funkcji ucha wewnetrznego. We wczesnej fazie choroby
wystepuje niedostuch przewodzeniowy z rezerwa $limakowa wigksza dla niskich
czestotliwosci. Wraz ze wzrostem unieruchomienia strzemiaczka, zwigksza si¢ rezerwa
slimakowa, niedostuch przewodzeniowy pojawia si¢ rowniez na wyzszych
czestotliwosciach a krzywe przewodnictwa kostnego 1 powietrznego staja si¢ bardziej
poziome [9, 10, 34]. W pierwszych okresach otosklerozy charakterystyczng cecha
audiometryczng $wiadczaca o unieruchomieniu podstawy strzemigczka jest zatamek
Carharta. Jest to podwyzszenie warto$ci progowej dla przewodnictwa kostnego o okoto
5 dB dla 500 Hz, 10 dB dla 1000 Hz 15 dB dla 2000 Hz i 5 dB dla 4000 Hz [9, 10, 54].
W audiometrii mowy w poczatkowych stadiach choroby uzyskuje si¢ krzywa
artykulacyjna rdwnolegla do wzorcowej. W miare dotaczenia si¢ sktadowej czuciowo-
nerwowej krzywa pochyla si¢ 1 stopniowo osigga obraz dzwonu lub plateau [10].
Poniewaz ci$nienie w uchu srodkowym w otosklerozie nie zmienia si¢, w audiometrii
impedancyjnej u wigkszosci chorych uzyskuje si¢ prawidtowy tympanogram typu A
(wg klasyfikacji Jergera). W zaawansowanych stadiach wystepuje tympanogramu typu

As (wg klasyfikacji Jergera) [71]. W otosklerozie nastepuje zniesienie odruchu z
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migsnia strzemigczkowego [9, 10, 34].

Pomocnym badaniem w diagnostyce rdznicowej oraz w przypadku podejrzenia
jednostronnej otosklerozy jest tomografia komputerowa (TK) kosci skroniowych.
Badanie to odzwierciedla zmiany otosklerotyczne uwidaczniajac je jako miejsca o
zmniejszonej gestosci w stosunku do otaczajacej niezmienionej kosci [9, 72, 73]. W
przypadkach niepewnego rozpoznania otosklerozy oraz w cigzkim niedostuchu
odbiorczym w poszukiwaniu demineralizacji struktur ucha wewngetrznego zaleca si¢
wykonanie tomografii komputerowej o wysokiej rozdzielczosci (High Resolution
Computed Tomography, HR-TK) [10, 74].

Leczenie chirurgiczne poprawia shuch chorych na otoskleroz¢ z niedostuchem
przewodzeniowym. Operacja w otosklerozie ma na celu mobilizacje ukladu
przewodzacego, czyli przywrocenie prawidlowej ruchomosci kosteczek stuchowych.
Proces otosklerotyczny jest jednak aktywny, postepuje i w rezultacie wraz z uptywem
czasu 1 trwania choroby moze prowadzi¢ do niedostuchu czuciowo-nerwowego. W
takim przypadku obecnie nie ma skutecznego leczenia ani chirurgicznego ani
farmakologicznego. Badania nad etiopatogeneza tej choroby, ktorych wyniki moga
przyczyni¢ si¢ do ustalenia nowej strategii leczenia trwaja nieprzerwanie [27, 62, 75].

W polskim pismiennictwie z ostatniego dziesi¢ciolecia brakuje doniesien
prébujacych wyjasni¢ patomechanizm powstawania ognisk otosklerotycznych. Autorzy
opracowan polskich skupili si¢ gldwnie na leczeniu operacyjnym i obrazie klinicznym
otosklerozy [9, 10, 24, 27-32, 34, 76-105]. Patogeneza tej choroby interesowal sig¢
Chodynicki, ktory zaobserwowal istotne rédznice w poziomie TNFa 1 IL-1 w surowicy
chorych na otoskleroze w porownaniu do surowicy oséb z grupy kontrolnej [55].

Konarska za pomoca badan izotopowych oceniata aktywnos$¢ procesu przebudowy
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kostnej w strzemiaczkach dotknigtych otoskleroza [106]. W swoich kolejnych
badaniach okreslita zawartos¢ fluorkdbw 1 wapnia w kosci strzemigczek
przebudowanych otosklerotycznie w porownaniu do kosci niezmienionych [107].
Niejasne przyczyny powstawania otosklerozy (réwniez w populacji polskiej)
sktonity nas do podjecia badan nad rola zakazenia wirusem odry w powstawaniu tej
choroby w grupie chorych leczonych w Klinice Otolaryngologii Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.

2. CEL PRACY

1. Wykazanie obecnosci RNA wirusa odry w strzemigczkach chorych na

otosklerozg.
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2. Ocena poziomu ekspresji gendw: czynnika martwicy nowotworow (TNFa,),
interleukiny -1 (IL-1) i osteoprotegeryny (OPG) w tkance kostnej strzemigczka
u chorych na otoskleroz¢ oraz ocena korelacji pomiedzy mRNA OPG a mRNA
IL-11 TNFa w probkach odropozytywnych.

3. Ocena zwigzku pomigdzy gtebokoscia niedostuchu u chorych na otoskleroze a

stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego.

3. MATERIAL I METODY

3.1 Material badan

Badaniom prospektywnym poddano 61 chorych na otosklerozg leczonych
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chirurgicznie w Klinice Otolaryngologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w
okresie od 01.12. 2007 r. do 01. 01. 2011r. Wszyscy chorzy wyrazili pisemng zgod¢ na
udziat w badaniach.

Grupe kontrolng stanowito 31 strzemiaczek pobranych ze zwlok oséb zmartych
$miercig nagla (Zaklad Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
kierownik: dr hab. n. med. Zbigniew Jankowski).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej
do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku nr

NKEBN/5/2008.

3.2 Kwalifikacja chorych do badania

Do badan wiaczono 61 chorych leczonych chirurgicznie po raz pierwszy, oraz
chorych, u ktérych wykonywano operacje tylko jednego ucha. Kryterium wilaczenia do
badan byt niedostuch przewodzeniowy wystepujacy jedno- lub obu usznie z rezerwa
slimakowa co najmniej 15 dB oraz $rédoperacyjnie stwierdzanym unieruchomieniem
podstawy strzemigczka o typie otosklerozy. Kryterium wylaczenia z badan byt
niedostuch czuciowo-nerwowy, brak rezerwy s§limakowej, przewlekte zapalenie ucha
srodkowego, tympanoskleroza, uszkodzenie tancucha kosteczek stuchowych i
reoperacje po stapedotomii.

3.3 Dane epidemiologiczno-kliniczne

Przeanalizowano: wiek, pte¢, przebyte cigze, przebyte zachorowanie na odre,
szczepienie przeciwko odrze, przebyte urazy glowy, wywiad rodzinny w kierunku
niedostuchu. Zebrano wywiad dotyczacy niedostuchu, szumoéw usznych i zawrotow

glowy, czasu ich wystgpienia, dlugosci trwania oraz stronnosci. Leczenie niedostuchu u
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chorych z otoskleroza polegato na leczeniu operacyjnym z usuni¢ciem czesci podstawy

strzemigczka oraz suprastruktury. Wszystkie dane epidemiologiczno - kliniczne

zebrano w komputerowej bazie danych (Arkusz kalkulacyjny OpenOffice.org).

3.4 Badania sluchu

Badania wykonano w Pracowni Audiologicznej Kliniki Otolaryngologii.

3.4.1 Proby stroikowe

U kazdego pacjenta wykonano proby: Webera, Rinnego oraz Gellégo.

3.4.2 Audiometria tonalna

Badanie wykonano w pozycji

siedzacej, w ekranowanym akustycznie

pomieszczeniu przy uzyciu audiometru Midimate 622 firmy Madsen Electronics Ltd.

Na podstawie danych z audiogramow chorych z niedostuchem, obliczano poziom

niedostuchu dla czestotliwosci 0,5; 1; 2 1 4 Hz oraz wyznaczano warto$¢ rezerwy

slimakowej dla tych czgstotliwosci. Dla oceny niedostuchu zastosowano skale ubytkow

stuchu przedstawiona przez Kochanka [71], zgodnie z ktéra rozpoznawano niedostuch

przy ubytku stuchu przekraczajacym 20 dB HL, mierzonym jako $rednia arytmetyczna

z wartosci progow uzyskanych dla czgstotliwosci 0,5; 11 2 kHz, (tabela II)

Tab. II. Podziat ubytkow stuchu w zaleznosci od wielkosci niedostuchu

wg Kochanka
Stopien ubytku stuchu Przedzial ubytku stuchu
norma ponizej 20 dB HL
niewielki 21-40 dB HL
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umiarkowany 41-55 dB HL

sredni 56-70 dB HL
gleboki 56-90 dB HL
bardzo gleboki powyzej 90 dB HL

3.4.3 Audiometria impedancyjna

Tympanometria i odruchy z migénia strzemigczkowego. Badanie wykonano

przy uzyciu zestawu Zodiak 901, firmy Madsen Electronics Ltd.
3.5 Skala unieruchomienia strzemiaczka

Chorych z otoskleroza operowano w znieczuleniu miejscowym z dojscia
poprzez tympanotomi¢ wewnatrzprzewodowa wg Rosena. W czasie zabiegu
wykonywano stapedotomie¢ (usunigcie suprastruktury strzemiagczka z przednia czg¢$cia
ptytki strzemigczka) z umieszczeniem w przedsionku teflonowo-platynowej protezki
strzemiaczka. Srédoperacyjnie oceniano stan strzemiaczka, stan niszy okienka
owalnego 1 okraglego, ruchomos$¢ strzemigczka z uwzglednieniem stopnia jego
unieruchomienia wedtug skali Portmanna [7], (tab. III). Zgodnie z ta klasyfikacja

okreslono stopien zaawansowania procesu otosklerotycznego w uchu srodkowym.

Tab. III. Stadia unieruchomienia strzemiaczka wg Portmanna

Stadium
unieruchomienia Morfologia strzemigczka

strzemiaczka
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Strzemigczko 1 wigzadlo pierScieniowate o normalnym|

Typ 1 wygladzie. Nieznaczne stwardnienie wigzadla pierscieniowatego
W czesci przednie;.
Stwardnienie na calym obwodzie ptytki. Unieruchomienie
Typ 12 strzemiaczka.
Unieruchomienie plytki strzemigczka w czes$ci przedniej lub
Typ 2 tylnej proces otosklerotyczny obejmuje < niz 25 % okienka
owalnego.
Typ2a Jak w typie 2 + stwardnienie wi¢zadla pierscieniowatego nal
calym obwodzie.
Typ 3 Unieruchomienie ptytki strzemigczka w czg¢sci przedniej i tylnej,
proces otosklerotyczny obejmuje 50 % okienka owalnego.
Typ3a Catkowite unieruchomienie ptytki strzemigczka.
Proces  otosklerotyczny  obejmuje  catkowicie  ptytke
Ty 4 strzemigczka, pogrubienie phytki.
Catkowita obliteracja plytki strzemigczka w okienku owalnym.
Typ s Okienko owalne jest widoczne w postaci niewielkiego

wglebienia pomiedzy ogniskiem otosklerotycznym przednim 1i

tylnym.

3.6 Material do badan molekularnych

Material do badan molekularnych stanowily czesci ptytki oraz suprastruktury

strzemiaczek pochodzace od pacjentdéw chorych na otoskleroze, ktore zostaly usunigte

w trakcie zabiegu stapedotomii. Wszystkie operacje wykonywane byly ta samg

technikg przez jednego operatora (J.K).

Strzemigczko jest najmniejsza ko$cia organizmu ludzkiego, jego diugosé

wynosi S$rednio 2,612 mm, a szeroko$¢ podstawy s$rednio 2,298 mm [108].

Suprastruktura strzemigczka wazy ponizej 1 mg.
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Materiat pooperacyjny (suprastruktury strzemigczka z czgScig ptytki)
natychmiast po pobraniu od chorego umieszczano w buforze stabilizujacym RNA,
zawierajacym inhibitory RNAz (RNA-later, RNA Stabilization Reagent, firma Qiagen),
a nastegpnie transportowano do Zakladu Medycyny Molekularney GUMed, gdzie
przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz. Grupe kontrolng
stanowily strzemigczka pobierane ze zwlok (oséb zmartych $miercia nagla),
przechowywane w temperaturze 4°C w Zaktadzie Medycyny Sadowej do 48 godzin od
$mierci [109]. Pobrane strzemiaczka ze zwiok umieszczano w buforze stabilizujagcym
RNA-Iater, nastgpnie transportowano do Zakladu Medycyny Molekularnej, gdzie

przechowywano je w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz.

3.7 Metody badan molekularnych

3.7.1 Izolacja calkowitego RNA z tkanek

Badania zostalty przeprowadzone w Zaktadzie Medycyny Molekularnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Calkowite RNA wyizolowano z tkanek
stosujac metodg izolacji RNA wedlug procedury Chomczynskiego z modyfikacjami
[110]. Uzyskane w czasie operacji fragmenty strzemigczek (suprastruktura i czgs$¢
ptytki) umieszczano w mozdzierzu, dodawano 500 ul Trireagentu (Sigma) a nastgpnie
je rozcierano. Mieszaning roztartej kosteczki 1 Trireagentu przenoszono do jalowych 2
ml probowek typu Eppendorf i inkubowano 10 minut w lodzie. Nastgpnie dodawano
200 pl chloroformu, intensywnie wytrzasano i dalej inkubowano przez 15 minut w
lodzie. Wodna warstw¢ mieszaniny rozdzielano przez wirowanie w wirowce z

chlodzeniem przy max. obrotach 12000 obr/min (G - 10000) przez 15 minut w
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temperaturze 4° C. Do nowej 1,5 ml probowki typu Eppendorf pobierano gérng frakcje
1 dodawano réwnowazng ilo$¢ schtodzonego izopropanolu. Po dokladnym
wymieszaniu inkubowano w temperaturze — 20 °C przez 24 godziny. Wytracone RNA
odwirowywano przy 10000 G - przez 15 minut w temperaturze 4° C. Supernatant
usuwano a osad przemywano najpierw schtodzonym 90% a potem 70% etanolem i
osuszano. Do oczyszczonego RNA dodawano 11 pl jatowej, wolnej od RNaz wody.
Tak przygotowane RNA przechowywano w temperaturze — 20°C do czasu

przeprowadzenia dalszych analiz.

3.7.2 Ocena ilosci transkryptu badanych genéw za pomoca reakcji

lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)

Okres$lenie poziomu ekspresji gendw IL-I, OPG i TNF-a z réwnoczesng
amplifikacjg transkryptu genu referencyjnego (beta-aktyna) wykonywano za pomoca
reakcji PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond typu HybProbe
znakowanych fluorescencyjnie. Reakcja odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania
cDNA i reakcja PCR z wykorzystaniem cDNA jako matrycy przeprowadzane bytly
jednoetapowo w LightCycler firmy Roche, przy wykorzystaniu zestawu komercyjnego
firmy Roche (LightCycler RNA Master HybProbe, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim Germany) wg instrukcji producenta. Reakcje amplifikacji mRNA badanego
genu wraz z genem beta aktyny przeprowadzano w szklanych kapilarach w objetosci
10 pl srodowiska zawierajacego: 3,75 ul Master HybProbe, 3,25 mM Mn[OAc]», 0,5
uM kazdego ze starterow (tab. IV), 0,2 uM kazdej sondy hybrydyzacyjnej FL i LC dla
badanego transkryptu oraz 0,2 uM sondy FL i 0,4 uM sondy LC dla S-aktyny 2 pl

catkowitego RNA wyizolowanego ze strzemigczek. Do reakcji stosowano startery i
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sondy o sekwencji przedstawionej w tabeli IV. Kazda reakcja amplifikacji posiadata
kontrolg¢ negatywna, do ktorej dodawano wode¢ zamiast RNA. Kontrolg pozytywna
reakcji amplifikacji /L-1 1 TNF-a stanowito catkowite RNA wyizolowane z linii
komdrkowej limfocytéw SKW 6.4. Kontrole pozytywna reakcji amplifikacji OPG
stanowito catkowite RNA wyizolowane z linii komérkowej osteosarcoma - 143 b. Dla
kazdej analizowanej proby obliczano stosunek cDNA danego badanego trankskryptu

(IL-1b, TNFa. , OPG) do ilosci cDNA transkryptu referencyjnego genu f3- aktyny.

Tab. IV. Sekwencje primerow i sond w reakcji PCR w czasie rzeczywistym
amplifikacji mRNA IL-1, OPG i TNF-a

OPG F AAgggCgCTACCTTgAgATA
Primery

R CATCTATTCCACATTTTTgAgTTgAT
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FL CAATTTgTgTgTTTTCTACAgggTgCTT-FL

Sondy
LC  640-AgATgACgTCTCATTTgAgAAgAACCCAT-PH
F ACAAgCCTgTAgCCCATgTT
Primery
A AAgAggACCTgggAgTAgATgA
TNF- o
FL gCATTggCCCggCggTTC-FL
Sondy
LC 640-CCACTggAgCTgCCCCTCAgCT--PH
S CAgggACAggATATggAgCAA
Primery
A gCAgACTCAAATTCCAgCTTZTTA
IL-1b
FL gCTTATCATCTTTCAACACgCAggACA-FL
Sondy
LC 640-gTACAgATTCTTTTCCTTgAggCCCA--PH
F AgCCTCgCCTTTgCCgA
Primery
R CTggTgCCTgggeCg
p-aktyna
FL TTgCACATgCCggAgCCgTTg-FL
Sondy
LC 705-CgACgACgAgCgCggCgATATC--PH

3.7.3 Wykrywanie RNA wirusa odry

Obecnos¢ RNA wirusa odry oceniano za pomoca PCR w czasie rzeczywistym
przy wykorzystaniu zestawu komercyjnego firmy Roche (LightCycler RNA Master
HybProbe, Roche Diagnostics GmBH Mannheim Germany) wg instrukcji producenta.
Reakcje amplifikacji RNA wirusa odry przeprowadzano w szklanych kapilarach w
objetosci 10 ul srodowiska zawierajacego: 3,25 mM Mn[OAc],, 0,5 uM kazdego ze
staterow KVW3 jako starter do reakcji odwrotnej transkrypcji i starter wprost oraz

KVW?2R jako starter odwrocony, 0,2 uM kazdej z sond: MeaFL i MealL.C oraz 3,75 ul
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Master HybProbe. Do reakcji uzywano 2 pl catkowitego RNA wyizolowanego ze
strzemigczek. Kazda reakcja amplifikacji posiadata kontrolg negatywna, do ktorej
dodawano wodg¢ zamiast RNA. Kontrolg pozytywna w reakcji amplifikacji wirusa odry
stanowito RNA wyizolowane ze szczepionki PRIORIX zawierajacej zywe, atenuowane
wirusy odry, szczep Schwarz. Primery i sondy stosowane do reakcji przedstawiono w

tabeli V. Sekwencje tych oligonukleotyddéw zostaty zaczerpniete z publikacji [111].

Tab. V. Sekwencje primerow i sond w reakcji PCR w czasie rzeczywistym amplifikacji

wirusa odry
KVWw3 5'-CTT gTTTCA gAg ATTgCA ATgCAT-3’
KVW2R 5'-ggC CTC TCg CAC CTA gTC TAg-3'
MeaFL 5'-AAgCCAgggAgAgCTACAgAgAAACC-Flu
MealL.C LC Red 640-CCCAgCAgAgCAAgTgATgCgAgA-p

3.8 Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonat dr Jacek Buczny przy uzyciu programu SPSS
15.0. Zastosowano statystyki opisowe takie jak Srednia arytmetyczna jako miare
tendencji centralnej (M) oraz odchylenie standardowe (SD) jako miar¢ zréznicowania
wynikéw. Dane zaprezentowano takze w postaci zestawien procentowych oraz tabel
informujacych o rozktadzie liczebnosci obiektow w grupach. W odpowiednich
miejscach prezentowano takze przedzialy ufnosci dla $redniej arytmetycznej z 95%
doktadnoscia. W procesie wnioskowania statystycznego przyjeto, ze o wyniku
znamiennym statystycznie mozna méwié, gdy uzyskiwany poziom istotnosci (p) jest

mniejszy od granicznego alfa (alfa = 0,05), wynik nieistotny oznaczono ,,n.i.”. O
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normalnosci rozkladu zmiennych decydowano na podstawie testu Kotmogorova-
Smirnova (test K-S). W przypadku uzyskania istotnosci (znamiennos$ci) statystycznej
testu podejmowano decyzje o tym, ze rozklad zmiennej nie jest normalny. Fakt ten
nie miat wptywu na wybdr innych testow statystycznych, np. istotnosci réznic miedzy
srednimi, gdyz jak pokazaly analizy Monte Carlo (testy wiarygodnosci testow
statystycznych)  brak  normalnosci  rozkladu nie ogranicza stosowania
parametrycznych testow istotnosci réznic badz zwigzkow miedzy zmiennymi.

Pierwszy test statystyczny wykorzystano w celu zbadania relacji miedzy zmiennymi
mierzonymi na skali nominalnej (jako$ciowej) albo w sytuacji, gdy jedna ze
zmiennych mierzona byla na skali nominalnej a druga na porzadkowej. Analizy
wykonano za pomoca testu y° oraz wskaznika ¥ Cramera pochodnej testu y2
ukazujacego stopien korelacji miedzy analizowanymi zmiennymi i zatozono, ze
wartos¢ wynoszaca okoto 0,25 oznacza niska korelacjg, 0,50 srednig korelacje, zas
okoto 0,75 wysoka korelacje pomiaréw. Nastepnym byl test ¢ Studenta, ktory
wykorzystano, gdy jedna ze zmiennych mierzona byta na skali nominalnej 1 miata
dwa poziomy (dwie grupy) i gdy druga zmienna mierzona byla na skali ilo§ciowe;.
Dla kazdej wartosci testu ¢ obliczono wskaznik d Cohena. Wskaznik d informuje o
sile efektu, to jest rzeczywiste] wielkosci (znaczeniu) analizowanej réznicy migdzy
srednimi. Przyjeto, ze d > 0,20 wskazuje na maly efekt (niewiele znaczaca roznicg); d
~ 0,50 oznacza Sredni efekt, zas d > 0,80 wskazuje na duzy efekt (duzg rdéznice
migdzy Srednimi). Kolejng technikg analityczng byta jednoczynnikowa analiza
wariancji (ANOVA). Znamienno$¢ statystyczng efektu obrazuje wartos¢ i istotnosc
statystyki F. Technike te wykorzystano, gdy jedna ze zmiennych mierzona byla na

skali nominalnej, a jej pozioméw bylo co najmniej trzy (trzy grupy) i gdy druga
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zmienna mierzona byta na skali ilosciowej. Dodatkowo wyliczono wskaznik sity
efektu — czastkowe eta-kwadrat (n?) czyli standaryzowana wielko$¢ réznicy miedzy
srednimi. Przyjeto, ze n2 ~ 0,1 oznacza staby efekt, 112 ~ 0,25 efekt sredni, a n2 > 0,50
efekt duzy. Relacje migedzy zmiennymi analizowano za pomocga wspotczynnika
korelacji » Pearsona, gdy kazda ze zmiennych mierzona byla na poziomie
ilosciowym, w innym przypadku siggano po wspdiczynnika korelacji rangowej p
(rho) Spearmana. Zalozono, ze wartosci wynoszace okoto 0,20 (i - 0,20) oznaczaja
niska korelacje, 0,60 (i - 0,60) srednig korelacje a okoto 0,80 (i - 0,80) wysoka
korelacje pomiarow. Wielowymiarowe relacje migdzy zmiennymi iloSciowymi
analizowano za pomocg analizy regresji.

W celu okreslenia rzetelnosci pomiardw przewodnictwa powietrznego i
przewodnictwa kostnego wykorzystano wskaznik o Cronbacha (dla zmiennych
mierzonych na skali ilosciowej). Przyje¢to, ze wartosci migdzy 0,60 a 0,79 oznaczaja
przecietng stabilno$¢ czasowa pomiaréw, natomiast pomiedzy 0,80 a 1,00 wysoka

stabilnos$¢ czasowa.

4. WYNIKI
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4.1 Charakterystyka epidemiologiczno-kliniczna

Przeanalizowano grupe 61 chorych na otoskleroze (grupa badana), leczonych
operacyjnie w Klinice Otolaryngologii GUMed. Do badan molekularnych uzyto 61
fragmentéw strzemigczek, czyli czg$S¢ ptytki 1 suprastrukture (strzemigczka)
uzyskanych na drodze operacyjnej od tych chorych. Grupg kontrolng dla badan byto 31
strzemigczek pobranych z ucha $rodkowego ze zwlok osdb zmartych $miercig nagta
(Zaktad Medycyny Sadowej GUMed).

W analizowanej grupie bylo 40 kobiet (65,6%) oraz 21 mezczyzn (34,4%).
Stosunek kobiet do m¢zczyzn wynosit 1,9 : 1.

Srednia wieku badanej populacji wynosita 43,49 (SD = 9,66). Wiek chorych z
uwzglednieniem plci przedstawia rycina 2. Wiek kobiet nie rdznit si¢ znamiennie od
mezezyzn (kobiety: M = 42,98; SD = 9,67; mezczyzni: M = 44,48; SD = 9,80). W
badanej populacji przewazaty osoby w 5 dekadzie zycia, (ryc.2).

Zmiany chorobowe dotyczyly w wigkszo$ci jednego ucha u chorych.

Na otoskleroze jednostronng cierpialo 70,5% badanych chorych, a obustronng
29,5%. U 27 chorych (44,3%) przeprowadzono operacj¢ lewego ucha, u 34 (55,7%)
ucha prawego.

Sredni czas od pojawienia si¢ objawéw choroby, najczesciej niedostuchu,
wynosil 9 lat (SD = 8,02). Okres trwania choroby nie rdznit si¢ znamiennie pomigdzy
kobietami a m¢zczyznami (kobiety: M = 8,91; SD = 8,514; mezczyzni: M = 9,19; SD =

7,12)
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Ryec. 2. Wiek chorych z uwzglednieniem ptci

W badanej populacji 35 kobiet podato liczbe przebytych ciaz, wsrod nich 31

(88,5%) byto przynajmniej raz w ciazy, (ryc.3.) Doustng antykoncepcje¢ stosowato 5

kobiet (od 3 miesiecy do 3 lat), 1 kobieta przyjmowata hormonalng terapi¢ zastepcza.

U 26 badanych chorych (42,6%) wystepowat niedostuch wérod cztonkéw ich

rodzin (dane z wywiadu), (tab. VI).

Tab. VI. Wystepowanie niedostuchu w rodzinie

Wystepowanie rodzinne Czestos¢
Tak 26 (42,6%)°
Nie 17 (27,9%)
Nie wiadomo 18 (28,5%)

*Procent catej grupy klinicznej (n = 61).

32



OBrak cigzy
OJedna cigza
ODwie cigze
B Trzy cigze
B Cztery cigze

Ryec. 3. Czestos¢ wystepowania cigzy wsrod badanych pacjentek

4.2 Objawy otologiczne

21 oséb zglaszato niedostuch jednostronny (34,4%), 40 obustronny (65,6%).
Szumy uszne zglosito 44 pacjentow (72,1%), wsrod ktédrych na obustronne szumy
skarzyto si¢ 19 (43,2%). Wystepowanie szumdw podato 77,5% kobiet, 62% mezczyzn,

(tab. VII).

Tab. VII. Wystepowanie szumoéw usznych u chorych w zaleznosci od pitci

Pte¢
Szumy Kobieta Mgzczyzna
Tak 31 (77,5%)" 13 (62%)°
Nie 9 (22,5%) 8 (38%)

*Procent grupy kobiet (n = 40), ° procent grupy mezczyzn (n = 21)
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U 6 chorych (9,83%) wystepowaty szumy o wysokiej czgstotliwosci okreslane

jako piski w chorym uchu, (tab. VIII)

Tab. VIII. Wystepowanie piskow w uszach u chorych w zaleznosci od plci

Ple¢
Piski Kobieta Megzczyzna
Tak 3 (7,5%)" 3 (14,3%)°
Nie 37 (92,5%) 18 (85,7%)

*Procent grupy kobiet (n = 40), ° procent grupy mezczyzn (n = 21)

W badanej populacji 36 pacjentow (59%) zglaszalo okresowe zawroty glowy.
W wiekszosci byty to kobiety - 57,4% badanych chorych, (tab. IX)

Tab. IX. Wystepowanie zawrotow gtowy u chorych w zaleznosci od plci

Ple¢
Zawroty gtowy Kobieta Mezczyzna
Tak 35 (87,5%)" 1 (4,8%)"
Nie 5(12,5%) 20 (95,2%)

*Procent grupy kobiet (n = 40), ® procent grupy mezczyzn (n = 21)

4.3 Wyniki badan audiologicznych

4.3.1 Wyniki audiometrii tonalnej
Przeprowadzono ogdlng charakterystyke pomiaréw niedostuchu. Okazato sie,
ze pomiary przewodnictwa powietrznego dla wszystkich czegstotliwosci (500, 1000 1

2000 Hz) byty rzetelne, gdyz a Cronbacha wynosita 0,93. Bardzo podobne wyniki
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uzyskano dla wszystkich czestotliwosci pomiaru przewodnictwa kostnego, gdzie a
Cronbacha wyniosta 0,81. Uzyskane rzetelnosci sa wysokie 1 w pehni
satysfakcjonujace.

Czestos¢ wystepowania stopnia ubytku stuchu prezentuje rycina 4. Najwiecej osob

charakteryzowato si¢ umiarkowanym niedostuchem.

18 - [ strona lewa
16 - B strona prawa

. — 1

0 I_l T T T T

Norma Niewielki Umiarkowany Sredni Gteboki
Stopien ubytku stuchu

Ryc. 4. Rozktad liczebnosci kategorii niedostuchu zaleznie od strony operowanej

W badanej grupie 36 chorych (59%) cierpiato na niedostuch przewodzeniowy a
25 chorych (41%) w badaniu audiometrycznym wykazywato niedostuch mieszany.
Zatamek Carharta stwierdzono u 28 badanych chorych (46%). U 17 pacjentow

zatamek wystapit przy 2 kHz, u 5 przy 1 kHz, a u 6 przy 0,5 kHz.
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Tab. X. Sredni ubytek stuchu dla poszczegdlnych czestotliwosci oraz wybranych grup

czestotliwosci w zalezno$ci od strony operowane;j

Ucho operowane
Lewe Prawe
Czestotliwosci pojedyncze / M SD M SD
grupy czestotliwosci [kHz]

0,5 49,07 13,23 49,12 15,10
1 49,26 11,94 52,94 13,43
2 45,19 14,44 49,41 14,80
4 47,41 16,31 52,94 18,51
PTA® 47,84 11,86 50,49 13,49
PTMA” 47,62 12,62 51,71 14,40

*PTA — (pure tone average) rednia z czestotliwosci 0,5; 1; 2 kHz ."PTMA — (pure middle tone average)

$rednia z czestotliwosci 0,5; 1; 2; 4 kHz.
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Ryc. 5. Przewodnictwo powietrzne i kostne po stronie operowanej (ucho lewe)
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Ryc. 7. Rezerwa §limakowa ucha operowanego
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4.3.2 Stopien zaawansowania procesu otosklerotycznego

Przeprowadzono ogolng charakterystyke stopnia zaawansowania procesu
otosklerotycznego (zaawansowanie kliniczne otosklerozy) wg skali Portmanna,
stwierdzanego podczas operacji. Najczesciej wystgpowat typ 4, nie zaobserwowano

wystgpowania stopni zaawansowania 1 i 2 w uszach operowanych. (ryc. 8)

B
o

Liczba osob (n)
— N [\%] w w
(4] o [$] o (3}

-
o
L

Typ 3 Typ 3a Typ 4 Typ 5

Ryc. 8.Rozktad stopni unieruchomienia strzemiaczka

(wg Portmanna)

Nie zaobserwowano zwigzku pomiedzy glgbokoscig niedostuchu a stopniem
zaawansowania procesu otosklerotycznego.

Nie wykazano réowniez zwigzku pomiedzy wartoscig rezerwy Slimakowej a
stopniem  zaawansowania  procesu  otosklerotycznego.  Analiza  korelacji

przeprowadzona za pomocg korelacji Spearmana p nie ujawnila istotnych zwiazkow
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mig¢dzy badanymi zmiennymi.

4.3.3 Wyniki audiometrii impedancyjnej

Wykonano badanie tympanometryczne 1 badanie odruchow z migsnia
strzemigczkowego. U 61,5% badanych uzyskano prawidtowy tympanogram typu A, u
38,5% zas tympanogram typu As, (tab. XI)

U  wszystkich chorych stwierdzono brak odruchow z migénia

strzemigczkowego.

Tab. XI. Wyniki tympanometrii.

Tympanogram %
A 61,50%
As 38,50%

4.3.4 Proby stroikowe

Tab. XII. Wyniki proby Webera

Lokalizacja Strona operowana
Styszalno$¢ stroika Lewa Prawa
(strona)
Lewa 17 (27,9%)* 4 (6,6%)
Prawa 2 (3,3%) 23 (37,7%)
Srodek glowy 8 (13,1%) 7 (11,5%)

*Procent catej grupy klinicznej (n = 61).
Tab. XIII. Wyniki proby Rinnego
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Strona operowana

Lewa Prawa

(ucho lewe)

Dodatnia 4 (6,6%)" 24 (39,3%)

Ujemna 23 (37,7%) 10 (16,4%)

(ucho prawe)

Dodatnia 20 (32,8%) 11 (18%)

Ujemna 7 (11,5%) 23 (37,7%)

"Procent catej grupy klinicznej (n = 61).

Tab. XIV. Wyniki proby Gellégo

Strona operowana
Lewa Prawa
Ucho
Lewe (patologiczna) 17 (27,9%)* 3 (4,9%)
Prawe 2 (3,3%) 15 (24,6%)
(patologiczna)
Lewe 1 Prawe 3 (4,9%) 6 (9,8%)
(patologiczna)
Watpliwa 2 (3,3%) 9 (14,8%)
Prawidlowa
_ 3 (4,9%) 1 (1,6%)
obustronnie

*Procent catej grupy klinicznej (n = 61).

4.3.5 Poziom glebokosci niedostuchu i stopien zaawansowania procesu
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otosklerotycznego zaleznie od zmiennych dodatkowych

Zbadano zwiazek migdzy poziomem glebokosci niedostuchu 1 wartoscia
rezerwy Slimakowej a wiekiem, czasem trwania choroby oraz liczbg przebytych cigz.
Analiza wykonana za pomoca korelacji » Pearsona nie ujawnita istotnych zwiazkow
miedzy badanymi zmiennymi.

Ponadto nie ujawniono zwiazku migdzy poziomem ubytku stuchu i rezerwa
slimakowg a:

- plcia,

- przebytym zachorowaniem na odre,

- szczepieniem przeciwko odrze,

- wystepowaniem niedostuchu w rodzinie,

- wystgpowaniem szumdow, zawrotow gtowy, 1 piskdw,

- wynikiem tympanometrii,

- obecnoscig odruchu strzemiaczkowego.

Zwiazki te nie ujawnily si¢ zar6wno w grupie z operowanym lewym jak i
prawym uchem.

Sprawdzono czy istnieje zwigzek miedzy poziomem ubytku stuchu i wartoscia
rezerwy S$limakowej a wiekiem, dlugoscia trwania procesu otosklerotycznego oraz
liczba cigz zaleznie od strony operowanej i rodzaju niedostuchu (jednostronny vs.
obustronny). W grupie pacjentdw z operowanym lewym uchem (n = 27) nie
zaobserwowano zwigzkow miedzy zmiennymi bez wzgledu na to, czy badano je w
grupie pacjentow z niedostuchem jednostronnym (n = 11) czy obustronnym (n = 16).

W grupie chorych z operowanym prawym uchem (n = 34) zaobserwowano

istotny zwigzek miedzy dlugoscig trwania procesu otosklerotycznego a poziomem
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niedostuchu, gdyz » = 0,55 (p < 0,05; test jednostronny) w grupie z niedostuchem
jednostronnym (rn = 10) 1 » = 0,45 (p < 0,05; test jednostronny) w grupie z
niedostuchem obustronnym (n = 24).

Nie zaobserwowano zwigzku miedzy stopniem zaawansowania procesu
otosklerotycznego (wg Portmanna) a:

- plcia,

- przebytym zachorowaniem na odre,

- szczepieniem przeciwko odrze,

- wystepowaniem niedostuchu w rodzinie,

- wystepowaniem szumow, zawrotow glowy i1 piskow,

- wynikiem tympanometrii,

- obecnoscig odruchu strzemiaczkowego.

Analiza nie ujawnita istotnych zalezno$ci migdzy badanymi zmiennymi.

Wyjatkiem byl tutaj zwigzek migdzy zaawansowaniem  procesu
otosklerotycznego a dtlugoscig trwania tego procesu, gdyz » = 0,21 (p < 0,05; test

jednostronny).

4.4 Wyniki badan molekularnych

4.4.1 Obecnosé¢ RNA wirusa odry w badanym materiale

Obecnos¢ RNA wirusa odry wykryto u 80,3% chorych na otosklerozg (grupa
kliniczna).

W strzemiaczkach pobranych ze zwtok (grupa kontrolna) RNA wirusa obecny

byl w 3 badanych probkach. (tab. XV)
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Dokonano analizy statystycznej czestosci wystepowania RNA wirusa odry u
chorych na otoskleroze 1 w grupie kontrolnej. Wykazano, ze czestos¢ wystepowania
odry jest istotnie wigksza w grupie klinicznej niz w grupie kontrolnej. Analiza
wykazata, ze rdznica w czgstosci wystegpowania odry zaleznie od grupy byta

znamienna statystycznie (x*(1, 88) = 41,75; p <0,001; V= 0,67).

Tab. XV. Rozktad czestosci wystepowania RNA wirusa odry w strzemigczkach chorych

na otoskleroze i w grupie kontrolne;j

RNA WIRUSA ODRY
Grupa Obecne Nieobecne
Kliniczna 49 12
Kontrolna 3 28

4.3.2 Zwiazek miedzy obecnoscia RNA wirusa odry a obecnoscia mRNA:
TNFa, IL-1i OPG

W 40 odropozytywnych ( z obecnym RNA wirusa odry) strzemiaczkach
(81,6%) (n = 49) zmienionych otosklerotycznie i w 11 strzemiaczkach, bez obecnosci
RNA wirusa wykryto mRNA 7TNFa, (tab. XVI).

Obecnos¢ mRNA [L-I stwierdzono w 46 (93,8%) strzemigczkach z RNA
wirusa odry (n =49) i w 10 bez RNA wirusa, (tab. XVII).

Obecnos¢ mRNA OPG zaobserwowano w 18 (36,7%) strzemigczkach
odropozytywnych z badanej grupy (n = 49) i w 5 probkach wolnych od RNA wirusa,
(tab. XVIII).

Odwrotna sytuacja miata miejsce w strzemiaczkach nie objetych procesem

otosklerotycznym, pobranych ze zwtok (n = 31), (tab. XVI, XVII i XVIII).
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Tab. XVI. Obecnos¢ mRNA TNFa w strzemigczkach chorych na otoskleroze i w

strzemigczkach z grupy kontrolnej w zaleznosci od obecnosci RNA wirusa odry

RNA WIRUSA ODRY
obecny nieobecny
Grupa badana (n = 61)
mRNA 7NFo 51 (83,6%) 40 11
Grupa kontrolna (n = 31)
mRNA TNFa 8 (25,8%) 3 5

Tab. XVII. Obecno$¢ mRNA [L-I w strzemigczkach chorych na otoskleroze i w

strzemigczkach z grupy kontrolnej w zaleznosci od obecnosci RNA wirusa odry

RNA WIRUSA ODRY
obecny nieobecny
Grupa badana (n = 61)
mRNA /L-1 56 (91,8%) 46 10
Grupa kontrolna (n = 31)
mRNA /L-1 6 (19,3%) 1 5

Tab. XVIIL. Obecnos¢ mRNA OPG w strzemigczkach chorych na otoskleroze 1 w

strzemigczkach z grupy kontrolnej w zaleznosci od obecnosci RNA wirusa odry

RNA WIRUSA ODRY
obecny nieobecny
Grupa badana (n = 61)
mRNA OPG 23 (37,7%) 18 5
Grupa kontrolna (n = 31)
mRNA OPG 23 (74,1%) 2 21

4.4.3 Poziom ekspresji genow: TNFa, IL-1, OPG zaleznie od grupy

Ze wzgledu na wykrycie RNA wirusa odry w strzemigczkach z grupy
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kontrolnej sprawdzono czy poziom ekspresji gendéw: TNFo, IL-1 1 OPG rézni sig¢
istotnie od poziomu zerowego, tj. poziomu bazowego oznaczajacego brak ekspresji
genu w probce. Analiza wykazata, ze dla wszystkich strzemiaczek z grupy kontrolnej
poziom ekspresji genow nie roznit si¢ istotnie w przypadku TNFa oraz IL-1 (¢ < 1,96),
ale roznit sie dla OPG (¢ (30) = 4,74; p < 0,001; d = 0,81). Sredni poziom ekspresji
genu OPG w tej grupie wynosit 0,25 (SD = 0,30)".

W grupie strzemigczek ze zwlok z obecnym RNA wirusa (n = 3) $redni poziom
ekspresji genow TNFa i IL-1 wynosit 0, a poziom ekspresji genu OPG wynosit 0,33 *,

W grupie kontrolnej zbadano réznice w poziomie ekspresji badanych gendéw
pomiegdzy probkami odro pozytywnymi a prébkami, w ktérych nie wykryto RNA
wirusa (odronegatywne). Analizy ujawnily, ze strzemigczka te nie rdznity sig
znamiennie (¢ < 1,96).

Dokonano poréwnania badanych grup (grupa kliniczna i kontrolna) pod
wzgledem poziomu ekspresji badanych gendw, (tab. XIX).

Okazalo si¢, ze grupy réznily si¢ w przypadku poziomu ekspresji wszystkich
trzech genow. Poziom ekspresji genow TNFa i IL-1 byt znamiennie wyzszy w grupie
klinicznej niz kontrolnej, odwrotnie bylo w przypadku OPG. Analiza warto$ci
statystyki d Cohena wskazuje, ze wielkosci tych réznic byly albo mate (d>20), albo

srednie (d>50), (tab. XIX).

Tab. XIX. Poziom ekspresji badanych gendw zaleznie od grupy

Wzgledny poziom mRNA badanych genéw okresSlano w odniesieniu do
poziomu mMRNA genu referencyjnego (B-aktyny).
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Grupa
Kliniczna Kontrolna
mRNA M SD M SD t d
TNF-o 0,90 2,81 0,09 0,28 2,21%* 0,28
IL-1 1,64 3,42 0,05 0,19 3,62%%* 0,46
OPG 0,04 0,12 0,25 0,30 3,87%* 0,52

*p < 0,05. **¥p < 0,01. ***p < 0,001.

M - $rednia arytmetyczna; SD - odchylenie standardowe

4.4.4 Zwiazek miedzy poziomem ekspresji genéw: TNFa, IL-1 i OPG w
probkach odropozytywnych

Zbadano czy w grupie klinicznej istnieje korelacja migdzy warto$ciami
poziomu ekspresji analizowanych gendw, (tab. XX).

Ujawniono jedynie staby pozytywny zwigzek migdzy poziomem ekspresji
gendw TNFa i IL-1. Zwiazek miedzy tymi genami a mRNA OPG byt ujemny, ale

warto$ci wspotczynnikow korelacji nie byty znamienne statystycznie.

Tab.XX. Wspolczynniki korelacji » Pearsona w analizie zwigzku mi¢dzy poziomem
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ekspresji analizowanych genow oraz statystyki opisowe w probkach odropozytywnych

Przedziat ufnosci
Sredniej (95%)
mRNA 1. 2. 3. M SD dolny gorny
1. TNFao. - 0,32%* -0,07 0,48 1,08 0,17 0,79
2.1L-1 — -0,13 1,71 3,48 0,71 2,71
3. OPG - 0,05 0,13 0,01 0,08
*p <0,05.

Sprawdzono takze czy poziom ekspresji genow w tej grupie (n=49) istotnie
rozni si¢ od zera. Analiza przeprowadzona za pomoca testu t-Studenta wykazaty, ze w
przypadku kazdego z gendw poziom ekspresji byt istotnie wyzszy od zera (¢ > 1,96, d >

0,25).

4.4.5 Poziom ekspresji genow: OPG TNFa i IL-1 w probkach
odropozytywnych zaleznie od czasu trwania choroby

Ze wzgledu na fakt, iz otoskleroza jest procesem dynamicznym, zbadano czy
istnieje zwigzek migdzy poziomem ekspresji genow a czasem trwania procesu
chorobowego.

Za pomocy testu ¢ zbadano czy w istnieje zwigzek migdzy poziomem ekspresji
gendw a czasem trwania procesu chorobowego. Podzielono badang probe¢ strzemiagczek
odropozytywnych (n = 49) na dwie grupy. Podstawa tego podzialu byta mediana, ktorej
warto$¢ wyniosta 7 lat. Do pierwszej grupy zaliczono osoby, u ktorych objawy choroby
trwaly maksymalnie do 6 lat (n = 23), natomiast do drugiej grupy wilaczono osoby,

ktore byly chore od 8 lat 1 dluzej (n = 24). Z analizy wylaczono w ten sposdb osoby,
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ktorych dane o czasie trwania procesu otosklerotycznego byly rowne medianie (n = 2).

Wyniki porownan grup prezentuje tabela XXI.

Poziom ekspresji gendéw TNFa 1 IL-1 byl znamiennie wyzszy w grupie osob z
krétszym okresem od pojawienia si¢ objawdw choroby niz w grupie oséb chorujacych
dtuzej, cho¢ wielkos¢ tej rdznicy jest niska.

Nie zaobserwowano roznic pomigdzy poziomem ekspresji genu OPG w obu

grupach.

Tab. XXI. Zwigzek migdzy czasem trwania choroby a poziomem ekspresji

analizowanych genow

Grupa

Krotki czas choroby (< 6 lat) Dtugi czas choroby (> 8 lat)

Przedzial ufnosci Przedzial ufnosci
(95%) (95%)
mRNA M SD | dolny | gémy | M SD | dolny | gbérny t d

INFa | 078 | 1,51 | 0,13 | 1,44 | 0,23 | 031 | 0,10 | 037 | 1,75* | 0,13

IL-1 2,56 | 4,55 | 0,59 4,53 | 0,82 | 1,80 | 0,06 1,58 1,74* | 0,12

OPG 0,03 | 0,09 | 0,00 0,07 | 0,06 | 0,16 | 0,00 0,12 0,62 0,04

*p < 0,05 (test jednostronny).

4.4.6 Zwigzek miedzy obecnosciag RNA wirusa odry, poziomem ekspresji
genOw TNFa i IL-1 a poziomem ekspresji genu OPG

Oceniono zwigzek migdzy poziomem ekspresji genu TNFa a OPG zaleznie od
obecnosci RNA wirusa odry (interakcja migdzy mRNA TNFa a RNA wirusa).

Dokonano rowniez oceny zwigzku miedzy poziomem ekspresji genu /L-1 a

poziomem mRNA OPG zaleznie od obecnosci RNA wirusa odry (interakcja miedzy
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mRNA [L-1 a RNA wirusa). Analiz¢ przeprowadzono na wszystkich probkach
strzemiaczek z grupy klinicznej (n = 61). W tym celu wykonano wieloczynnikowa
hierarchiczng analizg regresji, (tab. XXII).

Nie ujawniono istotnej statystycznie korelacji pomigdzy poziomem ekspresji
genow TNFa a OPG, ani pomigdzy IL-1 a OPG.

Oceniono, ze poziom ekspresji gendw: TNFa, IL-1 i1 OPG w strzemigczkach
pobranych od oso6b cierpigcych na otoskleroze nie zalezy od obecnosci RNA wirusa

odry (t<1).

Tab. XXII. Zwiazek miedzy obecnoscia RNA wirusa odry, poziomem ekspresji genow

TNFo 1 IL-1 a poziomem ekspresji genu OPG zbadany za pomoca hierarchicznej
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analizy regresji

Zmienna AR* B® SE* p £

1. m RNA TNFa -0,003 0,005 -0,07 0,50

2. m RNA JL-1 o 20,004 | 0,004 20,12 0,91

1. m RNA TNFa -0,002 0,006 -0,04 0,77

2. m RNA IL-] 0,03 | -0,004 0,004 -0,12 0,35

3. RNA wirusa 0,021 0,04 0,07 0,59

1. m RNA TNFa -0,002 0,006 -0,04 0,77

2. m RNA IL-] -0,004 0,011 -0,08 0,81

3.RNA wirusa 0,024 0,044 0,08 0,59

4. Interakcja mRNA TNFoi| 0:03 | -0,004 0,048 -0,01 0,93
RNA wirusa

5. Interakcja mRNA /L-1/ -0,002 0,012 -0,50 0,88
1 RNA wirusa

*Przyrost poziomu wyjasniania (wariancji) OPG. "Niestandaryzowany wspélczynnik regresji. “Blad

standardowy. “Standaryzowany wspélczynnik regresji. ‘Warto$¢ statystyki ¢ wskazujgcej na istotnosé p.

4.5 Zwiazek miedzy przebyta odra i szczepieniem a obecnoscia RNA wirusa
odry w strzemiaczkach

Zbadano zwiagzek migdzy przebytym zachorowaniem na odr¢ a obecnoscia
RNA wirusa odry w strzemigczkach. Nie wykryto znamiennego statystycznie zwigzku
migdzy tymi zmiennymi (Xz(l, 30) =0,08; n.i.; V'=0,05), (tab. XXIII).

Uwzgledniono tylko te osoby, ktore na pytanie o przebyta odr¢ udzielity
odpowiedzi ,,tak” albo ,,nie”.
Tab. XXIII. Rozklad czgstosci wystgpowania RNA wirusa odry w strzemigczkach

zaleznie od przebytego zachorowania na odr¢
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RNA wirusa odry w strzemigczkach
Przebyte
zachorowanie na Obecne Nieobecne
odre
Tak 9 2
Nie 18 3
Nie wykryto znamiennego statystycznie

szczepieniem przeciwko odrze a obecnoscig wirusa odry w strzemigczkach
(xz(l, 30) = 4,19; n.i; V = 0,26). Czestos¢ wystgpowania RNA wirusa odry w

strzemigczkach niezaleznie od szczepienia przeciwko odrze prezentuje tabela XXIV.

zwigzku miedzy przebytym

Uwzgledniono tylko te osoby, ktore na pytanie o szczepienie udzielily

odpowiedzi ,,tak” albo ,,nie” oraz takie, ktére powinny by¢ szczepione z racji urodzenia

si¢ po 1975 roku (,,raczej tak™).

W sytuacji braku szczepien w znaczacej liczbie strzemigczek byt obecny RNA

wirusa odry (37 vs. 8).

Tab. XXIV. Rozktad czestosci wystepowania RNA wirusa odry w strzemigczkach

niezaleznie od przebytego szczepienia przeciwko odrze
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RNA wirusa odry w strzemigczkach

Szczepienie przeciwko Wystepowata Nie wystgpowata
odrze
Tak 3 3
Raczej tak 9 1
Nie 37 8
5. OMOWIENIE
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Dla utrzymania prawidtowej homeostazy kostnej niezbedne jest zachowanie
rownowagi pomigdzy aktywno$cia osteoblastow (komorek kosciotworczych) i
osteoklastow (komdrek kosciogubnych). Te dwa rodzaje komdrek odpowiedzialne sg
za nastgpujagce po sobie procesy niszczenia 1 tworzenia kosci. Zaburzenie tej
roéwnowagi moze prowadzi¢ do wystgpienia patologii uktadu kostnego. Nadprodukcja i
nadmierna aktywnos$¢ osteoklastdOw przejawia si¢ wzrostem resorpcji kosci i
osteoporoza. Nieproduktywne wytwarzanie tych komodrek badz ich wadliwe dzialanie
prowadzi do wzrostu tworzenia niepetlnowartosciowej kosci czyli osteopetrozy. Role
kontrolng 1 regulacyjna homeostazy kostnej pelni triada bialek sygnatowych szlaku
OPG-RANKL-RANK [112].

RANKL jest ligandem receptora aktywujacego jadrowy czynnik kappa B (ang.
receptor activator for nuclear factor kB ligand), ktory nalezy do rodziny ligandéw TNF
(ang. TNF ligand family members). Czynnik ten jest aktywatorem procesu tworzenia
dojrzatych osteoklastéw. Jego wysoki poziom wystepuje na powierzchni osteoblastow,
osteoklastow i komodrek zrgbu. RANKL produkowany jest przez komorki szpiku
kostnego, fibroblasty, komdrki nablonkowe i §rodbtonkowe oraz limfocyty T.

RANK - receptor aktywujacy jadrowy czynnik kappa B (ang. receptor
activator for nuclear factor xB) jest cztonkiem podrodziny receptorow TNF (ang.
subfamily of TNF receptors). Receptor ten jest rowniez szeroko rozpowszechniony w
tkankach, wytwarzaja go komdrki dendrytyczne, srodbtonkowe, fibroblasty, limfocyty
B i T oraz osteoklasty. RANKL wiazac si¢ ze swoim funkcjonalnym receptorem
RANK, stymuluje osteoklastogenezg, czyli przemian¢ prekursoréw osteoklastow w
formy dojrzate oraz powoduje ich aktywacje.

Osteoprotegeryna (OPG) jest glikoproteing blokujacg réznicowanie si¢
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osteoklastow 1 resorpcje kosci. Poprzez wigzanie si¢ z biatkiem RANKL, OPG jako
jego receptor kompetycyjny uniemozliwia zwigzanie si¢ z receptorem RANK 1 tym
samym zatrzymuje proces dojrzewania oraz aktywacji osteoklastow.

Czynniki osteotropowe, miedzy innymi: IL-1, 1,25-(OH)D3, IL-11 1
prostaglandyna E2 indukuja powstawanie osteoklastow oraz powoduja wzrost ekspresji
RANKL [75, 113-118].

Analiza epidemiologiczno-kliniczna danych naszych chorych wykazata, ze
wsrod leczonych z otoskleroza dominowata ple¢ zenska. W niniejszym materiale
kobiety stanowity 65,6% podczas gdy mezczyzni 34,4% badanej grupy. Stosunek
kobiet do mezczyzn wynosit 1,9 : 1. Doniesienia innych autordw potwierdzaja
skadinad, ze kobiety choruja na otoskleroze 2x czg$ciej niz mezczyzni [12, 25, 119-
121]. Czestsze wystgpowanie otosklerozy wsrod kobiet moze wskazywaé na wplyw
hormonéw plciowych na rozwdj tej choroby. Oddziatywanie to nie jest jednak
jednoznaczne. Udowodniono, ze estrogeny chronig ko$ci przed niszczeniem poprzez
hamowanie dojrzewania osteoklastéw oraz indukcj¢ ich apoptozy a takze poprzez
stymulacje wydzielania OPG przez osteoblasty i obnizanie odpowiedzi osteoklastoéw na
RANK [122]. Estrogeny obnizaja rédwniez resorpcje kosci poprzez hamowanie
aktywnosci osteoklastow oraz hamowanie wydzielania cytokin takich jak IL-1, IL-6 1
TNFa [123]. Niedobdr w organizmie hormonow z tej grupy powoduje wzrost ekspresji
RANKL na limfocytach i komorkach zrgbu [124]. Z drugiej za$ strony estrogeny w
potaczeniu z progesteronem powoduja hiperprolaktynemig, co wigze si¢ ze wzrostem
procesu niszczenia kosci. Wzrost wydzielania prolaktyny podczas cigzy i laktacji a
takze w stanach patologicznych aktywuje kaskad¢ czynnikow prowadzacych do

resorpcji kosci, miedzy innymi poprzez hamowanie funkcji osteoblastow. Prolaktyna
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obniza produkcj¢ OPG natomiast podwyzsza poziom RANKL. Uwaza si¢, ze doustna
antykoncepcja oraz hormonalna terapia zastepcza, zawierajaca polaczenie estrogendw z
progesteronem moze by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju otosklerozy i pogtebienia
niedostuchu w jej przebiegu [122].

Wsrdd badanych 40 kobiet trzy stosowaty doustng antykoncepcje, a jedna
hormonalng terapi¢ zastepcza. Mata liczebnos¢ tej grupy uniemozliwila pordwnanie jej
z grupg kobiet niestosujacych lekéw hormonalnych. Lippy i wsp. dokonali analizy
wplywu ciazy na przebieg otosklerozy [cyt. wg 25]. W$rdd badanych przez niego 180
kobiet, 137 byto przynajmniej raz w ciazy a 43 nigdy nie rodzito. Autorzy poréwnali
wyniki badan audiometrycznych obydwu grup kobiet i wykluczyli wptyw cigz i ich
ilosci oraz wptyw karmienia piersia na pogorszenie stuchu w przebiegu otosklerozy
[cyt. wg 25]. W grupie naszych pacjentek 88,5% bylo przynajmniej raz w ciazy a
niemal potowa z nich co najmniej dwukrotnie. W naszych badaniach réwniez nie
stwierdzono zalezno$ci pomig¢dzy przebyta cigza, iloscia przebytych ciaz a stopniem
ubytku stuchu i wartoscia rezerwy slimakowe;.

W analizowanej grupie chorych na otoskleroz¢ nie wykazano wptywu plci na
poziom niedostuchu. Podobne obserwacje przedstawit Vartiainen [cyt. wg 119].
Przeanalizowat on wyniki audiometrii tonalnej grupy 112 kobiet i 63 me¢zczyzn. Nie
zanotowat réznic w warto$ciach rezerwy slimakowej miedzy kobietami i m¢zczyznami
aczkolwiek zaobserwowal wyzsza tendencj¢ do pojawiania si¢ niedostuchu czuciowo-
nerwowowego w grupie kobiet. Roznice te nie zalezaty od wieku badanych. Podobnie
jak w naszym materiale, liczebnos$¢ grup kobiet i me¢zczyzn nie byla réwna. Zatem po
raz kolejny potwierdza si¢ fakt, ze kobiety choruja na otoskleroz¢ dwukrotnie czgsciej.

W niniejszym materiale wiek chorych wahat si¢ miedzy 24 a 64 lata, a srednia
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wieku wynosita 43,5 roku. Okres od wystgpienia pierwszych objawow choroby do
momentu operacji poprawiajacej stuch wynosit srednio 9 lat. U najstarszego
operowanego chorego (64 lata) problemy ze stuchem pojawily si¢ w 40-tym roku
zycia, a u najmiodszej pacjentki (24 lata) niedostuch trwat 2 lata. U badanych chorych
niedostuch jako pierwszy objaw otosklerozy pojawiat si¢ najczesciej w 3 dekadzie
zycia. Wyniki te sa zgodne z obserwacjami prezentowanymi przez innych autorow [10,
125].

Oprocz niedostuchu wickszos¢ naszych pacjentéw zglaszata szumy uszne.
Wystepowaty one u 72,1% chorych. Do innych objawoéw nalezaty okresowe zawroty
glowy zglaszane przez ponad potowe pacjentow. Kilka osdb podawato wystepowanie
statego pisku w uszach.

Morawiec-Bajda i Durko wskazuja w swoim opracowaniu na okresowe
zawroty glowy u 12% badanych chorych na otosklerozg, Gros 1 wsp. stwierdzili je u
20,6%, Bozorg Grayeli u 9%, podczas gdy Trivelli i wsp. nie zaobserwowali takich
objawow wsrdd swoich pacjentdw [cyt. wg 45, cyt. wg 79, cyt. wg 125, cyt. wg 126].

Gros i1 wsp. podzielili badanych pacjentdw, pod wzgledem zaawansowania
procesu otosklerotycznego, na 3 grupy. Kazda z grup charakteryzowata si¢ okreslona
faza procesu otosklerotycznego. Podzialu na fazy: spongiotyczng, fibrotyczng i
sklerotyczng dokonali na podstawie obrazu histologicznego usunietych fragmentow
podstawy strzemigczek zmienionych otosklerotycznie. Jako stadium spongiotyczne
okreslili oni fazg choroby, w ktorej w obrazie mikroskopowym zmienionej tkanki
widoczne s3 liczne komorki oraz zwigkszona waskularyzacja. Stadium fibrotyczne to
takie, w ktérym obserwuje si¢ zmniejszenie liczby osteoblastow i rozsiane osteoklasty.

Faza sklerotyczna jest forma nieaktywna, cechujaca si¢ zwigekszong mineralizacjg 1
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zmniejszong aktywnoscig komorek. Wsrod analizowanych przez nich pacjentéw na
zawroty glowy najczesciej skarzyli si¢ chorzy bedacy w trzeciej grupie zaawansowania
histologicznego choroby [cyt. wg 125].

Wg Iyer'a 1 Gristwood'a obraz histopatologiczny zmienionych otosklerotycznie
strzemigczek odpowiada obrazowi widzianemu w mikroskopie operacyjnym [cyt. wg
66]. W niniejszym opracowaniu ze wzgledu na konieczno$¢ ,,0szczgdzania” do badan
molekularnych tak skapej ilosci materiatu jakim jest suprastruktura strzemigczka i
czes¢ jego plytki odstgpiono od jego oceny histologicznej. W analizie postuzono si¢
stopniem unieruchomienia strzemigczka wg skali Portmanna [7]. Przeprowadzono
analize zwigzku pomigdzy pojawieniem si¢ zawrotdw glowy u naszych pacjentow a
stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego wg skali Portmanna. Nie
zaobserwowano  zaleznosci pomiedzy wystepowaniem zawrotow glowy a
zaawansowaniem otosklerozy.

Szumy uszne zglaszane przez 44 badanych chorych wystepowaly u 77,5%
kobiet 1 62% mgzczyzn. Podobnych obserwacji wsrod swoich pacjentow dokonali
Gristwood i1 Venables. Wykazali oni, ze grupie 1014 chorych na otoskleroze 65% z nich
skarzyto si¢ na przewlekty szum uszny w chorym uchu. Wsréd badanych kobiet 69,7%
z nich podalo szumy uszne, podczas gdy wsrdd mezczyzn na szumy skarzyto si¢ 56,1%
z nich [cyt. wg 127]. Trivelli i wsp. z kolei podaja w swoim opracowaniu
wystgpowanie szumow usznych jedynie u 7% badanych chorych na otoskleroze [cyt.
wg 126]. W przeprowadzonej analizie zwigzkow pomigdzy wystgpowaniem szumow
usznych wsrdd naszych chorych a stopniem unieruchomienia strzemigczka oraz
pomiedzy szumami a okresem od pojawienia si¢ niedostuchu nie zanotowano

zaleznosci. Takich zwigzkéw nie zaobserwowali rowniez Gristwood i Venables [cyt.
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wg 127].

Wyniki wielu badan wskazujg, ze w patogenezie otosklerozy ogromng rolg
peli przewlekta stymulacja antygenowa wirusem odry w uchu srodkowym wywotujac
wtorng odpowiedz uktadu odpornosciowego. Szereg opracowan potwierdza obecnos¢
RNA wirusa odry w ptytkach strzemigczek usunigtych od chorych na otoskleroze.

Pierwsze badania z wykorzystaniem metody PCR poprzedzonej odwrotna
transkrypcja pojawity si¢ w latach 90-tych ubiegtego stulecia. Niedermeyer i Arnold a
nastgpnie McKenna 1 wsp. wykryli sekwencje nukleotyddw wirusa odry w tkance
otosklerotycznej przy uzyciu metody RT-PCR [38, 43, 128]. Niedermeyer i Arnold
poczatkowo opisywali obecno$¢ wirusa odry w 45% a w dalszych badaniach w ponad
90% badanych strzemigczek usunigtych od chorych na otoskleroze [ cyt. wg 43, cyt.
wg 128]. Zblizony wynik uzyskali McKenna i wsp. znajdujac wirusa w 73% badanych
kosci skroniowych [cyt. wg 38].

Proby oceny wpltywu obecno$ci wirusa odry w strzemigczkach chorych na
otoskleroze podjeli si¢ rowniez Bozorg Grayeli i wsp. [cyt. wg 45]. Autorzy ci nie
stwierdzili jednak produktéw amplifikacji wlasciwych dla wirusa odry we fragmentach
strzemigczek pobranych od 28 oséb. Dla uwierzytelnienia czy reakcja PCR przebiega
prawidlowo, poza okreslaniem obecnosci RNA wirusa odry autorzy oceniali poziom
transkryptu genu GAPDH (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego). Jako geny referencyjne w reakcji
PCR stosowane sa migdzy innymi GAPDH 1 beta aktyna. Gen referencyjny, inaczej
gen metabolizmu podstawowego charakteryzuje si¢ statym, nieulegajacym wpltywom
réznych czynnikow poziomem ekspresji we wszystkich komodrkach organizmu [129].

Geny te sluza potwierdzeniu, ze w badanej probce znajduje si¢ RNA. Bozorg Grayeli i
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wsp. nie znalezli RNA wirusa odry w badanych strzemigczkach. Réwniez nie we
wszystkich badanych probkach wykryli mRNA GAPDH. Transkrypt genu GAPDH
stwierdzono tylko w 71% badanych fragmentach strzemigczek. Wynika z tego, ze az w
8 probkach na 28 nie byto RNA. Moze to wynika¢ z btgdow w izolacji RNA, lub jak
podaja autorzy spontanicznej degradacji RNA. W opracowaniu brakuje réwniez
informacji jak transportowano i przechowywano probki z fragmentami strzemigczek a
jak wiadomo prawidtowe warunki transportu i przechowywania probek z RNA sa
kluczowe dla jego ,,przezycia”. Stabilno§¢ RNA wirusa odry moze by¢ mniejsza od
innych czastek RNA znajdujacych si¢ w badanych prébkach z czego moze wynikaé
fakt braku RNA wirusa odry przy obecnosci mRNA GAPDH. Kolejnym powodem
niewykrycia wirusa w strzemigczkach chorych na otoskleroze moze by¢ niska czutosé
metody PCR, ktéora w poréwnaniu z czutoscia PCR w czasie rzeczywistym jest
kilkadziesiat razy mniejsza.

Autorami szeregu cennych opracowan na temat patogenezy otosklerozy i
wptywu wirusa odry na jej powstanie s3 Wegrzy, Karosi i wsp. Autorzy ci stosujac
metod¢ RT-PCR (poczatkowo z 59% skutecznoscig) wykryli RNA wirusa odry w
strzemigczkach usunietych od pacjentow cierpiacych na otoskleroze [cyt. wg 44]. W
kolejnym opracowaniu Karosi 1 wsp. wykazali 100% wykrywalno§¢ RNA wirusa odry
w strzemigczkach z potwierdzeniem histologicznym otosklerozy. W ptytkach
strzemigczek z negatywnym histologicznym rozpoznaniem otosklerozy (27%
unieruchomionych strzemigczek) autorzy nie znalezli obecnosci wirusa [cyt. wg 67]. W
kolejnym badaniu opublikowanym w 2005 roku autorzy stosujac te¢ sama metode¢ RT-
PCR wykryli RNA wirusa odry w 62,3% analizowanych plytek strzemigczek. Rowniez

61% strzemigczek zawieratlo RNA wirusa odry w analizowanej probie opublikowane;j
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w 2007 roku. W tych obu opracowaniach autorzy nie potwierdzili badaniem
histologicznym czy unieruchomienie podstawy strzemigczka faktycznie powodowane
jest przez otoskleroz¢ czy inny proces patologiczny [cyt. wg 54, cyt. wg 133]. W
obszernym opracowaniu z 2009 roku Karosi 1 wsp. zbadali 248 plytek strzemigczka
pobranych od chorych z podejrzeniem otosklerozy. Prébki te zostaly przebadane
histologicznie. Dodatni wynik potwierdzajacy otosklerozg uzyskali w 160 ptytkach. W
kazdej z nich za pomoca RT-PCR zlokalizowano RNA wirusa odry [cyt. wg 33].
Ciekawym wydaje si¢ by¢ fakt, ze az 35% unieruchomionych strzemigczek nie byto
zmienionych otosklerotycznie. Istnieje przypuszczenie, ze autorzy publikacji kierowali
si¢ zbyt rygorystycznymi wytycznymi w rozpoznawaniu histologicznym otosklerozy.
W naszym badaniu, w 49 strzemigczkach pobranych od chorych na otosklerozg
wykryto RNA wirusa odry. 19,7% prdébek byto wolnych od czastek wirusa. Ze wzgledu
na ograniczong ilo$¢ materiatu pobieranego podczas operacji oraz majac na uwadze
publikacje Iyer'a i Gristwood'a nie wykonywano badan histologicznych w usunietych
fragmentach strzemiaczka [66]. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze w naszej Klinice
obecnie nie wykonuje si¢ zabiegéw stapedektomii (usunigcia catego strzemigczka).
Glownym powodem takiego postgpowania sg powiktania jakie moga wystgpowac po
calkowitym usunigciu plytki strzemigczka. Stapedotomia - czgsciowe usunigcie
strzemigczka - ma na celu gldéwnie poprawe stuchu chorego, bez narazania go na
dodatkowe powiktania. Fragmenty strzemigczka - suprastruktura i cz¢s¢ zmienionej
chorobowo ptytki, ktore pobierano podczas zabiegu stapedotomii sa bardzo matych
rozmiarow. Probki te, po badaniu histologicznym, nie wystarczylyby na
przeprowadzenie badania zawartosci RNA wirusa odry oraz oznaczenie poziomu

ekspresji genow: TNF-a, IL-1 1 OPG.
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Poréwnujac wyniki niniejszej pracy, w ktorych w 80,3% strzemigczek wykryto
RNA wirusa odry - do wynikéw Karosiego 1 wsp. (100% wykrywalnos¢ RNA wirusa
po histologicznym potwierdzeniu otosklerozy 1 okoto 60% bez rozpoznania
histologicznego) - nasuwa si¢ kilka wnioskéw. Po pierwsze: nie mozna z calg
pewnoscia rozpozna¢ otosklerozy opierajac si¢ na badaniu przedoperacyjnym (wywiad,
badanie otoskopowe, badanie audiometryczne) i na ocenie obrazu mikroskopowego. Po
drugie:  u czgsci pacjentow, u ktorych w strzemigczkach nie stwierdzono obecnosci
RNA wirusa odry, otoskleroza moze mie¢ podtoze genetyczne. Po trzecie: metoda PCR
W czasie rzeczywistym jest znacznie bardziej precyzyjna i czulsza metoda od RT-PCR
(80,3% vs 59-62,3%) w szacowaniu obecnosci struktur wirusa w strzemigczkach.

Podczas analizowania pi$miennictwa na temat otosklerozy dokonano
ciekawego spostrzezenia. W niektérych publikacjach Karosiego i wsp., w metodyce
znaleziono informacje¢, ze w przeprowadzonych badaniach autorzy nie brali pod uwage
strzemigczek, ktoérych plytki zostaly czeSciowo usuniete podczas zabiegu.
Postepowanie takie wyjasniali faktem pozostawienia w niszy owalnej przedniego lub
tylnego bieguna plytki strzemigczka zajgtego przez proces otosklerotyczny [62, 67]. W
niniejszej pracy analizowano tylko i wylacznie fragmenty strzemigczek pobieranych
podczas zabiegu stapedotomii. Nie mozna stwierdzi¢ jaka czg$¢ ogniska
otosklerotycznego usuni¢to razem z fragmentem ptytki. W niektérych przypadkach
czes$¢ usunigtej ptytki byta bardzo niewielkich rozmiaréw. Czy fragment takiej ptytki
zawieral ogniska otosklerozy trudno to stwierdzi¢. By¢ moze ten fakt thumaczy brak
obecno$ci wirusa odry w tych przypadkach. Pomimo tego uzyskano zblizone do
przedstawionych przez Karosiego i wsp. wyniki oznaczenia obecnosci RNA wirusa

odry w strzemigczkach. Nasze rezultaty badan potwierdzajg wyzszos$¢ zastosowanej w
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niniejszej analizie metody PCR w czasie rzeczywistym (kilkadziesiagt razy bardziej
czuta) nad metoda RT-PCR. Ponadto, biorac pod uwage fakt, iz w niniejszej pracy
wiekszo$§¢ materiatu  pobieranego podczas zabiegu stanowita suprastruktura
strzemigczka, nie mozna catkowicie odrzuci¢ mozliwosci obecnosci RNA wirusa odry
w suprastrukturze. By¢é moze poza ptytka, réwniez w odnogach strzemigczka i w
innych strukturach ucha $rodkowego znajduja si¢ czastki wirusa ale w mniejszej iloSci,
ktéra mozna oznaczy¢ tylko tak czutag metoda jak PCR w czasie rzeczywistym.
Poréwnujac  strzemigczka pobrane od chorych na otoskleroze ze
strzemigczkami z grupy kontrolnej wida¢ wyrazna dysproporcj¢ w wynikach badania
obecnosci RNA wirusa odry w obu grupach. I tak w 80,3% strzemiaczek, ktore zostaty
usuni¢te podczas zabiegu poprawiajacego stuch (grupa badana) stwierdzono RNA
wirusa odry, podczas gdy w strzemigczkach pobranych ze zwlok (grupa kontrolna)
wirus byl obecny w 9,6%. Rdéznica w wystepowaniu RNA wirusa odry pomigdzy
obiema grupami jest istotna statystycznie. Obecno$¢ czastek wirusa w trzech
strzemigczkach z grupy kontrolnej mozna wyjasni¢ ewentualnym pojawieniem si¢
btedu laboratoryjnego. Jednak nie mozna wykluczy¢ sytuacji, w ktdrej osoba zmarla,
od ktdérej pobrano materiat do badan przechorowata odr¢ a czasteczki wirusa
przetrwalty w uchu srodkowym. Wylaczajac zatozenie, ze strzemigczka z grupy
kontrolnej zostaty pobrane od oséb zdrowych, zmartych §miercia nagla, nie mozna z
catg pewnoscig stwierdzi¢ czy w uchu, z ktdrego pobrano materiat nie toczyl si¢ proces
otosklerotyczny zlokalizowany poza okienkiem owalnym i podstawa strzemiaczka. Jak
podano we wstepie, istnieje posta¢ histologiczna otosklerozy, przebiegajaca bez
unieruchomienia ptytki strzemigczka, wystgpujaca 10 razy czesciej niz postac kliniczna

[cyt. wg 65].
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Nasuwaja si¢ kolejne pytania dotyczace etiologii wirusowej otosklerozy. Jesli
wirus odry ma wplyw na powstanie otosklerozy, to jakie znaczenie ma szczepienie
przeciwko odrze? W 1975 roku do kalendarza szczepien ochronnych w Polsce
wprowadzono obowigzek szczepienia przeciwko odrze. Efektem szczepien byt szybki
spadek zapadalnosci na odre, pomimo tzw. wyréwnawczej epidemii w roku 1998,
podczas ktdrej zachorowato 2255 0s6b 1 jedna zmarta [cyt. wg 134].

Podczas przeprowadzonych przez nas analiz nie zaobserwowano zwigzku
pomiedzy przebytym zachorowaniem na odr¢ a obecnosciag RNA wirusa w
strzemigczkach. Nie zanotowano rowniez znamiennego statystycznie zwigzku
pomigdzy przebytym szczepieniem przeciwko odrze a obecno$cia RNA wirusa.
Jednakze RNA wirusa odry czesciej odnajdywany byl w strzemigczkach pobranych od
0s6b nieszczepionych (37 0sob) niz u zaszczepionych (3 osoby).

Wedtug Arnolda i wsp., po wprowadzeniu szczepienia przeciw odrze w
Niemczech (1974 r.) istotnie spadia zapadalnos$¢ na otoskleroze w grupie wiekowej do
25 roku zycia. Podniost si¢ réwniez wiek chorych na otoskleroze. Spadek ten jest
wyrazniejszy wsrdd mezczyzn niz u kobiet, a stosunek kobiet do me¢zczyzn
chorujacych na otoskleroz¢ w wigkszosci przeanalizowanych opracowan wynosi okoto
2 @ 1. Przyczyna, jak probowano wykaza¢, moze by¢ odmienna reakcja
immunologiczna u kobiet. Na $wiecie na skutek komplikacji zwigzanych z
zachorowaniem na odr¢ czesciej umieraja kobiety. Wiecej powiklan poszczepiennych
obserwuje si¢ rowniez u dziewczynek niz u chtopcow [130 - 132].

Nasuwa si¢ kolejne pytanie a mianowicie dlaczego pomimo szczepien
przeciwko odrze nie wyeliminowano zachorowan na otoskleroze u oséb do 25 roku

zycia? Wyjasnieniem moze by¢ fakt, iz wirus odry nie jest jedynym czynnikiem
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wywotujacym te chorobe. Wazna rol¢ odgrywa rowniez podiloze genetyczne
otosklerozy. Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja, ze w 50 do 70% przypadkéw
choroba ta wystepuje rodzinnie [1]. Kolejng przyczyng moze by¢ to, ze z réznych
powodow nie wszyscy chorzy na otosklerozg¢ byli rzeczywiscie szczepieni przeciwko
odrze. Trzeba rowniez wzia¢ pod uwage, ze okolo 15% szczepionych nie uzyskuje
odpornosci po pierwszej dawce szczepienia dlatego istotne jest drugie szczepienie
wykonywane do 15 roku zycia. Z rdznych powodow nie zawsze mozliwe jest
przyjecie drugiej dawki szczepionki [cyt. wg 134].

Jak zaznaczono we wstepie, przewlekta stymulacja wirusowa wywotuje wtorng
reakcje uktadu odpornosciowego, w ktorej gtowna role petnia komoérki NK (ang.
natural killers), komorki cytotoksyczne aktywowane przez limfokiny, komérki CD8+,
granulocyty i makrofagi [42, 53, 54]. Komérki uktadu immunologicznego dziataja
poprzez wydzielanie cytokin prozapalnych, do ktérych miedzy innymi naleza TNFa 1
IL-1. Czynniki te powoduja wzrost naptywu niedojrzatych form osteoklastow ze szpiku
kostnego do krwi a nastgpnie do ucha srodkowego, gdzie toczy si¢ proces zapalny.
Proces dojrzewania osteoklastow jest aktywowany poprzez potaczenie liganda RANKL
ze swoim receptorem RANK. TNFa stymuluje ekspresj¢ RANKL na komoérkach zrgbu
1 osteoblastach ale takze, niezaleznie od RANKL, samodzielnie powoduje
przeksztatcenie si¢ preosteoklastow w dojrzate komodrki. Zaréwno prekursory jak 1
dojrzate formy osteoklastéw réwniez maja zdolno$¢ wydzielania mediatorow, w tym
TNFa, co dodatkowo nasila interakcje z innymi komoérkami uktadu immunologicznego
[135]. Wzrost ekspresji RANKL na komdrkach szpiku i osteoblastach powoduje takze
interleukina-1 stymulujac aktywacj¢ osteoklastow. TNFa 1 RANKL dziatajac

synergistycznie wywotuja wzrost poziomu RANK w prekursorach osteoklastow. TNFa
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1 IL-1 przeciwnie do osteoprotegeryny wywieraja efekt antyapoptotyczny na
osteoklasty przez co przedtuzaja dtugos¢ ich zycia 1 zwigkszenie resorpcji kosci [124].

Kolejnym celem niniejszej pracy bylo okreslenie poziomu ekspresji genow
TNFa, IL-11 OPG w strzemigczkach usunietych od chorych na otoskleroze oraz préba
oceny ich faktycznej roli w patogenezie tej choroby. Dane z pismiennictwa
zagranicznego wskazuja na wysoki poziom czynnika martwicy nowotworow w fazie
aktywnej otosklerozy, kiedy zachodzi przebudowa otoczki kostnej biednika [54, 136-
138].

Karosi 1 wsp., ktorych wyniki badan omawiane byly w niniejszej pracy juz
wczesniej, reprezentuja wiodacy osrodek naukowy specjalizujacy si¢ miedzy innymi w
studiach nad patogeneza otosklerozy. Przy uzyciu metody RT-PCR, autorzy ci
oznaczyli obecnos¢ mRNA TNFa i zbadali jego zwiazek z obecnoscia RNA wirusa
odry w ognisku otosklerotycznym [cyt. wg 54]. Ekspresj¢ transkryptu genu TNFo
wykryli w 88 (88,8%) na 99 prdobek otosklerotycznych z obecnym RNA wirusa odry 1
w 8 probkach bez RNA wirusa. Stosujac metode RT-PCR, ktorej celem jest jakosciowe
oznaczenie poziomu ekspresji genéw, w/w mogli dokona¢ tylko prostej analizy swoich
wynikow na zasadzie braku lub obecnosci ekspresji genu. Autorzy ci stwierdzili
dodatnia korelacj¢ pomiedzy obecnoscig RNA wirusa odry a obecnosciag mRNA TNFa
w plytkach strzemigczek usunietych od chorych na otoskleroze. W kolejnej publikacji
poréwnujac natomiast wyniki z powyzszej pracy z wynikiem oznaczenia mRNA OPG,
ustalili obecnos¢ mRNA OPG w 10 na 99 prdobek odropozytywnych i w 47 na 55
strzemigczek bez obecnosci wirusa [cyt. wg 56]. Na tej podstawie Karosi i wsp.
odnotowali ujemnag korelacj¢ pomiedzy obecnoscia mRNA OPG 1 TNFo.

W naszym modelu doswiadczalnym osiggni¢to wyniki zblizone do rezultatow
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osiggnigtych przez Karosiego 1 wsp. (81,6% vs 88,8%). Dodatkowo oznaczono tez
poziom ekspresji transkryptu genu /L-1. W przypadku mRNA OPG wyniki nieznacznie
si¢ roznig (36,7% w naszym badaniu vs 10,1% u Karosiego 1 wsp.). Stosujac
jakosciowa metode analizy Karosiego 1 wsp. w naszych wynikach zaobserwowano
rowniez dodatni zwigzek pomiedzy obecnosciag mRNA TNFa a obecnoscia RNA
wirusa odry. Co wigcej, zanotowano takze dodatni zwigzek pomigdzy obecnoscia
mRNA /L-1 a obecnosciag RNA wirusa odry. W badanym materiale mniej zas$ byto
odropozytywnych strzemigczek z obecnym mRNA OPG.

Odwrotna sytuacja miata miejsce w strzemigczkach nieobjetych procesem
otosklerotycznym, pobranych ze zwtok. Obecno$¢ mRNA OPG zaobserwowano w
wiekszosci probek (74,1%), podczas gdy obecnos¢ mRNA TNFa i IL-1 wykazano w
kilku strzemigczkach. Wykonana analiza statystyczna wykazala, ze obecnos¢ mRNA
TNFo oraz IL-1 w strzemigczkach z grupy kontrolnej nie byta istotna statystycznie, w
przypadku za$ genu OPG byla wyrazna i istotna statystycznie.

W niniejszej pracy zastosowano metod¢ PCR w czasie rzeczywistym, ktdra
oprécz jakosciowej analizy materialu genetycznego (,,zwyklty” PCR) pozwala na
oznaczenie ilosci badanego materiatu jaki rzeczywiscie wyjsciowo znajdowat si¢ w
badanej probce. Analizujac faktyczny poziom ekspresji badanych gendéw zbadano czy
istnieje zwigzek pomiedzy poziomem ekspresji gendw TNFo, IL-1 1 OPG a obecnoscia
RNA wirusa odry w strzemigczkach zmienionych otosklerotycznie. Okazato sig, ze
poziom ekspresji genow TNFo 1 IL-1 w strzemigczkach pobranych od osob cierpigcych
na otosklerozg¢ nie zalezy od obecnosci RNA wirusa odry. Istotniejszym jednak wydaje
si¢ by¢ fakt samej obecnosci mRNA tych cytokin badz ich brak w ognisku

otosklerotycznym.
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Nastepnie poréwnano poziom ekspresji badanych genow w grupie klinicznej i
kontrolnej. Okazato si¢, ze roznit si¢ pomigdzy obiema grupami. I tak, poziom
ekspresji transkryptow gendw TNFo 1 IL-1 byt wyzszy w grupie klinicznej niz w grupie
kontrolnej, zas odwrotnie bylo w przypadku OPG.

Nieobecno$¢ mRNA osteoprotegeryny przy réwnoczesnej obecnosci mRNA
TNFa 1 IL-1 w strzemigczkach usunietych od chorych na otoskleroze wskazuje na
zahamowanie jej wydzielania spowodowane wzrostem poziomu tych cytokin
prozapalnych. Potwierdzeniem tego jest wynik oznaczenia obecnos$ci badanych gendéw
w strzemigczkach pobranych od oséb zdrowych, ktére zmarly $miercig nagla, a
mianowicie wystepowaniec mRNA OPG w wigkszosci strzemigczek przy braku
obecnosci mRNA /L-1 i TNFo.

Ponadto zbadano czy w grupie klinicznej istnieje korelacja migdzy poziomem
ekspresji gendw: OPG a IL-1 i TNFoa. Ujawniono jedynie slaby pozytywny zwigzek
miedzy poziomem ekspresji gendow TNFa i IL-1. Stwierdzono ujemny zwigzek migdzy
poziomem ekspresji tych genow a poziomem ekspresji OPG, ale wartosci
wspotczynnikdéw korelacji nie sg znamienne statystycznie.

Badania przeprowadzone przez Zehnder i wsp. sugeruja, ze w warunkach
prawidlowych poziom OPG jest bardzo wysoki w przychlonce, skad przenika ona do
otoczki kostnej btednika, gdzie hamuje resorpcje kosci [cyt. wg 61]. TNFa wydaje si¢
by¢ czynnikiem, ktory obniza ekspresj¢ genu OPG i podwyzsza sekrecje RANK 1
RANKL, co w rezultacie powoduje zwigkszona aktywacje¢ osteoklastow oraz
zmniejszenie apoptozy osteoklastow i osteolize [56].

Istotne jest to, ze w otosklerozie poziom czynnikdéw osteoklastogenezy jakimi

sa miedzy innymi TNFa i IL-1 jest zalezny od fazy procesu przebudowy. Procesy

67



zachodzace w kosci w otosklerozie sg procesami dynamicznymi. W réznych okresach
choroby faza aktywna przechodzi w nieaktywng. Z drugiej zas strony istnieje rdwniez
mozliwos¢, ze obie fazy moga istnie¢ rownolegle w rdéznych czesciach ogniska
otosklerotycznego.

Identyfikacia mRNA TNFa 1 [L-I dowodzi aktywnosci procesu
otosklerotycznego w badanej kosci [54]. Brak mRNA tych cytokin w ognisku
otosklerotycznym wskazuje na wygaszenie aktywnosci komdrkowej i faze nieaktywna
otosklerozy. Z kolei ich nieobecno$¢ w strzemigczkach z grupy kontrolnej potwierdza,
ze nie ma w nich procesu zapalnego.

Bioragc pod uwagg te czynniki, w niniejszej pracy zbadano czy istnieje zwigzek
pomiedzy okresem trwania objawdw choroby a poziomem ekspresji genow: TNFo,
IL-1 1 OPG w grupie odropozytywnej. Analizowang grupe odropozytywna, w ktdrej
strzemigczkach znaleziono RNA wirusa odry, podzielono na dwie podgrupy z krétszym
1 dluzszym okresem trwania objawdw otosklerozy (<6 lat vs >8 lat).

I tak, zanotowano znamiennie wyzszy poziom ekspresji mRNA TNFa i IL-1 w
grupie 0sob z krotkim okresem od wystgpienia objawdéw choroby od poziomu ekspresji
tych gendw w grupie oséb chorujacych dtuzej. Nie zaobserwowano natomiast rdznic
pomiedzy poziomem ekspresji mRNA OPG w obu podgrupach odropozytywnych. Z
tych obserwacji wynika, ze poziom cytokin prozapalnych TNFa 1 IL-1 rzeczywiscie
podnosi si¢ w przypadku aktywnego procesu otosklerotycznego i obniza si¢ wraz z

czasem trwania choroby. Natomiast poziom osteoprotegeryny nie podlega istotnym
wahaniom i nie podwyzsza si¢ po przejsciu otosklerozy w fazg¢ nieaktywna.

Kolejnym problemem, ktéry probowano w tej pracy wyjasni¢ byla kwestia

wykazania zalezno$ci pomigdzy stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego
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mierzonego w skali Portmanna a glebokoscig niedostuchu. W literaturze nie znalaztam
opracowania, ktore opisywatoby taki zwigzek.

Wigkszos$¢ strzemigczek naszych pacjentow zostata zakwalifikowana do 4
stopnia w skali Portmanna. W stopniu 4 strzemigczko jest catkowicie unieruchomione
w okienku owalnym a jego ptytka jest w catosci pogrubiata. O ile wéréd badanych
pacjentdw nie byto chorych w stopniach 1 1 2, to w przypadku kilku 0sob ich stopien
zaawansowania otosklerozy oceniono na 3 i 3a za$ kilka osob zakwalifikowano do 5
stopnia w skali Portmanna.

Jedyne znalezione opracowanie, w ktérym postuzono si¢ skalg Portmanna do
oceny zaawansowania procesu otosklerotycznego jest autorstwa Bozorg Grayeli i wsp.
[cyt. wg 45]. W czasie zabiegu operacyjnego autorzy ci ocenili strzemigczka na
stopien, odpowiednio 2 w 31%, 3 w 37%, i 4 w 31% w skali Portmanna. Stopnia 1 1 5
wsrod swoich pacjentow nie odnotowali. Roznice w wynikach mierzonych wg skali
Portmanna pomigdzy niniejszg pracg a przedstawionag przez Bozorg Grayeli i wsp.
najpewniej wynikaja z rdéznego okresu trwania objawow choroby wsrdd badanych
pacjentéw. Autorzy ci podajg 5 lat jako sredni czas od wystapienia niedostuchu u
swoich chorych do momentu operacji, podczas gdy u naszych pacjentéw objawy
manifestowaty si¢ Srednio przez 9 lat. U jednej z badanych przez nas pacjentek
niedostuch trwat 40 lat. Mialo to swoje odzwierciedlenie w skali Portmanna, gdyz
stopien unieruchomienia jej strzemiaczka oceniono jako 5. Natomiast w badaniu
Bozorg Grayeli 1 wsp., najdluzszy okres od wystapienia pierwszych objawdw
otosklerozy u chorego wynosil 17 lat. Autorzy nie zbadali czy istnieje zwigzek
pomigdzy okresem trwania objawow choroby a jej zaawansowaniem wg skali

Portmanna.
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Gierek 1 wsp. w swoim opracowaniu dotyczacym obliteracyjnej postaci
otosklerozy podsumowujg wyniki badan audiometrycznych wykonanych u 53
pacjentow [cyt. wg 10]. Posta¢ obliteracyjna odpowiada 5 stopniowi w skali
Portmanna. Sposrdd badanych 1 leczonych w ciggu 10 lat 605 chorych na otosklerozg,
autorzy wylonili 53 pacjentdéw z postacig obliteracyjng, u ktérych niedostuch trwat
srednio 9,3 lata. Nasze badanie objeto 7 chorych, u ktérych stopien unieruchomienia
strzemigczka w skali Portmanna oceniono jako 5. Pacjenci ci zglaszali niedostuch
trwajacy Srednio 15 lat. W obu pracach zanotowano zwiazek pomiedzy okresem
trwania objawow otosklerozy a zaawansowaniem procesu otosklerotycznego. Roznica
9,3 vs 15 lat prawdopodobnie wynika z dysproporcji zawartej w liczbie 0sob objetych
porownaniem.

Gierek 1 wsp. porownali badania stuchu i obecno$¢ szumow usznych pacjentéw
z 5 stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego z wynikami badan pacjentow,
u ktérych nie stwierdzono najwyzszego stadium zaawansowania choroby (grupa
porownawcza). Autorzy odnotowali, ze nie ma zwigzku pomigdzy wystepowaniem
szumoéw usznych w obu grupach. W niniejszym opracowaniu rowniez nie
zaobserwowano  zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem szumow a stopniem
unieruchomienia strzemigczka w niszy owalnej. Zaréwno w niniejszej pracy jak i w
opracowaniu Gierek 1 wsp. nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy zaawansowaniem
procesu otosklerotycznego a wartoscig rezerwy slimakowej. Dodatkowo autorzy w/w
zaobserwowali zaleznosci pomiedzy wynikiem badania przewodnictwa kostnego i
powietrznego u chorych z postacig obliteracyjng a tozsamymi badaniami u chorych z
grupy pordwnaweczej. I tak, w grupie badanej srednie warto$ci progowe przewodnictwa

powietrznego byty o 10 dB wyzsze (61 vs 51 £ 2 dB HL) niz w grupie, w ktorej nie
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stwierdzono postaci obliteracyjnej otosklerozy. Dla przewodnictwa kostnego rdznity
si¢ one o 8 dB (27 vs 19 £ 2 dB HL). Wynika z tego, ze rdznice sg znaczace, wigc
poziom ubytku stuchu zalezy od stopnia zaawansowania otosklerozy [cyt. wg 10].

Nasze badania nie odnotowuja zwigzku pomiedzy stopniem gltebokosci
niedostuchu a zaawansowaniem procesu otosklerotycznego. Brak tej zaleznosci mozna
thumaczy¢ faktem, iz zdecydowana wigkszo$¢ strzemigczek (n=38) u badanych
pacjentdow zakwalifikowano do 4 stadium w skali Portmanna. Pozostale 23
strzemigczka oceniono w stopniach, odpowiednio 3 (n=8), 3a (n=8) i 5 (n=7). Taka
rozbiezno$¢ w liczebnosci grup osob, ktorych strzemiaczka zostaty zakwalifikowane
do odpowiedniego stopnia zaawansowania, nie pozwala na pokazanie rdéznic w
badaniach audiometrycznych. W konsekwencji nie wykryto zwigzku pomigdzy
stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego ocenianego w skali Portmanna a
stopniem glebokosci niedostuchu u pacjentéw objetych niniejszym badaniem.

Interesujagce  wyniki badan audiologicznych w powigzaniu z danymi
epidemiologicznymi u 1064 pacjentéw cierpiacych na otoskleroze przedstawili
Topsakal i wsp [cyt. wg 139]. Srednia wieku chorych (44 lata) oraz stosunek kobiet do
mezezyzn - (1,8 : 1) objetych badaniem byta podobna do przedstawionych w naszej
pracy. Poziom gl¢bokosci niedostuchu w badaniu Topsakal'a i wsp. nie zalezy od plci.
Takiego zwigzku nie stwierdzono rdwniez w naszym opracowaniu. Topsakal i wsp.
sprawdzili czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy wiekiem badanych pacjentow a stopniem
ubytku shuchu. Zaobserwowali oni wyrazna tendencj¢ do podwyzszania si¢ progu
przewodnictwa powietrznego $rednio o 0,45 dB na rok zycia pacjenta a przewodnictwa
kostnego srednio o 0,37 dB na rok zycia pacjenta [cyt. wg 139].

W niniejszym materiale rOwniez zbadano zwigzek pomiedzy stopniem ubytku
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stuchu a wiekiem badanych chorych. Jednakze i tu nie odnotowano takiej zaleznosci.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy stuch u pacjentow z otoskleroza poprawia
tylko leczenie operacyjne. Jak dotagd nie znaleziono mozliwo$ci przeciwdziatania
wystgpieniu tej choroby 1 skutecznego jej leczenia.

Na $wiecie przeprowadzane sg liczne badania dotyczace etiologii i patogenezy
otosklerozy od momentu ustalenia, iz to unieruchomienie strzemigczka bylo przyczyna
ghuchoty u chorego. By¢ moze rezultaty niniejszej pracy i ich interpretacja przyczynia
si¢ do lepszego zrozumienia istoty tej choroby i beda one stanowié inspiracje dla
innych badaczy do zastosowania najnowszych dostepnych metod molekularnych w
poszukiwaniu etiopatogenezy otosklerozy. Wyniki analizy molekularnej ognisk
otosklerotycznych w uchu by¢ moga by¢ pomocne do opracowania strategii
zapobiegania 1 leczenia tej choroby. Obiecujace, jak sie wydaje rezultaty niniejszej
pracy moga by¢ jednoczesnie zach¢ta do kontynuowania badan chorych z otoskleroza

w celu dalszego poszukiwania jej mechanizmow i przyczyn.

6. WNIOSKI

1. Wykazano obecnos¢ RNA wirusa odry w strzemigczkach chorych na

otoskleroze (zaréwno w plytce strzemigczka jak i suprastrukturze), co moze swiadczy¢
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o0 jego roli w patogenezie tej choroby.

2. Poziom ekspresji gendow TNFo 1 IL-1 w strzemigczkach chorych na
otoskleroze¢ jest wyzszy niz poziom ekspresji genu OPG W strzemigczkach pobranych
od osob zdrowych, zmarlych smiercia nagta poziom ekspresji genu OPG jest wyzszy
niz poziom ekspresji genow TNFo 1 IL-1.

a. Nie zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy obecnoscia
mRNA OPG a obecnoscia mRNA TNFa i IL-1, aczkolwiek odnotowano brak mRNA
OPG w wigkszosci strzemiaczek chorych na otosklerozg przy obecnosci mRNA
cytokin prozapalnych (TNFa i IL-1), co moze §wiadczy¢ o hamowaniu ekspresji genu
OPG przez te cytokiny.

b. Obecnos¢ mRNA TNFo i [L-1 w prébkach odropozytywnych jest
wynikiem stymulacji antygenowej wirusem odry i moze by¢ wyktadnikiem aktywnosci
procesu zapalnego w ognisku otosklerotycznym a takze wskazuje na toczacy si¢ w nich
proces przebudowy kostne;j.

3.  Stopien zaawansowania procesu otosklerotycznego w niszy okienka

owalnego nie ma wplywu na glebokos¢ niedostuchu.

7. STRESZCZENIE

Jedng z czgstszych przyczyn niedostuchu u ludzi jest otoskleroza, ktdéra jest
choroba btednika kostnego. Etiopatogeneza otosklerozy wciaz jest niejasna. W
mechanizmie powstawania tej choroby znaczng role odgrywaja czynniki genetyczne,
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autoimmunologiczne, hormonalne i1 sSrodowiskowe, zaburzenia metabolizmu kos$ci oraz
przetrwata infekcja wirusem odry.

Celem pracy byto wykazanie obecnosci RNA wirusa odry oraz ocena poziomu
ekspresji genow: czynnika martwicy nowotworow (TNF-a), interleukiny -1 (IL-1) i
osteoprotegeryny (OPG) w tkance kostnej strzemigczka u chorych na otoskleroze jak
rowniez ocena zwigzku pomiedzy glebokoscig niedostuchu u chorych na otoskleroze a
stopniem zaawansowania procesu otosklerotycznego.

Przeprowadzono prospektywne badanie 61 chorych na otoskleroze leczonych
chirurgicznie w Klinice Otolaryngologii GUMed w okresie od 01.12. 2007 r. do
01.01.2011 r.

U chorych wykonano badanie otolaryngologiczne, proby stroikowe oraz
badania audiometryczne. Wszyscy badani pacjenci zostali poddani leczeniu
operacyjnemu, ktore miato na celu poprawe stuchu. Podczas zabiegu na strzemiagczku u
chorych usuwano cze$¢ plytki i suprastrukturg, ktore nastgpnie uzyto do badan
molekularnych. Grupg kontrolng stanowito 31 strzemiaczek pobranych ze zwtok osdb
zmartych $§miercig nagla (Zaktad Medycyny Sadowej GUMed).

Obecnos¢ RNA wirusa odry oraz poziom ekspresji genow: TNF-o, IL-1 1 OPG
w usunigtych fragmentach kostnych oznaczano przy zastosowaniu metody PCR w
czasie rzeczywistym (Zaktad Medycyny Molekularnej GUMed).

Stopien zaawansowania procesu otosklerotycznego w uchu srodkowym
oceniano wedtug klasyfikacji Portmanna.

Kobiety stanowily wiekszos¢ badanych (40 vs 21). Srednia wieku chorych
wynosita 43,5 lat. U wigkszosci chorych stwierdzono umiarkowany niedostuch. U

ponad potowy pacjentéw (62,3%) wykazano 4 stopien zaawansowania klinicznego (wg
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skali Portmanna). W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano zwigzku
pomiedzy glebokoscia niedostuchu a stopniem zaawansowania procesu
otosklerotycznego.

RNA wirusa odry wykryto w strzemigczkach 49 chorych na otoskleroze
(80,3%). Wsrdd nich mRNA TNFa wykryto w 40 strzemigczkach (81,6%), mRNA
IL-1 w 46 strzemiaczkach (93,8%). Tylko w 18 strzemiaczkach (36,7%)
odropozytywnych stwierdzono mRNA OPG. W prébkach pobranych ze zwtok mRNA
OPG stwierdzono w 23 strzemigczkach (74,1%), podczas gdy mRNA TNFa i IL-1
wykryto odpowiednio w 8 (25,8%) i w 6 (19,3%) strzemiaczkach. Nie stwierdzono
korelacji pomigdzy poziomem ekspresji gendow TNFo i IL-1 a poziomem ekspresji
genu OPG w probkach odropozytywnych.

Wystepowanie RNA wirusa odry w strzemigczkach moze wskazywaé na jego
role w patogenezie otosklerozy. Obecnos¢ mRNA TNFo i IL-I w probkach
odropozytywnych jest wynikiem stymulacji antygenowej wirusem odry i moze by¢
wyktadnikiem aktywnos$ci procesu zapalnego w ognisku otosklerotycznym. Brak
mRNA OPG w wigkszosci strzemigczek chorych na otoskleroze przy obecnosci
mRNA cytokin prozapalnych $wiadczy o przebudowie kostnej zachodzacej w
strzemigczkach.

Analiza nie wykazata zalezno$ci pomiedzy poziomem ubytku stuchu u chorych
na otoskleroz¢ a stopniem zaawansowania zmian otosklerotycznych w niszy okienka
owalnego.

By¢ moze rezultaty badan niniejszej pracy i ich interpretacja przyczynity si¢ do
lepszego poznania istoty tej choroby. Wyniki przedstawionej analizy molekularnej

ognisk otosklerotycznych w uchu bylyby wowczas pomocne w dalszych pracach nad
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strategig zapobiegania i leczenia tej choroby.
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8. SUMMARY

Otosclerosis, the disease of the human otic capsule, is a frequent cause of
hearing loss. The etiopathogenesis of otosclerosis still remains unclear. Genetic factors
and persistent measles virus infections play a crucial role in the patomechanism of this
disease.

The aim of the study was to investigate the presence of the measles virus and to
assess the level of the: tumor necrosis factor (TNFa), Interleukin-1
(IL-1) and Osteoprotegerin (OPG) genes expression in the bone tissue of the stapes of
patients suffering from otosclerosis. Another purpose was to estimate the association
between the level of the hearing loss and the type of otosclerotic fixations according to
Portmann Classification. 61 patients suffering from otosclerosis treated surgically in
the Department of Otolaryngology, Medical University in Gdansk (MUG) were
analyzed prospectively. The otolaryngological preoperative examination consisted of
detailed anamnesis and audiological studies. Each patient underwent surgery on the
stapes in order to improve the hearing. During the surgery the superstructure and the
part of the stapes' footplate was removed and taken into further molecular analysis.
Control group consisted of 31 stapes taken from persons who died of a sudden cause
(Department of Forensic Medicine, MUG).

The investigation of the presence of the measles virus presence and the
assessment of the level of transcripts for genes: TNFa, IL-1 and OPG was performed
using Real-time Polymerase Chain Reaction.

The material consisted of 40 female and 21 male patients. The median age of all
patients was 43,5. In the majority of the patients moderate hearing loss was found.
More than half of all cases was classified as type 4 according to Portmann
Classification. The presence of the measles virus RNA was shown in 49 stapes (80,3%)

from otosclerosis patients. TNFo mRNA was detected in 40 virus-positive stapes



(81,6%), IL-1 mRNA in 46 virus-positive stapes (93,8%). OPG mRNA was
detectable in only 18 virus-positive stapes (36,7%). In the specimens from cadavers
OPG mRNA was detectable in 23 stapes (74,1%), TNFo. mRNA in § stapes (25,8%)
and /L-1 mRNA in 6 stapes (19,3%). There was no correlation between the level of
transcripts for genes: TNFo, I[L-1 and OPG in the measles virus positive samples.

The detection of the measles virus RNA in the stapes may indicate its role in the
pathogenesis of otosclerosis. The presence of the TNFo and IL-1 mRNA in the virus-
positive stapes is the result of viral antigen stimulation and may be the marker of the
inflammatory activity in the otosclerotic focus.

The lack of OPG mRNA and the presence of mRNA of proinflammatory
cytokines in the majority of the stapes in patients with otosclerosis shows the bone
remodeling process which occurs in the stapes.

The analysis showed no correlation between the level of hearing loss in patients
with otosclerosis and the stage of otosclerotic changes in the oval window niche.

The results of this study and their interpretation can contribute to a better
understanding of the nature of otosclerosis. The results of molecular analysis of
otosclerotic foci in the ear can be used to develop strategies to prevent and treat this

disease.
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referencyjnym, PCR w czasie rzeczywistym

OPG

p - aktyna
Kontrola pozytywna reakcji amplifikacji

Strzemigczko z grupy badane;j

Strzemigczko z grupy kontrolne;j

Kontrola negatywna reakcji amplifikacji
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Ryc. 13. Strzemigczko usuniete podczas stapedektomii

Ryc. 14. Wielkos¢ strzemigczka (moneta 1 - groszowa)
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Ryc. 15. Suprastruktura strzemigczka usunigtego podczas stapedotomii

(moneta 1 - groszowa)

Ryc. 16. Obraz srodoperacyjny ucha srodkowego chorej z otoskleroza. Widoczne sa:
odnoga dhuga kowadelka, nerw twarzowy, migsien strzemigczkowy, strzemigczko oraz

ptytka strzemigczka (mikroskop operacyjny x16)
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