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OSSZEFOGLALAS
Hattér és célok: Tanulmanyunk célia a CD46-fehérje
izoformék koexpresszids mintdzatdnak meghatarozasa a sz6-
vettanilag igazolt otosclerosisos stapes talpakban. Az
otosclerosis genetikai meghatarozottsaga évtizedek &ta inten-
zlv kutatds tdrgya, azonban jelenleg sem teljesen tisztazott. A
CDA46-tipust kanyarovirusreceptorok egyedi izoformakban
torténd kifejezédése az oticus capsuldn és a stapes talpon be-
il az otosclerosis, mint kanyardvirus-asszocialt betegség ge-
netikai hatterédl szolgalhat.
Médszerek: A CD46 otosclerosisban betoltott patogenetikai
szerepének igazoldsa végett, harom reprezentativ szdvettani
mintacsoportot alakitottunk ki

| otosclerosisos,

2. nem-otosclerosisos és

3. normdlis stapes mintdk (n=166).
Az egyes csoportokban parhuzamosan koérszovettani és
CD46-specifikus real-time RT-PCR valamint western-blot vizs-
galatokat végeztink.
Eredmények: A normadlis és a szdvettanilag nem-otosclerosisos
stapes talpak mindegyikében a CD46-fehérje konvencionalis
izoformainak (c, d e, f és |) egyUttes expresszidjat tapasztaltuk.
Ezzel szemben az otosclerosisos mintakban, a konvencionalis
izoformakon tdl négy (j intakt fehérjeként transzldlodott
izoformét azonosftottunk: os/, 0s2, 0s3 és 0s4.
Kovetkeztetések: Eredményeink igazoljak, hogy a szévettanilag
otosclerosisos stapes talpakban a CD46-tipust kanyarovirus-
receptorok a betegségre jellemzd, sajatos koexpresszids minta-
zatot mutatnak. Ez a megfigyelés egy Gsszetett genetikai modell
alapjaul szolgalva, aldtdmaszthatja az otosderosis szervspecifikus,
virus-asszocidlt €s autoimmun-gyulladasos patogenezisét. Eddigi
ismereteink alapjan, ez az elsé tanuimany, amely négy Uj CD46-
fehérje izoforma betegség-specifikus jelenlétét igazolja.
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Detection of otosclerosis associated meas-
les virus receptor (cd46) isoforms at pro-
tein level - genetic model for otosclerosis

SUMMARY

Background and aims: To investigate the CD46 isoform co-
expression pattern in histologically confirmed otosclerotic stapes
footplates. Genetic predisposition for otosclerosis has long been
suspected, but unclarified. Unique co-expression pattern of
measles virus receptor (CD46) splicing isoforms in the human
otic capsule is assumed, since otosclerosis is a measles virus-
associated organ-specific disease.

Methods: In order to identify CD46 involved in the
pathogenesis of otosclerosis, we used representative groups of
histologically diagnosed otosclerotic, non-otosclerotic and
normal stapes footplates (n=166). Consecutive histopathological
examinations and CD46-specific real-time PCR and western blot
analysis were performed.

Results: Normal and non-otosclerotic stapes footplates showed
consistent expression of the conventional c, d, e, f and | CD46
isoforms. In contrast, four novel isoforms (osl-4) translated as
intact proteins were additionally detected in otosclerosis.
Conclusions: The study herein presented provides evidence for
the otosclerosis-associated expression pattern of CD46. This
finding might explain the organ-specific, virus-associated and
autoimmune-inflammatory pathogenesis of otosclerosis.
Regarding to our current knowledge, this is the first report that
confirms the presence of four new disease-specific protein
variants of CD46.
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Az otosclerosis 6sszetett gyulladasos csontatépiilési zavar, amely
az oticus capsulaban és a stapes talpban megjelend osteolyticus
gécok révén progressziv vezetéses — és sok esetben —
szenzorineuralis hallascsékkenést okoz (1). A klinikai tiineteket
okozé otosclerosis kifejezetten a kaukazusi fehér populaciora jel-
lemz8 betegség (I, 2). A klinikai otosclerosis altalanos
prevalencidja becsiilt adatok alapjan 0,3-0,4%, a hallascsokkenés-
ben szenved8k kozétt 5-9%, mig a vezetéses hallascsokkenések
kozott 18-22% (1, 2). Az igynevezett néma otosclerosisos go-
cok lényegesen gyakoribbak: a sz&vettanilag igazolhatd, de klinikai
tlineteket nem okozé otosclerosis (szovettani otosclerosis) nem-
szelektalt boncolasi adatok alapjan 8- 1 | %-ban fordulhat elé (2).
Az otosclerosis kizarélag az emberre jellemzé betegség, amely-
nek nincs ismert allatmodellje (3, 4). Az otosclerosis mindemel-
lett szervspecifikus betegség: az osteolyticus gocok kizarélag az
oticus capsulaban jelennek meg, a stapes szuperstruktura, az
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incus, a malleus, a tempordlis csont és egyéb csontok sosem érin-
tettek (2, 4, 5). A kovetkezményes hallascsékkenéssel jaré stapes
ankylosis esetek mintegy kétharmadat otosclerosis okozza, a
fennmaradé egyharmadban nem-otosclerosisos stapes fixacié a
kivalté ok (6). Jelenleg gy tlinik, hogy az otosclerosisos és a nem-
otosclerosisos stapes fixaciok klinikai elkiilonitése teljes bizton-
saggal nem lehetséges, ezért a (tudomanyos igény) differencial-
diagnézisban tovabbra is elsédleges szerepet kap a sebészileg el-
tavolitott stapes talpak korszovettani vizsgalata (3, 4, 7).

Az elmdlt évtizedek intenziv kutatésai ellenére, az otosclerosis
etiopatogenezise tisztazatlan maradt. Tobb etiopatogenetikai mo-
dell is sziiletett, amelyek viralis, autoimmun-gyulladasos, valamint
endokrin tényezdk 6nallé vagy egylittes szerepét hangstlyozzak
(3, 8,9, 10). Mindemellett az otosclerosis patogenezisében ge-
netikai faktorok is szerepet jatszhatnak annak ellenére, hogy a
betegség pontos 6roklésmenete egyetlen genetikai modellel
sem irhaté le (3, 5, 10).

A kanyardvirus etioldgiai szerepét 25 évvel ezel6tt vetették fel
az otosclerosis kialakulasaban, amely az elmult években inkabb
csak betegség-specifikus asszociaciova moédosult (8, 9). Feltéte-
lezések szerint az emberi oticus capsula bizonyos esetekben sa-
jatos kanyarévirus (Paramyxovirus)-receptor expresszids minta-
zatot mutathat, amely szerepet jatszhat az otosclerosis virus-asz-
szocialt patogenezisében és magyarazatot adhat az otosclerosis-
ban tapasztalt csokkent kanyardvirus-ellenes humoralis immun-
valasz jelenségére is (3, 6, 7).

A kanyarévirus emberi cellularis receptora a CD46, amelyet
membran kofaktor proteinként (MCP Membrane Cofactor Pro-
tein) is emlitenek (I ). A CD46 minden sejtmaggal rendelkezé
emberi sejt felszinén kifejezédik, azonban nem jatszik elsédleges
szerepet a kanyarévirus fertézés soran kialakulé primer
viraemiaban, ugyanis a fertézés ezen fazisaban a lymphocytak
felszinén kifejez6dé CD 150 (SLAM) a kanyardvirus receptora
(I'1). A CD46 mindemellett, kofaktor aktivitassal bir a szérum
faktor | (SF-1, Serum Factor ) funkciéjaban, amelynek soran a
C3b és C4b komplement komponensek inaktivalédnak (I1). A
CDA46 ezzel alapvetd szerepet jatszik a gazdasejtek védelmében
a komplement rendszer tulzott aktivalédasaval szemben (11). A
CD46 kozvetitette molekularis szignalok nagy hatassal birnak a
T-sejt aktivaciéra (11, 12). A CD46 kozvetve szerepet jatszhat
kiilonb6zé autoimmun-gyulladdsos betegségek patogenezisében
is. Ebbdl kiindulva, a CD46 terapias célpont lehet egyes patold-
giai értelemben vett gyulladasos betegségekben. A szisztémas
lupus erythematosus (SLE) egyes kiilonésen agressziv, rapidan
progredialé eseteiben emelkedett CD46 szérum szinteket talal-
tak (13). lrodalmi adatok alapjan, allatmodellekben alkalmazva, a

rekombinans szolubilis CD46 hatasos szer lehet kiilonb6zé au-
toimmun-gyulladasos betegségek kezelésében (14). Példaként,
a parenteralis CD46 kezelés nagy hatékonysaggal gatolta a
szivtranszplantaciot kovetd akut transzplantatum kilokédést in-
kompatibilis allograft transzplantacié soran (14). Ennek megfele-
I6en, a rekombinans CD46 klinikai alkalmazasa a j6vében igére-
tes lehet az autoimmun betegségek és a transzplantaciés sz6-
védmények kezelésében, valamint megel6zésében (3, 14).

A CD46 mRNS az |. kromoszéma q32 régidjaban elhelyezkedd
egyetlen génrdl irédik at, azonban az mRNS molekula az alter-
nativ splicing soran jelentds poszttranszkripciés médositason esik
(eshet) at, amely végiil 14 ismert splicing mRNS varidns (a tovab-
biakban a varians az mRNS-re vonatkozik — szerz8 megj.) és par-
huzamosan /4 fehérje izoforma (a tovabbiakban az izoforma a fe-
hérjére vonatkozik — szerzé megj.) megjelenését eredményezi
(6, 11, 12). Ahogy a fentiekben mar emlitettiik, a CD46 minden
sejtmaggal rendelkezé emberi sejt felszinén kifejezédik, azonban
sejt- és szovettipustdl fliggden, az egyes CD46 izoformak igen
valtozatos intra- és interindividudlis expressziés mintazatot ko-
vetnek, amely egy egyénre az ujjlenyomatnal is jobban jellemzd,
és az élet soran végig megmarad (I |). Azonban az egyes CD46
izoformak koexpressziéjahoz eddig nem sikertiilt specifikus im-
munolégiai funkciét (inkabb fenotipust) vagy egyértelm( beteg-
ség-asszociaciét kapcsolni (6, | 1). Egyes meg nem erdsitett ta-
nulmanyok mégis felvetették a CD46 potencialis etioldgiai sze-
repét a HUS (haemolyticus uraemias syndroma) és a testicularis
infertilitas patogenezisében (6, | I).

Kutatécsoportunk korabbi eredményei alapjan felvetette a
CD46 potencialis szerepét az otosclerosis patogenezisében:
2008-ban Karosi és mtsai négy Uj otosclerosis-asszocialt CD46
mRNS varianst irtak le, azonban az mRNS-rél transzlalédott fe-
hérjék létezésérdl eddig nem sziiletett megerdsité kisérletes
adat, illetve kézlemény (6). Jelen tanulmanyunk a CD46-fehérje
izoformak koexpressziés mintazatat vizsgalja a szovettanilag
iagzolt otosclerosisos, nem-otosclerosisos és normalis stapes
mintakban annak érdekében, hogy igazoljuk a CD46-tipusu
kanyarévirusreceptorok szervspecifikus és otosclerosis-asszoci-
alt alternativ splicing mechanizmusat, amely az otosclerosis ge-
netikai hatterének alapjaul szolgalhat.

Anyagok és moédszerek
A betegek és a kontroll mintdk

Tanulmanyunkban 6sszesen |66 stapes talp mintat (férfiak=69,
n8k=97) vizsgaltunk (/. dbra). A vizsgalati csoportban 137

Ankyloticus Stapes Talpak
stapedectomia (n=137)

Normalis Stapes Talpak
Cadaver tempordlis csont disszekcié (n=29)

Szdvettani vizsgalat (H.E.)
(egyedi mintak, n=[66)
M Otosclerosis (n=77)
B Nem-otosclerosisos stapes fixacié (n=60)
M Normidlis stapes (n=29)

CDA46-Specifikus Real-Time RT-PCR
(egyedi mintak, n=57)
W Otosclerosis (n=27)
B Nem-otosclerosisos stapes fixacié (n=18)
W Normalis stapes (n=12)

CDA46-Specifikus Western Blot
(hdrom , poolozott’ mintacsoport, n=109)

W Otosclerosis ,pool” (n=27)
B Nem-otosclerosisos stapes fixacio ,pool” (n=18)
m Normalis stapes ,pool” (n=12)

I. abra: A tanulmany felépitésének vazlatos bemutatasa
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stapes minta ankyloticus volt, ezeket stapedectomia soran tavo-
litottuk el. A betegek atlagéletkora 41,7 év volt (életkor tarto-
many: 21-72 év). A vizsgalatban szerepl6 ankyloticus stapes talp
mintakat egy nagyobb és folyamatosan béviilé mintacsoportbdl
(n=419) valogattuk ki a szévettani diagnézisok attekintését ko-
vetSen, annak érdekében, hogy a tovabbi vizsgalatok soran az
otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes talpakbdl repre-
zentativ csoportokat alakithassunk ki. A részlegesen eltavolitott
és Osszetort stapes talpakat kizartuk a tanulmanybdl, mert a
fixaciot eredményezd elvaltozast magukban foglalé eliils, illetve
hatsé stapes talp pdlusok az ovalis ablakban maradtak. Azonban
az Osszetort, de utdlag teljes mértékben rekonstrualhaté stapes
talpak a tanulmanyban maradtak. A hallécsontlancolati fixacié
mitét elbtti diagnézisat az otomikroszképos vizsgalat
negativitasa, a tisztahang kiiszobaudiometria és a tympanometria
tamasztotta ala. Az 1000 Hz-es frekvencian mért csont-légkoz
minden esetben legalabb 30 dB volt. Az érintett oldalon a Rinné-
vizsgalat minden esetben negativ volt. A klinikailag stapes
fixacionak imponalé esetekben, a preoperativ tympanometria a
mérések 67,4%-aban As-, mig 32,6%-aban A-tipusu
tympanogramot ereményezett. Tizennyolc beteg esetén, a m(i-
tét elétt nagyfelbontasi CT-vizsgalatot (High Resolution
Computed Tomography, HRCT) végeztiink, amely | | esetben a
stapes talp megvastagodasat véleményezte, azonban nem igazolt
az otosclerosira jellemzd hipodenzitast sem a stapes talpban,
sem az oticus capsulaban. Negativ kontrollként 29 cadaver
stapes talp mintat allitottunk be, amelyeket eseménytelen fiilé-
szeti anamnézissel rendelkezé elhunytakbdl tavolitottunk el a
temporalis csontok disszekcidja soran (n=29, férfiak=18,
nék=11). A negativ kontroll mintakat minden esetben a halal
bealltat kévetd 20 oran beliil tavolitottuk el. A negativ kontrollok
atlagéletkora 53,5 év volt (életkor tartomany: 49-69 év). A
stapes mintakat (ankyloticus és kontroll) 6sszességében 2008 ja-
nuarja és 2009 marciusa kozott gydjtottik (DE OEC, Fiil-Orr-
Gégészeti és Fej-nyaksebészeti Klinika; PTE AOK, Fil-Orr-Gégé-
szeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika; SZTE AOK, Ful-Orr-Gégészeti
és Fej-Nyaksebészeti Klinika; Bajcsy-Zsilinszky Korhdz, Fil-Orr-
Gége Osztaly). A vizsgalat elvégzését az Egészségligyi Tudoma-
nyos Tanacs Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsiga az 84-
227/2008-1018EKU nyilvantartasi szamon engedélyezte. A vizs-
galatot minden részletre kiterjedéen a Helsinki Egyezmény
(1975) emberi jogokra vonatkozé normainak megfeleléen vé-
geztiik el.

Szovettani vizsgdlat

A szbvettani vizsgalatba bevont, 6sszesen 166 stapes mintat a
feldolgozasig —79 °C-os hdmérsékleten taroltuk, majd dekalci-
nalas tortént: 0,5 M Na-EDTA oldat, amely 0,02% (w/v) natri-
um-azidot tartalmazott (72 6ra, 4 °C). A dekalcinalt mintakat
15%-o0s (wW/v) tisztitott zselatinba agyaztuk (24 6ra, 56 °C), majd
4%-o0s (w/v) paraformaldehid oldattal Gjrafixalast végeztiink (24
ora, 20 °C). A szovettani blokkokat krioprotekcié céljabol 20%-
os (W/V) szachardz oldatba helyeztiik (2 éra, 4 °C), majd —25 °C-
os hémérsékleten, 10 um metszetvastagsagot alkalmazva, le-
metszettiik (MNT-200, Slee, Mainz, Németorszag). Az igy nyert
Uszé metszeteket 0,1 M, 0.03% (w/v) natrium-azid tartalmu
PBS-oldatban (Phosphate Buffered Saline) taroltuk 4 °C-os hé-
mérsékleten. A szévettani metszeteket a tovabbiakban minden
minta esetén 3 pdrhuzamosan vizsgdlt csoportra osztottuk:

B hagyomanyos hematoxylin-eozin festés (HE),

B CD46-specifikus real-time RT-PCR,

B | poolozas” és CD46-specifikus western blot vizsgalat.

Az aktiv és az inaktiv otosclerosisos esetek szévettani megkuilon-
boztetésére, a korabbiakban mar részletesen leirt kritériumok
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mellett, faziskontraszt mikroszképos vizsgalatot végeztiink. A
szovettani vizsgalatok eredményeit két kutaté egymastdl fiigget-
lenll elemezte és véleményezte: Cs. P elvégezte a HE-festést,
majd a metszetekrdl el6zetes véleményt adott, ezt kdvetden K.
T. attekintette az el6zetes leleteket és véglegesitette a szovettani
diagnézisokat.

RNS extrakcié

A homogenizalt iszé metszetekbdl (n=>57) TRI Reagent™ oldat
segitségével, a gyarté utasitasait betartva, a teljes RNS-tartalmat
kivontuk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok). A
metszeteket desztillalt vizzel alaposan atoblitettiik annak érde-
kében, hogy eltavolithassuk a formalint, a paraformaldehidet és
az egyéb szennyezddéseket. Ezt kovetéen a mintakat, folyékony
nitrogénben fagyasztva, homogenizaltuk. A Tri Reagent™ oldatot
és a szuszpendalt szerves anyagot Gsszeraztuk (vortex), majd 10
percig szobahémérsékleten allni hagytuk. A szsuszpenziékhoz
kloroformot adtunk (100 ul; Sigma-Aldrich), majd a mintakat is-
mételten Gsszeraztuk és tovabbi 10 percen keresztiil szobahd-
mérsékleten allni hagytuk. A mintakat 4 °C-on, 13.000/perc
(rpm) fordulatszamon, 15 percig centrifugaltuk. A felsé vizes fa-
zist leszivtuk és eltavolitottuk. A mintakhoz ezutan izopropanolt
(250 ul; Sigma-Aldrich) adtunk és az RNS-t tgy precipitaltuk,
hogy a szuszpenzidkat egy éjszakan at —70 °C-os hdmérsékleten
taroltuk. Ezt kévetéen 4 °C-on 30 percen keresztiil ismételt
centrifugalast végeztiink |13.000/perc (rpm) fordulatszamot al-
kalmazva. A centrifugacsévek fenekén megjelené RNS-pelyhe-
ket (pellet) 70%-os (v/v) etanollal mostuk, majd meleg levegével
szaritottuk. A kiszaradt, viz- és alkoholmentes RNS-t 20 ul dietil-
pirokarbonattal kezelt (DEPC), hésterilizalt, desztillalt vizben uj-
raoldottuk, majd azonnal elkezdtiik a reverz transzkriptaz reak-
ciot.

CDA46-specifikus real-time PCR

Az egyes CD46-variansok egymashoz viszonyitott relativ

expresszidjanak kvantifikaciéjat real-time RT-PCR vizsgalattal vé-

geztiik el. A CD46-variansok kimutatasahoz 2 ul cDNS PCR
amplimert (6) hasznaltunk, amely végiil 20 ul reakciétérfogatot
eredményezett a TagMan Gene Expression Master Mix™ (Applied

Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt Allamok), ROX és 900 nM

PCR-t az Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System™ ké-

sziilékén végeztiik el. Az egyes ciklusok profilja a kovetkezé volt:

B elbzetes denaturacié: 10 perc, 95 °C,

B 40 amplifikacié ciklus: 15 masodperc, 94 °C denaturacié és
| perc 60 °C annealacié és extenzié, majd adatgydijtés és au-
tomatikus leolvasas.

Az amplifikacié adatokat a Software package 7500 System SDS

Software RQ Study Application version 1.4.0.25™ (Applied

Biosystems) szamitégépes program segitségével elemeztiik. A

korabban leirt négy otosclerosis-specifikus CD46-varians (6) ki-

mutatasa és elkiilonitése végett a Q-PCR primereket és az MGB
prébakat a Primer Express Software for Real-Time PCR Version
3.0™ (Applied Biosystems) szamitogépes program segitségével

terveztiik meg. A CD46-specifikus reakcidkban ugyanazt a

»forward” primert és prébat alkalmaztuk minden esetben (1.

tablazat). A reverz primereket gy terveztiik, hogy a CD46

mRNS variabilis régiéjanak kiilonb6zé exon hataraihoz kapcso-
|6djanak, amelyek kizarélag az adott otosclerosis-specifikus va-
riansra jellemzdek (/. tdbldzat). Minden PCR reakcié tripletben

(3 parhuzamos reakcid) tortént. Az abszorbanciavaltozas (delta

Ct) relativ kvantifikiciéjat és a referenciagén (gapdh, MIM

138 400) expressziés adatainak normalizaciéjat az SDS

1.4.0.25™ (Applied Biosystems) szamitégépes program segitsé-
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I. tablazat: A CD46-specifikus real-time RT-PCR primerek jellemzdi

Primer Szekvencia 5’-3’
osfor (+) CCTCGATGGCAGCGACA
oslrev () TGTCGTTACTGGGTTTGTAGAAA
os2rev (-) TGACGTTGAGGTTGTTGAAACCT
os3rev (-) GGAGGAAACTTCTATAGAAACCTTGA
osdrev (-) GAGGTGGTAGACGAAAGGAAAC

?olvadasi hémérséklet
®a CD46 mRNS exonja
‘a CD46 mRNS nukleotidja

gével végeztiik el. Minden egyes stapes mintat két parhuzamos
reakcids elegyben vizsgaltunk, emellett a cDNS-mentes negativ
kontrollok elemzése is duplikatumban tortént.

CDA46-specifikus Western blot

A szbvettanilag vizsgélt stapes mintak harmadik sorozatat
(n=109) harom ,,poolozott’, tehat Ssszesitett csoportba osztot-
tuk: otosclerosis csoport (n=50), nem-otosclerosisos stapes fixdciés
csoport (n=42) és normdlis stapes talpak csoportja (n=17). A
,poolozott” mintakat steril PBS pufferrel haromszor atmostuk
annak érdekében, hogy eltavolithassuk a western blotot zavaré
szennyezddéseket. A tisztitott mintakat folyékony nitrogénben
poritottuk. Az elmorzsolt mintakat RIPA pufferben lizaltuk (150
mM NaCl, 1% [w/v] NP40, 50 mM Tris-HCI, 5% [w/v] Na-
deoxikolat, 0, 1% [w/v] SDS, 0,01% [w/v] natrium-azid, | mM
EDTA), amelyet EDTA-mentes Protease Inhibitor Cocktail™
(Roche, Basel, Svajc) hozzaadasaval egészitettiink ki. A fehérje-
koncentraciét Bradford-reagens segitségével hataroztuk meg. A
teljes fehérje extraktumokat (10-15 ug) SDS ,,loading” pufferben
forraltuk, majd 7% (w/v) SDS-poliakrilamid gél elektroforézis
soran (SDS-PAGE) szeparaltuk. A szeparatumokat elektroblot
soran nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A membranokat
5%-os (W/V) zsirszegény tejpor oldattal blokkoltuk, amit eléze-
tesen Tris-pufferelt sés Tween-oldatban szuszpendaltunk (TBST:
10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% [w/v] Tween20; pH=7,9). A
blottolt fehérjéket anti-CD46 (1:200; R&D Systems, Minneapolis,
MN, Egyesiilt Allamok) és anti-f-actin (1:1000; Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Németorszag) antitestekkel azonositottuk. Az el-
sédleges antitesteket 5%-os (W/v) zsirszegény tejpor TBST-s ol-
databan szuszpendaltuk. A blottolt nitrocellul6z membranokat 3
alkalommal TBST pufferrel mostuk, majd torma-peroxidaz (HRP
Horse Radish Peroxidase)-jel6lt masodlagos szamar (R&D
Systems) és kecske (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, Egyesiilt Alla-
nitrocelluléz membranokat ismételten mostuk, majd Super Signal
West Pico Chemiluminescent Substrate™ (Pierce, Rockford, IL,
Egyesiilt Allamok) oldattal kezeltiik. Az eléhivas rontgenfilmre
tortént (Kodak, London, Egyesiilt Kiralysag). A CD46-specifikus
western blot pozitiv kontrolljaként THP-/, C33A és Hela sejtvo-
nalakat alkalmaztunk.

Eredmények

Az ankyloticus stapes talpak koézott 77 esetben (56,2%) szovet-
tanilag is igazoltuk az otosclerosisos goc jelenlétét (2. dbra). A fa-
ziskontraszt mikroszképos vizsgalatok eredményei alapjan, sz6-
vettanilag 51 (66,23%) aktiv és 26 (33,76%) inaktiv otosclerosist

Tm (°C)* Célzott exon® Kap:::;i’déﬁ
59 6. +1468 - +1485
58.5 14, +3351 - +3374
59.7 14, +3367 - +3390
58.4 14, +3390 - +3416
59.7 14, +3342 - +3365

talaltunk (2. dbra). Az aktiv otosclerosist megvastagodott és de-
formalt stapes talp jellemezte, amelyen beliil a cementvonalak
szabalytalan, fonatos és 6rvénylé szerkezetet mutattak. Ezekben
az esetekben az otosclerosisos géc festédése kifejezetten bazofil
volt. A csontalapallomanyban hipervaszkularizacié, szamos
tobbmagvul osteoclast, hipercellularis fibrézus stroma és nagy-
szamu, felfdjt, szabalytalan alak( osteoblast volt jelen (2. dbra).
Az inaktiv otosclerosist eozinofil festédés és elsésorban lamella-
ris cementvonal-elrendezédés jellemezte. Az osteoclastok telje-
sen, az osteoblastok nagyrészt hianyoztak, a vaszkularis és
pszeudovaszkularis Grok eltlintek (2. dbra). A 60 (43,8%) nem-
otosclerosisos stapes fixacié esetén, a szvettani vizsgalat egy-
részt Un. annularis calcificatiot (n=>57, 95%), masrészt lokalizalt
haemosiderosist (n=3,5%) igazolt (2. dbra).

2. abra: Ankyloticus és normalis stapes mintak sz6-
vettani vizsgalata (HE)
A: Aktiv, obliterativ otosclerosis. A pszeudovaszkularis tere-
ket fehér nyil jeloli.
B: Inaktiv otosclerosisos goc a stapes talp eliilsé pélusaban.
C: Haemosiderosis a stapes talp hatsé pélusaban.
D: Annularis calcificatio. A stapes talp megvastagodott, a hat-
s6 polus szogletes torési vonalat mutat (fekete nyil).
E: Normalis stapes. Roviditések: AP: eliilsé pélus, PP: hatsé
polus, AC: eliilsé szar, PC: hatso szar, FP: stapes talp

Az j CDA46-variansok expressziés mintazatanak ésszehasonlité
elemzése soran azt talaltuk, hogy az os/—4 mRNS variansok ki-
zaroélag a szévettanilag is megerdsitett otosclerosisos stapes tal-
pakban fejezédnek ki, ennek megfeleléen otosclerosis-specifi-
kusnak tekinthetéek (3. dbra). A negativ kontrollként alkalma-
zott normalis stapes talpakban és a nem-otosclerosisos stapes
mintakban nem talaltunk os /-4 mRNS expressziét. Az (j varian-
sok kozott az os2 rendelkezett a legnagyobb atlagos képiaszam-
mal (expressziés szinttel), amelyet csékkend sorrendben az os/,
o0s4 és végiil az 0s3 mRNS-variansok kévettek (3. dbra). Azt ta-
pasztaltuk, hogy az otosclerosis-specifikus CD46-variansok egy-
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mashoz viszonyitott expressziés szintje és mintazata az egyes
mintakban relative allandé volt és nem fliggdtt az otosclerosis
szovettani aktivitasatol.

A western blot analizis soran a normalis (n=17) és a nem-
otosclerosisos stapes talpakban (n=42) csak a CD46 konvenci-
ondlisan transzlalédé fehérje izoformakat (c [89 kDa], d [78
kDa], e [6]1 kDa], f[5] kDa] és I [37 kDa]) sikeriilt kimutatnunk
(4. dbra). Ezzel szemben, az otosclerosisos stapes mintakban
(n=>50) tovabbi négy CD46 izoformat azonositottunk: os/, 0s2,
0s3 és 0s4 (27 kDa, 20 kDa, 17 kDa és 14 kDa) (4. dbra). Az os |-
4 izoformak western blot alapjan becsiilt molekulatémege pon-
tos korrelaciét adott az el6zé tanulmanyunkban kimutatott
otosclerosis-specifikus mMRNS-variansok szekvencia adatai alap-
jan szamitott varhaté molekulatomegekkel (6).

Megbeszélés

Az otosclerosis genetikai meghatarozottsagat az elmult évtize-
dekben tobb tanulmany is felvetette, de eddig nem sikeriilt
egyetlen célgént, illetve otosclerosis-specifikus genetikai mutaci-
6t sem azonositani (3, 10, |5). Korabban tobb tanulmany is be-
mutatott populacids szintli genetikai asszociaciokat, olyan bete-
gekesoportokban, illetve csaladokban, akik klinikai otosclerosis-
ban, pontosabban stapes fixaciéban szenvedtek (10, 15). Noha
a betegek sok esetben atestek stapedotomian, a stapes talpak
szovettani vizsgalata technikai okobdl egyetlen esetben sem tor-
tént meg, ezért ezen tanulmanyok nem specifikusak sem az
otosclerosisra, sem a nem-otosclerosisos stapes fixaciékra nézve
(10, 15). A halmozottan eléfordulé stapes fixaciéban szenvedd
csaladokban és a nem valogatott nagy populacidkban végzett ge-
netikai tanulmanyok és génasszociacids vizsgalatok autoszomalis
dominans 6roklésmenetet talaltak, ahol a betegség penatranciaja
inkomplett és kb. 40-45%-ra tehetd (10, 15). A genetikai kap-
csoltsagot vizsgalé tanulmanyok eddig nyolc ,,otosclerosis-speci-
fikus” 16kuszt talaltak: OTSCI-OTSC8, amelyek rendre a 15q,
7q, 6p, 16q, 3q, 6q és 9p kromoszémakon helyezkednek el (3,
10, 15). Annak ellenére, hogy ezeket a kromoszémarégiokat fel-
térképezték és szekvenaltak, az otosclerosisos csontatépiiléssel
ok-okozati kapcsolatban 1évé géneket, illetve fehérjetermékeket
nem sikeriilt azonositani, st a l6kuszok egy része nem kédold
régiot érintett (3, 10, 15). A késébbi tanulmanyok mar tilmutat-
tak a génasszociacios, illetve kapcsoltsagi vizsgalatokon és konk-
rét, néha meglehetdsen egzotikus géneket vettek célba: COLIA/
(I-tipust kollagén Al allél), COLIA2 (I-tipusu kollagén A2 allél),
BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2), BMP4 (Bone
Morphogenetic Protein 4), TGFB/ (Transforming Growth Factor
Beta 1) és RELN (16, 17, 18, 19). Késébb igazolédott, hogy ezek
a gének nem jatszanak kozvetlen etioldgiai szerepet az otoscle-
rosis kialakulasaban, azonban az otosclerosisos csontatépiilés kii-
16nb6z6 szakaszaiban fehérjetermékeiknek fontos szabalyozé
szerepe lehet (16, 17, 18, 19). Osszefoglalva, a korabban leirt
genetikai asszociaciok és ,,otosclerosis-specifikus” gének nem
adnak magyarazatot az otosclerosis sajatos jellemvonasaira, mint
a specifikus emberi betegség, a néi dominancia, a felnétkori be-
tegségkezdet, a szervspecificitas és a gyulladasos csontremo-
dellaciés zavar (3, 4). Korabbi eredményeink alapjan, egy aktiv
otosclerosisos géc atlagos élettartama kb. 5-7 év lehet a szovet-
tani inaktivacioig, ezért egy dinamikus genetikai modell sziiksé-
ges ezen ,,gyogyulasi” folyamat magyarazatara (20). Az otoscle-
rosis patogenezisében bizonyitott szerepet jatszé T-sejtek, gyul-
ladasos cytokinek, illetve egyéb csontanyagcsere-mediatorok a
fentieken tul felvetik az autoimmun-gyulladasos folyamat lehetd-
ségét is, amely a maga komplexitasaban hasonléan komplex ma-
gyarazatot igényel (3, 20).

5 (h=27)

Rn

osl 0s2 0s3 os4

3. abra: CD46-specifikus real-time RT-PCR. Az oto-
sclerosis asszocialt CD46 splicing mRNS-variansok
relativ expresszios szintjeinek atlaga otosclerosisos
stapes talpakban. A szérasvonalak a standard hiba
median értékét jelolik
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4. abra: A CD46-fehérje expresszios mintazatanak
western blot analizise a stapes talp mintak kilon-
b6z6 szovettani csoportjaiban. A CD46 expresszio
és a western blot vizsgalat kontrolljaként alkalma-
zott THP-1, C33A és Hela sejtvonalakat az f-vari-
ans kizarolagos, (THP-1, C33A) valamint az f- és
g-variansok (Hela) egyiittes expresszidja jelle-
mezte. A béta-aktint a CD46-variansok
koexpresszidjanak ,,housekeeping” kontrolljaként
hasznaltuk minden egyes stapes talp csoportban.
Fehérjeszinten a normalis és a nem-otosclerosisos
stapes talpakat a c-, d-, e-, f- és l-izoformak egyiit-
tes expresszidja jellemezte. Ezzel szemben, a sz6-
vettanilag is megerdésitett otosclerosisos stapes
talpakban a fentieken kiviil, négy uj fehérje
izoformat mutattunk ki (osl1-4)
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Az otosclerosisos csontatépiilési zavarnak jelenleg sincs allatmo-
dellje, amelynek egyik oka az, hogy a gerincesek (vertebratae), il-
letve ezen beliill az eml8s6k (mammaliae) nem rendelkeznek
kanyarovirusreceptorokkal (3, 4). A kanyarévirust morfolégiailag
— és molekularis biologiai médszerekkel — genomikus szinten is
kimutattak az otosclerosisos gécokban (8, 9). Ezek a megfigyelé-
sek hivtak fel kutatécsoportunk figyelmét a CD46 molekulara,
amely a kanyarévirus altalanos, és kizarélag az emberben kifeje-
z6d6 receptora (6, |1, 12). Az CD46 izoformak sajatos
koexpressziés mintazataval kapcsoltan még nem sikertilt egyetlen
betegséget sem azonositani. Ujabb tanulmanyok azonban felvetik
a CD46 etiolégiai szerepét a HUS (haemolyticus uraemias
syndroma) és a testicularis infertilitas patogenezisében is (1 I, 12).
Az otosclerosis 6sszetett és dinamikus genetikai modelljének
alapjat a CD46 splicing variansok valtozatos expresszés minta-
zatanak lehet8sége képezi (6). Korabbi eredmények alapjan tgy
tlinik, hogy ez a valtozatos expressziés mintazat az otosclerosis
esetén nagyon is allandé és a jol ismert variansok mellett,
betegségspecifikus variansok megjelenése is jellemzi (6). Az
mRNS szekvencia adatokkal &sszevetve, az Gjonnan leirt CD46-
fehérje izoformakat révidebb vagy hianyzé transzmembran
domén és szokatlan citoplazmatikus domének jellemzik, azon-
ban a viruskété domének valtozatlanok maradnak (6) (5. dbra).
A CDA46 fehérjemolekula transzmembran és szolubilis izoformait
mind az emberben, mind a CD46 transzgénikus egerekben leir-
tak (6, 11, 12). A szolubilis izoformak létrejottében azonban a
transzgénikus egerek és az ember k&zott jelentds kiilonbség
mutatkozik (11, 12). Az egérben egy alternativ Gton kivagddd
mRNS exon hianya teszi lehetévé a szolubilis citoplazmatikus va-
rians expresszidjat, ezzel szemben az emberben a szolubilis
CD46 izoformat csak fehérjedegradaciés terméknek tekintik,
amelynek nincs genetikai alapja (I 1). Tanulmanyunk egyik érde-
kessége, hogy felveti a szolubilis 0s4 CD46 izoforma alternativ
splicing Gton toérténd létrejottének lehetéségét (3., 5. dbra). A
transzmembran és a citoplazmatikus szignaltranszdukcios
domének szintjén létrejové valtozasok valdszinlleg (nem bizo-
nyitottan) érintik a jelatviteli folyamatokat is, amelyek magyaraz-
hatjak a kanyarévirus perzisztalé — és lényegében zavartalan —
replikaciéjat (lassuvirus fert6zés).

A kanyarévirus-ellenes szérum IgG-szint jellegzetesen csékkent
otosclerosisban, amely a humoralis immunvalasz egy szegmensé-
nek latenciajara utalhat (6, 7). Mindez fiiggetlen a véddoltastdl
vagy korabbi kanyarévirusfertézéstdl. A fenti jellemvonast leg-
alabbis részben magyarazhatja az otosclerosis-specifikus CD46
izoformak szervspecifikus kifejezédése (6, 7). Ugy gondoljuk,
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5. abra: A konvencionalis és a négy Uj otosclerosis-
aszszocialt CD46-varians vazlatos szerkezete

hogy a CD46 (j variansai a szignaltranszdukcié szintjén lehetévé
teszik a kanyardvirus sejtekbe térténd internalizacidjat anél-
kil, hogy aktivalédna a TCR-dependens (TCR: T-cell Receptor,
T-sejt receptor) CD4+ T-helper-sejt Gtvonal és a kévetkezmé-
nyes B-sejt dependens immunglobulinvalasz (6, 7, | I, 12). A fen-
tieken tul azt is feltételezziik, hogy az otosclerosis patogenezisé-
nek egyik legfontosabb eleme az a kévetkezményes autoimmun
gyulladasos reakcid, amelyet a kanyarévirus antigének az Gj CD46
variansokhoz koétédve kozvetitenek a természetes 6lSsejtek
(NK-sejtek) és a CD8+ T-sejtek aktivacidja révén (6, 11, 12). Eb-
ben a folyamatban szamos gyulladasos cytokin (TNF-alfa, IL-1,
TGF-béta) és csontspecifikus szabalyozé fehérje (osteoprotege-
rin, BMP) rendkiviil fontos, de a betegség lényegét tekintve csak
masodlagos szerepet jatszik (4, 17, 18, 20).

Azok a fehérjék, amelyek kiilonb6zé splicing izoformakban
expresszalédnak, képesek utanozni a hagyomanyosan elfogadott,
szabalyos Mendeli-6réklésmenetet (3, 6, 10, | 1). Az otosclerosis
csaladilag halmozédé és inkomplett penetranciaval jellemzett,
autoszomalis dominans 6roklésmenetet mutaté eseteit genetika-
ilag magyarazhatja a CD46-tipust kanyarévirusreceptorok oticus
capsulan beliili betegségspecifikus alternativ splicingja (10,15).
Eredményeink ugyanakkor felvetnek egy jelenleg nehezen meg-
valaszolhat6 kérdést: vajon a kanyardvirusfertézés maga indukalja
az Uj CDA46-variansok megjelenését vagy a mar létezd (és a be-
tegségre hajlamositd) Uj variansok teszik lehetévé a virussal
szembeni szervspecifikus fogékonysagot és a sajatos lassuvirus-
fertézést (6, 11, 12)? A valasz nagy valdszinliséggel a génex-
pressziét és az alternativ splicingot szabalyozé fehérjék ex-
presszidjaban rejlik, amelyek egyedileg teszik lehetévé (metilacio,
acetilacio stb.) a CD46 U] variansainak otosclerosisban tapasztalt
kifejezédését (4, 6, | I, 12). A kérdés megvalaszolasa természe-
tesen szamos tovabbi vizsgalatot igényel a j6vében.
Osszefoglalva, szoros 6sszefiiggést talaltunk az Gj CD46-fehérje
izoformak expresszidja és a szévettanilag megerdsitett otoscle-
rosis kozott. Jelen eredményeink ésszhangban allnak a korabban
mar mRNS szinten k&zolt adatokkal: az Gj fehérje izoformak be-
csiilt molekulatomege megegyezik a szekvenciaanalizisbdl sza-
mitott, vart molekulatomeg értékekkel (6). Hangsllyozzuk
azonban, hogy tanulmanyunk deskriptiv jellegii, ezért jelenleg
nem bizonyitja, hogy az otosclerosis virus-asszocialt patogene-
zisében az Ujonnan leirt CD46 izoformak oki szerepet jatszana-
nak. Hipotézisiink, miszerint a CD46 izoformak szervspecifikus
alternativ splicingja és betegségspecifikus expressziés mintazata
jelenti az otosclerosis genetikai alapjat, tovabbi bizonyitast igé-
nyel.

Készonetnyilvanitds

Készénettel tartozunk dr. Liktor Bélint Féorvos Urnak és dr. Z. Sza-
b6 LdszI6 professzor trnak (Bajcsy-Zsilinszky Kérhdz, Fiil-Orr-Gége
Osztdly, Budapest), dr. Pytel J6zsef professzor trnak (PTE, AOK, Fiil-
Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, Pécs) és végiil, de nem
utolsé sorban dr. Jéri J6zsef professzor drnak (SZTE, AOK, Fiil-Orr-
Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, Szeged) a stapes mintdk
gyljtése sordn nyujtott 6nzetlen segitségiikért.

Munkdnk az Orszdgos Tudomdnyos Kutatdsi Alapprogramok (OTKA
PD75371, K81480, OTKA-NKTH K68476) és a Debreceni Egyetem
Mecenatdra Pdlydzatanak (DE OEC Mec 17/2008) anyagi tdmoga-
tdsaval késziilt.

Roviditések: N: a CD46-fehérje N-terminalisa, C: A CD46-fe-
hérje C-terminalisa, CCP: Complement Control Protein Region,
SCR-1I és SCR-2: Short Consensus Repeats | és 2, STP: Serine-
Threonine-Proline Rich Region, U: Region of Unknown
Significance, TM: Transzmembran domén, CYT2 és CYT3: 2-es
és 3-as citoplazmatikus domén.
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