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Uj, otosclerosis-specifikus CD46 variansok:
Az otosclerosisos csontatépiilés genetikai alapja?
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OSSZEFOGLALAS: Az otosclerosis szervspecifikus, virus
indukalt, komplex csontremodelliziciés zavar, ezért azt
feltételeztiik, hogy az oticus capsula (és a stapes talp) sajatos
kanyarévirus receptor mintazattal rendelkezik. A kanya-
révirus receptora a 14 ismert ,,splicing” izoformaval rendel-
kez8 CD46 molekula. A stapedectomia sordn eltavolitott
stapes talpakbdl (N=99) kivontuk a nukleinsavakat.
Parhuzamosan szdvettani-, CD46-specifikus immunhisz-
tokémiai- és multiplex RT-PCR vizsgilatokat végeztiink.
A kanyarévirus kimutatés ,semi-nested” RT-PCR techni-
kéaval tortént. A CD46 ,splicing” varidnsait ,nested” RT-
PCR technikéaval mutattuk ki, majd cDNS szekvenél4ssal
tipizaldst végeztiink. A kanyarévirust kizardlag a szovet-
tanilag is otosclerosisos stapes talpakban azonositottuk. A
virusnegatiy, fixalt stapes talpak véltozatos kérszovettan-
nal jellemzett, degenerativ elvaltozasokat mutattak. Az
otosclerosisos gécokat szdmos erds CD46 immunreakciot
mutaté osteoclast jellemezte, szemben a nem-otosclerosi-
sos stapes fixaciokkal. A normaélis és a nem-otosclerosisos
stapes talpakban kizdrélag a CD46 ,c”, ,d”, ,e”, ,f” és "
varidnsainak expresszidjat tapasztaltuk. Ezzel szemben az
otosclerosisos gécokban négy eddig ismeretlen CD46
,»splicing” varidnst azonositottunk: osl, 0s2, 0s3 és 0s4. Az
Gjonnan azonositott CD46 izoformak roévidebb vagy hi-
anyzé transzmembran domént és egy meglehetSsen ritka
citoplazmatikus farkat tartalmaztak. Ezen molekuldk jel-
atvitele biztosan koros, ugyanakkor viruskots képességiik
véltozatlan maradt. Valészinileg ezek a valtozasok tehetSk
felelGssé az otosclerosisban tapasztalt zavartalan virusrep-
likdcioért. A CDA46 sajatos kifejez8dési mintazata és az Gj
izoformak megviéltozott funkcidi egyiittesen magyarazhat-
jak az otosclerosis szerv- és virusspecifikus patogenezisét.
KuLcsszavak: CD46, kanyardvirus, otosclerosis, csont re-
modell4cid, alternativ ,splicing”

Kozlésre érkezett: 2008. 08. 30.

DE OEC, Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti

Klinika

Cim: 4032 Debrecen, Nagyerdei Krt. 98.,

Tel./Fax: (52) 414-763

E-mail: karosi@freemail.hu,
karositamas@gmail.com

SUMMARY: Otosclerotic bone is supposed to show unique
CD46 expression pattern since otosclerosis is an organ-
specific, complex bone remodeling disorder of the human
otic capsule, which is associated to persisting measles virus
infection. The general cellular receptor of measles virus is
the CD46, which has 14 known splicing isoforms. Nucle-
ic acid was extracted from ankylotic stapes footplates
(N=99) removed during stapedectomies. Consecutive
histologic-, CD46 specific immunohistologic analysis and
multiple PCR amplifications were performed. Measles
virus was detected by semi-nested RT-PCR. Splicing vari-
ants of CD46 were identified by nested RT-PCR and fi-
nally determined by mass sequencing of cDNA. Measles
virus RNA was detectable only in histologically otoscle-
rotic stapes footplates. Virus negative fixed stapes repre-
sent degenerative disorders of variable histopathology.
Otosclerosis is featured by an increased number of osteo-
clasts showing strong CD46 immunoreaction in contrast
to non-otosclerotic stapes fixations. Normal and non-
otosclerotic stapes footplates show consistent expression
of ,¢”, ,d”, ,e”, ,f” and ,I” CDA46 splicing isoforms. In con-
trast, four novel CD46 splicing variants were additionally
detected in otosclerosis: osl, 0s2, 0s3 and o0s4. Newly de-
scribed CD46 isoforms have shorter or missing transmem-
brane domain and a quite rare cytoplasmic tail with
pathologic or uncommon signal transduction, however,
virus binding ability remains equal and invariable. These
changes may be responsible for the smooth virus replica-
tion. A special expression pattern and altered functions of
CD46 could explain the organ specific and virus associat-
ed pathogenesis of otosclerosis.

KEYWORDS: CD46, measles virus, otosclerosis, bone re-
modeling, alternative splicing

Bevezetés

Az otosclerosis az oticus capsula kéros csontét-
épiilésével jellemzett, lassi kanyardvirus fert&zés
eredményeképpen létrejovs, gyulladdsos betegség
(1-3). Az otosclerosisos gocok déntSen a stapes fiil-
ke kornyékén és a pericochledris régiéban alakulnak
ki, vezetéses- és szenzorineuralis hallascsokkenést
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okozva (4). A kaukazusi fehér populacidban a klini-
kai otosclerosis prevalencidja 0,4-0,6%, mig a veze-
téses hallascsokkenések kozott 9-21%-os eléfordula-
si aranyt mutat (4). Az otosclerosis és a néi nem kap-
csolata jol ismert: a betegség kb. négyszer gyakrabban
jelentkezik nékben, amely egyébként az autoimmun
betegségek tipikus jellemvondsa. A szodvettani (nem
klinikai) otosclerosis kb. tizszer gyakoribb, mint a kli-
nikai otosclerosis: patolégiai tanulmanyok szerint a
tempordlis csontok 5-12%-ban észlelhets (3, 4). Ko-
rabban t6bb szerzd is megéllapitotta, hogy az otoscle-
rosis (stapes ankylosis) egyes esetei inkomplett pe-
netranciaval jellemzett, autoszémalis dominéns
oroklésmenetet kovetnek, azonban mas esetekben a
betegség nemzedékek dtugrisara is képes (5).

Az aktiv otosclerosist hypercelluldris és hypervas-
cularizélt csontatépiilési gocok jellemzik (6, 7). A ta-
gas pseudovasculdris {irdket szimos szabélytalan alakd
osteoclast, tobbmagvi dridssejt, fibroblast és oszt6dd
endothelsejt tolti ki (6, 7). A fonatos szerkezet{i és
erGsen basophil festédést mutaté csontalapallomény
mennyisége jelentSsen megnd (6). Az aktiv otoscle-
rosisban tapasztalt kérszovettani elvaltozasok megle-
het&sen hasonlitanak a Paget-kér csontremodellizaci-
Os gocaira (7). Az el6rehaladott (kiégett) otosclero-
sist hypocellularis, eosinophil fest6dés{i és fonatos
szerkezet(i osteoid alapallomany jellemzi (6).

Mis szerz8k és sajat kordbbi eredményeink alap-
jan fontos hangsilyoznunk, hogy az otosclerosisos
csontban torténd kanyardvirus kimutatds kizardlag
lefré eredménynek tekinthetd, és nem ad informaciét
az otosclerosis pathogenezisével kapcsolatban. En-
nek megfelelGen azt feltételeztiik, hogy az otosclero-
sisos oticus capsula egyediilallé CD46 expresszids
mintazatot mutat, amely egyrészt alapjat képezheti az
otosclerosis pathogenezisének, mdsrészt magyaraz-
hatja a csokkent kanyarévirus ellenes, humorélis
immunvélaszt (7-9).

A kanyarévirus emberi celluldris receptora a
CD46 molekula (MCP — Membrane Cofactor Protein),
amely kofaktor tevékenysége révén a szérum faktor I
(SE-I) segitségével inaktivalja a C3b és C4b komple-
ment komponenseket, megvédve ezzel a gazdaszerve-
zet sejtjeit a komplement rendszer tdlzott aktivaloda-
saval szemben (10, 11). A CD46 ,messenger” RNS-e
(mRNS) egy, az 1. kromoszéma hosszt karjan (1g32)
elhelyezkeds génrdl irédik 4t, azonban az alternativ
»splicing” soran bekovetkez8 posztranszlaciés modosi-
tasokat kévetSen kiilénbodzs izoformakat kodol (12).
A CD46 egy . tipust transzmembran glikoprotein,
amely 14 eddig ismert izoforméval (,,splicing” varians-
sal) rendelkezik. Ezek az izoformék ugyan valtozatos
mintizatban és mennyiségben, de minden sejtmaggal
rendelkez8 emberi sejt felszinén kifejez6dnek (12,

13). Fontos megjegyezni, hogy eddig nem irtak le sa-
jatos szerepet vagy betegséget, amely a kiilonbozs
CD46 izoformék ko-expresszidjahoz kapcsolodna (12,
13). A CD46 az egyes emberi szovetekben igen kii-
16nbdz8 expresszids szinteket mutat. A CD46 ersen
fejez8dik ki az epithelidlis sejtek a fibroblastok és a
chondrocytik felszinén; kozepesen a lymphocytak és az
endothel sejtek felszinén; és alig kimutathatdan az os-
teoclastok és az osteocytdk sejtmembréanjaban (7, 13).

A CD46 mRNS-ében az 1-6. exonok alkotjik a
konzervativ régiot (1. dbra) (12). Ezek az exonok fe-
lelgsek a CD46 CCPs (Complement Control Protein
repeats) és SCR (Short Consensus Repeat) moduljai-
nak koédolasaért, amelyek a kanyarévirus és a HHV6
(Human Herpes Virus 6) receptorai (1. dbra) (14,
15). A 7-9. exonok kddoljék az erésen O-glikozilalt
STP (Serine-Threonine-Prolin rich region) domént,
amely fontos szerepet jatszik az extracellularis mat-
rixhoz val6 kotédésben és a Neisseria-fajok recepto-
raként is ismert (1. dbra) (14-16). A 7-9. és a 13.
exonok alkotjak az alternativ ,splicing” 4ltal leginkabb
érintett hypervaridbilis régiot (12). A 10. exon kodo-
16 funkcidja ismeretlen. A 11-12. exonok kédoljak a
transzmembrin domént (1. dbra). A 13-14. exonok
kodoljadk a CD46 molekula citoplazmatikus farkat,
amely kiilonboz8 kindzokat megkdtve, alapvets sze-
repet jatszik a citoplazmatikus jeldtvitel kezdeti sza-
kaszdban (1. dbra). Az 4ltaldnosan elterjedt CD46
izoformak (a-1) két f§ citoplazmatikus doménnel ren-
delkezhetnek: egy rovidebb CYT-1 (13. exon (stop
kodon) és 14. exon; 17 aminosav) és egy hosszabb
CYT-2 tipussal (14. exon; 24 aminosav) (1. dbra) (12,
16). Azonban az ,m” és az ,n” izoformakat két meg-
lehettsen ritka citoplazmatikus farok jellemzi, me-
lyek jelatviteli folyamata ismeretlen: CYT-3 (14.
exon; 25 aminosav) és CYT-4 (14. exon; 25 amino-
sav) (1. dbra) (12, 16). A CYT-1 tipus esetén a C-ter-
mindlis kazein-kindz II és protein-kinaz C foszforil4-
cids helyeket tartalmaz, mig a CYT-2 tipus az src-ki-
nazt és a kazein-kindz II-t koti, amely a CYT1 és
CYT-2 végti CDA46 izoformdk teljesen eltérs jelatvi-
teli folyamatait tiikrozi (12, 16).

Az emberi CD4+ lymphocytdkban az aktivalt
CD46 molekuldk keresztkotése Vav (GTPaz csalad
tagja) és Rac (Related to PKA and PKC kinase) ak-
tivaciot indukal. A keresztkotés az Erk (extracellular
signal-regulated kinase), a mitogén aktivalt kiniz
(MAK), a p120CLB és a LAT (Linker for Activation
of T-cells) adapter fehérjék foszforilacidjat is kivaltja
(17, 18). A CD46 altal mediélt szignalok az emberi
CD4+ T-sejtek TCR (T-cell receptor) dependens
proliferacidjat és indukcidjat is kivéltjak, emellett
hozz4jarulnak a regulator T1-sejtek kialakulasihoz is

(17, 19, 20). Fontos hangstlyozni, hogy a CD46 altal
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kozvetitett jelatvitel lényegesen nagyobb T-sejt akti-
véciot eredményez, mint a hagyoméanyosan fontos-
nak tartott CD3 és CD28 fiigg6 folyamatok (19, 21).

A kanyarévirus hemagglutininje az elébb emlitett
CCPs régidhoz kotsdik (21). A kanyardvirus altal gy
aktivalt CD46 molekuldk 6sszekapcsolédnak a moe-
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1. dbra: A CD46 14 exont (zold téglalapok)tartalmazé
mRNS-e 1 génrél (1q32) irédik dt és az alternativ
»splicing” sordn 14 eddig ismert izoformdt kédol. Az
1-4. exonok, amelyek a CCPs régiét (Complement
Control Protein repeats) kédoljdk, nem lathatdk ezen
az dbrdn, mert minden varidnsban azonos, igen kon-
zervativ szakaszként jelennek meg. A CCPs domént
az SCR- (Short Consensus Repeat; 5-6. exonok) és az
erdsen O-glikozilalt STP-kédolé régick kovetik (Seri-
ne-Threonine-Prolin rich; 7-9. exonok). Az STP-t a
transgmembrdn domén (TM; 11-12. exonok) és a ci-
toplazmatikus farok kéwveti (CYT; 13-14. exonok). A
10. exon egy ismeretlen (U) jelentdségii régiot kédol.
A citoplagmatikus, jeldtviteli doménnek négy tipusa
van: CYT-1 (13. és 14. exonok; 17 aminosav), CYT-
2 (14. exon; 24 aminosav), CYT-3 (a 14. exon ,fra-
me shift”-je; 25 aminosav) és a CYT-4 (,,frame shift”
a 14. exonban; 25 aminosav). Az otosclerosisos stapes
mintdkban négy 11j CD46 ,,splicing” varidnst azonosi-
tottunk, amelyeket os1, 0s2, 0s3 és os4 jeloléssel
lattunk el (génbank regisztrdcié folyamatban). Az
tijonnan felfedezett CD46 varidnsokbdl részlegesen hi-
dnyzott a transgmembrdn domén, ezzel szemben a vi-
rus receptor régié konzervativ médon megmaradt. Az
o0s4 izoforma nagy valdsziniiséggel szolubilis fehérje és
nem fejezddik ki a sejtfelszinen. Az osl és az os2 vari-
dnsokat a CYT-2 tipusit, mig az os3 és az os4 varidn-
sokat a meglehetdsen ritka CYT-3 tipusiu citoplazma-
tikus domén jellemezte

sin-nel (Membrane Organizing Extension Spike Pro-
tein), amely csokkent IL-12 (Interleukin-12) termels-
dést eredményez és hozzajarul az SHP-1 (inhibitory
protein tyrosine-phosphatase) molekuldk akkumulé-
ci6jahoz a CD46 citoplazmatikus doménje koriil (22).
Ez a folyamat fokozza az IL12p40 (Interleukine-12 p40)
termelést, amely végss soron szabdlyozza a Th1 (T hel-
per 1 lymphocyte) és a Th2 (T helper 2 lymphocyte) sej-
tek ardnyat az immunvilasz korai szakaszaban (19, 22).

Tanulmanyunkban megvizsgaltuk a kiilonbozs
CDA46 ,,splicing” variansok expressziés mintazatat otos-
clerosisos, nem-otosclerosisos és normalis stapes tal-
pakban. Eredményeink igazoltak az otosclerosis-asszo-
cialt alternativ ,,splicing” jelenlétét, amely egyediilallo
expresszios mintazatot kialakitva felels lehet az oticus
capsuldban kialakuld, perzisztalé kanyarévirus ferts-
z8sért.

Anyagok és mddszerek

Betegek és kontroll mintdk

Szazharminchét stapes talpat vizsgaltunk (N=137,
férfiak=57, n6k=80). A mintak koziil 99 ankyloticus
volt, ezeket stapedectomia soran tavolitottuk el és
azonnal formalinban fixaltuk. A betegek 4tlagélet-
kora 37,33 év volt (tartomany: 19-67 év). A stapes
ankylosis diagnézisat a klinikai vizsgalat, az audio-
metria és a tympanometria leleteire alapoztuk. Az
1000 Hz-en mért csont-lég kéz minden esetben elér-
te a 30 dB-t. Tizenhdrom beteg emlékezett gyermek-
kori kanyarévirus fertGzésre és 31 masik beteg (1969
utan sziilettek) kapott kanyarévirus ellenes, mono-
valens véddoltast. A stapes fixacié a betegcsoport
kétharmadaban bilaterélis volt, azonban egy betegtsl
csak egy minta szirmazott, mivel a vizsgalat ideje alatt
az esetek nagy részében csak egyoldali stapedectomia
tortént. Negativ kontrollként 38 negativ fiilészeti
anamnézissel biré cadaver stapes mint4jat hasznaltuk
(N=38, férfiak=16, ns6k=22), melyeket az exitust
kovets 24 oran belil tavolitottunk el. A negativ
kontrollok 4tlagéletkora 51,85 év volt (tartomany:
42-69 év). A mintakat 2005. oktoberétsl 2008. feb-
ruarjiig gyljoceiik.

Szovettan és CD46-specifikus
immunhisztokémiai vizsgdlatok

A 137 stapes mintat 10%-os formalinban fixaltuk,
majd 0,5 M-os Na-EDTA (nétrium etilén-diamino-
tetraacetat, 72 6ra, 4 °C) dekalcinaltuk. A mintakat
15%-o0s, tisztitott zselatinba dgyaztuk (24 6ra, 56 °C),
majd 4%-os paraformaldehidben Gjrafixaltuk (24 6ra,
20 °C). A szovettani blokkokat krioprotekcid célja-
b6l 20%-0s szachardz-oldatba helyeztiik (2 6ra, 4 °C),
majd kriomikrotémmal 10 um vastagsigira metszet-
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tiik (-25°C). A metszeteket 0,1 M-os, natrium-azi-
dot tartalmazé PBS-oldatban (phospate-buffered sa-
line) taroltuk 4 °C-on. A 10 um vastagsagq, fagyasz-
tott metszeteket mintanként harom csoportra osztva
a kovetkezSk szerint vizsgaltuk: 1. Nukleinsav ext-
rakcié és RT-PCR; 2. Hematoxilin-eozin festés; 3.
CDA46-specifikus immunfluoreszcens reakcid. A met-
szetek harmadik sorozatat normal kecske szérumot
tartalmazo, 0,2 M-os PBS-ben mostuk, majd 0,2
mg/ml poliklonalis kecske anti-human primer CD46
antitest oldatban inkubaltuk (20 °C, 48 6ra, folyamatos
razas) (R&D Systems, UK). A primer antitestet 0,2
M-os PBS-sel kimostuk, majd a metszeteket 0,008
mg/ml egér (15H6 klon) kecske-ellenes, FITC jelolt
(fluorescein isothiocyanate isomer 1) IgG, oldattal
inkubaltuk (20 °C, 12 6ra, folyamatos razas) (Sout-
hern Biotech, Birmingham, AL, USA). A metszeteket
UV-fény atereszt$ fedGanyaggal fedtiik le (Vectashi-
eld, Vector Laboratories, CA, USA). A képek készité-
se UV-fény alatt, 96-123 ms expozicios id6vel tor-
tént, az archivélast jpeg f4jl formatumban végeztiik
el (Axioskop2 MOT, Axiovision 3,0, Zeiss, Jena,
Germany).

Nukleinsav extrakcié

A homogenizélt szovettani metszetekbsl TRI Re-
agent-oldattal a gyart6 utasitisai szerint (Sigma-Ald-
rich, Missouri, St. Louis, USA) kivontuk a teljes
RNS tartalmat. A Tri Reagent-oldatot és a felszusz-
pendalt anyagot erdteljesen Osszekevertiik, majd szoba-
hémérsékleten 10 percig 4llni hagytuk. A szuszpenzid-
hoz kloroformot (100 ul; Sigma-Aldrich) adtunk, majd
razas és inkubilas kovetkezett (szobahdmérséklet, 10
perc). A mintakat 13 000 rpm fordulatszamot alkal-
mazva, 15 percen 4t, 4 °C-os h8mérsékleten centrifu-
galtuk (Jouan 5145C, France). A feliiltszo vizes fazisat
leszivtuk, majd ehhez izopropanolt (250 ul; Sigma-
Aldrich) adtunk. Az RNS precipitaciot egy éjszakan
keresztiil, =70 °C-on végeztiik. A precipitacio végez-
tével a mintakat 13 000 rpm fordulatszdmon 30 per-
cen at, 4 °C-os homérsékleten lecentrifugiltuk. A
kicsapodott RNS egy kis pehelyként (pellet) jelent
meg a csovek aljan. Az RNS pelyheket 70%-o0s eta-
nollal atmostuk, kiszaritottuk, majd 20 ul DEPC-ke-
zelt (dietil-pirokarbonat), hosterilizalt, desztillalt viz-
ben djra feloldottuk.

Kanyarévirus kimutatds — RT-PCR

A kanyarévirus nukleoproteint (NP) kodolo
RNS-t specifikus primerekkel (MV2 5-3": GTT CTT
CCG AGA TTCCTGCCA ésMV3 5-3: GCATCT
GAA CTC GGT ATC AQ) (1. tablazat) sokszorosi-
tottuk. Az RT (reverz transzkriptaz) és a cDNS-PCR
soran rTth-enzimet alkalmaztunk (Applied Biosys-

tems, Lincoln, Foster City, USA). A komplementer
DNS-t Red-Tag DNS-polimerdzzal (Sigma-Aldrich)
amplifikaltuk a ,semi-nested” PCR soran. Két NP
RNS-specifikus primer kombin4ciot alkalmaztunk
(MV3 és MV4 5-3: AGC TCT CGC ATC ACT
TGC TCT;, MV2 és NP14 5-3: GCA AGG AAG
ATA GGA GGG TC) (1. tdbldzat). Az RNS mintdk
validitdsat az emberi riboszomalis RNS-re tervezett
h36B4+ (5'-3": AGA TGC AGC AGA TCC GCAT)
és h36B4— (5'-3": ATA TGA GGC AGG AGT TTC
TCC AG) primerek alkalmazasaval ellendriztiik. A
cellularis kontroll RT-PCR soran ,enhanced avian” re-
verz-transzkriptdzt (Sigma-Aldrich) és genomikus Red-
Taq DNS polimerdzt alkalmaztunk (Sigma-Aldrich).
Az otosclerosisos stapes talpak pozitiv kontrolljaként
¢16, attenuilt, Edmonston-tipust kanyardvirus todrzset
hasznaltunk. A keresztszennyezddések elkeriilése vé-
gett, RNS-mentes negativ kontrollokat is beallitot-
tunk.

A CD46 izoformdk kimutatdsa — RT-PCR

Az RNS mintikat, mint kezd6anyagot hasznaltuk
a kétlépéses protokollt tartalmazé6 RT-PCR soran
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems). Az RT reakcié harom hémér-
sékleti 1épcssbal allt: 10 perc 25 °C-on, 120 perc 37
°C-on, és 5 masodperc 85 °C-on. A reakcio elegy (20
wl) a kovetkezSket tartalmazta: 100 pg RNS, 50 IU
»MultiScribe Reverse Transcriptase” enzim, 10X RT
puffer, 10 [U RN4z inhibitor, CD46 cDNS-specifikus
antiszenz primer (CD46Krev 5-GGA GTG GTT

1. tablazat.
A multiplex ,,semi-nested” RT-PCR soran
alkalmazott CD46- és kanyardvirus
nukleoprotein (NP) RNS-specifikus

oligonukleotid primerek jellemz&i

Primer Szekvencia (5-3”) Tm (°C)* Exon Kapcsolndasi hely

CD46 mRNS-specifikus primerek CD46 grn

46Kfor (+) GAG TGT AAA GTG GTC AAA TGT CG 62.3 5.-6. hatar +1432 - +1470

46Krev () GGA GTG GTT GAT TTA GTC TGG TAA  62.0 14. +3394 - +3417
46Bfor (+) TCG ATG GCA GCG ACA CAA 68.2 6. +1567 - +1584
46Brev(-)  GGT AAG TGG CAT ATT CAG CTC CA 65.9 14. +3376 - +3398
Kanyarnvirus yprotein RNS-specifikus pri MV RNS genom
MV3 (+) GCA TCT GAA CTC GGT ATC AC 59.7 1. +1267 - +1287
MV4 (-) AGC TCT CGC ATC ACT TGC TCT 65.5 1. +1458 - +1479
MV2 () GTT CTT CCG AGA TTC CTG CCA 67.5 1. +1588 - +1609
NP14 (+) GCA AGG AAG ATA GGA GGG TC 61.5 1. +1427 - +1450

*Tm: olvadaspont (melting temperature)

**MV: kanyarovirus (measles virus)
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GAT TTA GTC TGG TAA-3’; 1 uM), végiil dezoxi-
ribonukleotid (ANTP) mix minden dNTP-re nézve
100 uM-os végss koncentraciéban (1. tdblazat). A
cDNS specifikus PCR ,,AccuTaq LA” DNS polimerdz
(Sigma-Aldrich) felhasznélasaval tortént, melyben a
CD46 mRNS hipervariabilis régidjara tervezett pri-
mereket alkalmaztunk (CD46Kfor 5’-GAG TGT AAA
GTG GTC AAA TGT CG-3’ és CD46Krev) annak
érdekében, hogy az alternativ transzkripcids varidnsok
parhuzamosan is sokszorozddjanak (1. tdbldzat). An-
nealdcios és extenzids profil: 60 °C és 68 °C, 35 cik-
luson keresztiil, majd zaré 1épésként 2 perc 68 °C-on.
Minden kisérlet sordan beallitottunk DNS-mentes
negativ kontrollt is.

A cDNS tisgtitdsa

A PCR termékeket (cDNS) 10%-os poli-akril-amid
gélben szeparaltuk (sodium-dodecyl-sulphate poly-ac-
ryil-amide gel-electrophoresis; SDS PAGE), majd a gél-
b3l kivontunk. A géleket 20 percig 0,5 ug/ml kon-
centracioju etidium-bromiddal festettiik. A DNS sa-
vokat — amelyek megfeleltek az egyes CD46 ,,splicing”
varidansoknak — UV fény alatt a gélekbdl szikével ki-
vagtuk. A gél darabkdkat 300 ul eltcids pufferrel ke-
zeltiik (pH 8,0; 0,5 M ammonium-acetat, 1 mM ED-

2. tdbldzat.

Az otosclerosisos és nem-otosclerosisos

stapes talpakban észlelt CD46 ,,splicing”
variansok relativ expresszios (kifejez8dési)

szintjeinek atlaga. A bemutatott CD46

expressziés mintazatok jellemz&ek
minden egyes otosclerosisos
és nem-otosclerosisos mintara

Nem-otosclerosisos stapes talpak Otosclerosisos stapes talpak

(N=72) (N=65)

Kifejezett CD46 splicing Relativ Kifejezett CD46 splicing variansok  Relativ expresszins

variansok expresszins szint* (hianyzn exonok) szint — OD

(hianyzn exonok) - OD (SD)**

c(7) 2.6(033) c(7) 1.2 (0.01)

d(-7,-13) 63(0.82) a(-7,-13) 3.6 (0.23)

e(-7,-8) 2.4 (0.41) e (-7,-8) 1.8 (0.08)

£(-7,-8,-13) 42(0.53) £(-7,-8,-13) 42(027)
1(-7,-8,-9, -13) 1(0.11) 1(-7,-8,-9,-13) 1(0.03)

0 0s1 (-7, -8, -9, -10, -13) 6.8 (0.44)

0 052 (-7,-8,-9, -10, -1, -13) 6.7(0.62)

0 053 (-7, -8, -9, -10, -11, 512, -13)+** 22(021)

0 054 (-7,-8,-9, -10, -11,-12, -13) 3.7(0.13)

*Denzitometrids eredmények

**SD: standard deviacio

*4*s: rovidebb exon

TA; 24 6ra, 37 °C). Az inkubaciét kévetSen a DNS-t
a feliildszobol 100%-o0s etanollal precipitaltuk. A
DNS pelyhet 70%-o0s etanollal mostuk, kiszaritottuk
és 20 ul TE pufferben (pH 7,5) reszuszpendaltuk.

A CD46 izoformdk szekvencia elemzése

A tisztitott PCR terméket egy ,nested” primer parral
sokszorositottuk (CD46Bfor 5’-TCG ATG GCA GCG
ACA CAA-3’ és CD46Brev 5-GGT AAG TGG CAT
ATT CAG CTC CA-3’) majd szekvencia elemzést,
szekvendlast végeztiink (1. tdbldzat). A szekvenalast
»Big Dye terminator 3,1” szekvenalo kittel végeztiik el
(Applied Biosystems). A szekvenal6 elegyet és a
szekvenilas termékeit egy ABI PRISM 3100-Avant
tipusi génelemezd DNS szekvenilé rendszerben
visszaoldottuk (Applied Biosystems).

Eredmények

Az emberi cellularis RNS-t mind a 137 stapes talp
mintdban kimutattuk. Ennek megfelelen, minden
minta alkalmas volt a kanyarévirus kimutatésra és a
CDA46 ,splicing” variansainak tipizalasara. A szovet-
tani leletek erds Osszefiiggést mutattak a kanyarévi-
rus-specifikus RT-PCR eredményeivel. A virus ere-
detdi nukleoprotein RNS-t kizardlag a szdvettanilag
is otosclerosios stapes talpakban tudtuk kimutatni
(N=65) (2. abra). A virusnegativ (N=34) stapes tal-
pak korszovettandt nem-otosclerosisos, degenerativ
elvéltozasok jellemezték (2. dbra, 3. dbra). A harminc-
négy, nem-otosclerosisos stapes talp esetén a szovet-
tani vizsgalat véltozatos eredményt adott: annuldris
kalcifikdcié (az elnevezés Prof. Dr. Z. Szabé Ldszlotsl
szarmazik) csokkent cellularitdssal és hypovasculari-
satiéval (N=28); haemosiderosis kiterjedt polaris, bi-
poléris osteolysissel és szimos hemosziderin-tartalmd
macrophéggal (N=3); végiil fibrosis poléris, peri-
vasculdris mononukledris infiltracidval, kot&szovet
akkumul4ciéval és vaskos dobiiregi mucosaval (N=3)
(2. tablazat, 2. dbra, 3. dbra). A negativ kontrollként al-
kalmazott cadaver stapes mintdk (N=38) nem tartal-
maztak kanyarévirus RNS-t. Az otosclerosist (N=65)
szdvettanilag vascularis és pseudovasculdris elemekbdl
allo osteolyticus gocok jellemezték, amelyek szamos,
erds CD46 immunreakciot adé osteoclastot, osteo-
blastot, fibroblastot és oszt6dé endothel sejtet tartal-
maztak (3. dbra). Ezzel szemben a nem-otosclerosisos
stapes talpakban (N=34) és a cadaver stapes mintak-
ban (N=38) csak az osteocytak felszinén tapasztaltunk
alig észrevehet CD46 immunreakciot (3. dbra).

El6zetes eredményeink alapjan egyértelmiivé vilt,
hogy a CD46 izoformak cDNS-ének szekvencia elem-
zése elkertilhetetlen a ,splicing” varidnsok tipizél4asa-

hoz, hiszen az RT-PCR sordn keletkez& cDNS termé-
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MV2-NP14
MV3-MV4

I
!

MV2-NP14
MV3-MV4

2. dbra: A kanyarévirus NP RNS-ének RT-PCR kimutatdsa 0sszefiiggésben az otosclerosisos és nem-otosclerosisos
stapes talpak szévettani leleteivel (hematoxilin-eozin). A: Kozepes aktivitdsii (II. grddus) otosclerosisos géc
a stapes talp eliilsé pélusdban. A fekete nyil egy tdgas pseudovasculdris iiregre mutat, amelyet szabdlytalan
alaku, felfijt osteoclastok toltenek ki. A perivasculdris, sejtdits, élénken basophil teriiletet fehér nyil jeloli.
A kanyarévirus NP RNS mindkét ,,semi-nested” primer pdrral kimutathaté volt (MV3-MV4, MV2-NP14).
B: Egy multinucledris osteoclastokkal (fekete nyil) kitoltott, Howship-tipusit pseudovasculdris lakiina
(fehér nyil) nagy nagyitdsii képe. C: Annuldris kalcifikdcié hypocellularitdssal és csékkent vascularisatiéual.
A stapes talp (ST) megvastagodott, azg eliilsé pélus (EP) szogletes és tomeges. Az eliils6 szdr (ESZ)
szabdlyos. A kanyarévirus specifikus RT-PCR negativ volt. D: A lokalizdlt haemosiderosis nagy nagyitdsit

képe. A haemosiderophdgokat fekete nyil mutatja

kek bazisparban kifejezett mérete kozott nagyon kis
kiilonbség volt (1. dbra, 4. dbra A). A cDNS szekven-
cia elemzése utdn megallapitottuk, hogy a normalis
és a nem-otosclerosisos stapes talpakban (N=72) a
CD46 ,c”(3.), ,d"(4.), ,e"(5.), ,£7(6.) és ,I"(12.) va-
ridnsai mutattak konzisztens ko-expressziot (2. tdbld-
zat, 4. dbra A). Az utdlag elvégzett denzitometria je-
lent6s kiilonbséget igazolt a fenti ,splicing” variansok
expresszids szintjeiben: a ,,d” varians fejezddott ki a
legnagyobb mennyiségben, ezt kovette a ,c”, ,f”, ,e”
és ,I” izoformak expresszidja (2. tdbldzat, 4. dbra A,
B). Az otosclerosisos stapes talp mintdkban (N=65)
a ¢’y ,d”, 6" 7 és 1" izoformdk ko-expresszidja
ugyancsak megjelent, bér az expressziés aranyok kissé
kiilonboztek: a legmagasabb kifejez&dési szintet az
Sf" és a,d” ,splicing” varidnsok adtak (2. tablazat, 4.
dbra A, B). Rendkiviil meglepd eredményként, négy
eddig ismeretlen CD46 ,splicing” varians jelenlétét is

kimutattuk minden egyes otosclerosisos stapes talp-
ban, melyeket osl, 0s2, 0s3 és o0s4 elnevezéssel illet-
tiink (2. tdbldzat, 1. dbra, 4. dbra A, 5. dbra). Mindegyik
Gjonnan felfedezett CD46 mRNS | splicing” variéns
tartalmazta a CD46 gén 1-6. és 14. exonjairdl atiro-
dott, hibatlan RNS szekvencidkat (1. dbra, 5. dbra).
Tovabbmenve, az os] elnevezésii izoforma tartalmazta
a 11. ésa 12. exonokat is. Az 0s2 esetén az alternativ
»splicing” nem érintette a 12. exont. Az 0s3 transz-
kripcidja sordn az alternativ ,splicing” egy a normalis-
nal sokkal révidebb 12. exont eredményezett, mig az
0s4 esetén a teljes varidbilis régié hidnyzott (1. dbra,
5. dbra).

Fontos hangsilyoznunk, hogy minden os varidns-
ban sikeriilt azonositanunk az mRNS 5’ végén elhe-
lyezkedd szignalizacids szekvenciat, amely az endop-
lasmaticus reticulumban zajl6 fehérje transzlacié elin-
ditdsaére, és ennek megfelelGen a fehérje szintézisért
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3. dbra: A CD46 expresszié immunhisztokémiai bemutatdsa otosclerosisos és nem-otosclerosisos stapes ankylosis
esetén. A: A stapes talp eliils6 polusdban elhelyezkedd, magas aktivitdsit (I. grddus), obliterativ otosclerosios
goc fénymikroszkopos képe (hematoxilin-eozin). Jellemz6 a hypercellularitds és a szdmos osteoclast jelenléte.
A pseudovasculdris firék szinte mirigyszerii szerkezetet mutatnak (fekete csillag). A stapes talp vestibuldris
felszinének hyalin porc rétegét fekete nyil jeloli. B: Aktiv, hypervascularisdlt, és hypercelluldris otosclerosisos
goc igen erds, osszefolyé CD46 immunreakcidval. A pseudovasculdris tiroket (fehér csillag) CD46 pozitiv
osteoclastok toltik ki (fehér nyil). C: Egy annuldris kalcifikdciét mutaté stapes talp polarizdlt fénymikroszképos
képe (hematoxilin-eozin). Fontos kiemelni az tires sejtarnyékok jelenlétét (fehér nyil) és a tomeges eliilsé po-
lust (EP), amely éles toritt szélekkel rendelkezik (fekete nyil). A fekete nyilhegyek jelolik
a stapediovestibuldris felszint. D: Annuldris kalcifikdcié a megvastagodott stapes talp (ST) eliilsé polusdban
(EP) igen gyenge CD46 immunreakciéval. Az eliilsé szdr (ESZ) ép szerkezetii. A fehér nyil és nyilhegy
a stapediovestibuldris felszint jeloli. A fehér csillag egy tdgult eret mutat, melynek endotheliuma erésen

CD46 poxzitiv

felelGs (5. dbra). Ezen szignalizacids szakaszok jelen-
léte nélkiil fehérjeszintézis biztosan nem torténne,
ezért az os varidnsok felfedezése jelent8ségét veszte-
né. Az osl variins intakt transzmembran domént ko-
dol, ezzel szemben az 0s2 és az 0s3 elnevezésii varian-
sok 4ltal kodolt transzmembran domének a norma-
lisnal 1ényegesen roévidebbek s a funkcidjuk is isme-
retlen (5. dbra). Az os4 varidns nagy valdszintiséggel
egy citoplazmatikus, szolubilis CD46 izoforma (5. db-
ra). Az osl és az os2 izoformdkat a jol ismert és 4lta-
lanosan elterjedt CYT-2 tipusi citoplazmatikus farok
jellemezte, mig az 0s3 és az 0s4 jelii varidnsok a meg-
lehetSsen ritkdn elfordulé CYT-3 tipust citoplaz-
matikus domént kédoltdk (5. dbra). Minden egyéb

véltozas mellett, a kanyardvirus kotddéséért felel&s
domének konzervativak maradtak (1. dbra, 5. dbra).

Az otosclerosisos stapes talpakban (N=65), az
Gjonnan felfedezett osl, os2, 0s3 és os4 varidnsok
egyiittes kifejez8dése (ko-expresszidja) szignifikans
dsszefiiggést mutatott a kanyarévirus kimutathatésa-

gaval (N=65) (p<0,000, Yates-korrigalt, y’proba).

Megbeszélés

Annak ellenére, hogy irodalmi adatok szerint ed-
dig egyetlen ismert betegség sem mutatott Ssszefiig-
gést a kiilonbozs tipusi és mintizati CD46 izoforma
ko-expresszidval, eredményeink statisztikailag meg-
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A CDA46 ,,splicing” varidnsok

SDS PAGE

Cadaver
stapes talp

Nem-otosclerosisos
stapes talp

+— C —» <+— 569 bp
«— ¢ —> «— 524 bp
—d— <«— 476 bp
— f— «— 431 bp
“— 1 <— 389 bp
0s2 —> <«— 171 bp
0s3 —> - <« 134bp
os4— =  «—107bp

Otosclerosisos
stapes talp

4. dbra: A kiilonbézé6 CD46 varidnsok elektroforézissel torténd elkiilonitése és azonositdsa (SDS-PAGE)
A: A CD46 mRNS-ének RT-PCR technikdval torténd sokszorositdsa normdlis, nem-otosclerosisos és otoscle-

rosisos stapes talpakban. A ,,c”, ,d”, ,e”, ,f” és ,

1”7 izoformdk ko-expresszidjdt minden mintdban tapasztal-

tuk, szemben az otosclerosisos mintdkkal, amelyekben négy 1ij, eddig teljesen ismeretlen ,splicing” varidnst is

azonositottunk.

erGsitett médon igazoljak az Gj CD46 varidnsok és az
otosclerosis virus eredete kozotti szoros kapcsolatot.

Az Gjonnan felfedezett és leirt CD46 izoformédk
rovidebb vagy hidnyz6 transzmembrén- és szokatlan
citoplazmatikus doméneket tartalmaznak, azonban
viruskots képességiik mindezek ellenére valtozatlan
maradt. Ezek a véltozdsok funkcionalis kovetkezmé-
nyekkel jarnak a citoplazmatikus jeldtviteli folyama-
tokban, amelyek végs soron zavartalan kanyarévi-
rus replikdciéhoz vezethetnek az oticus capsuldban.
Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy a nem funk-
cionalé illetve a szolubilis CD46 molekuldk anélkiil
teszik lehetdvé a kanyardvirus sejtekbe torténd in-
ternalizdcidjat, hogy a primer CD4+ T-sejtek TCR
dependens aktivacidja és a kovetkezményes B-sejt
fliggd, virus ellenes immunglobulin termelés bekovet-
kezne (19, 23, 24). Az otosclerosisos betegek kanyaro-
virus ellenes szérum IgG szintje szignifikdnsan csok-
kent (8, 9). Az otosclerosisra jellemz8 csokkent illetve
hidnyz6 kanyardvirus ellenes, humordlis immunva-
lasz az Gjonnan felfedezett, defektiv funkcidkkal ren-

delkezd CD46 izoformak oticus capsulan beliili exp-
resszidjanak kovetkezménye lehet. A kanyardvirus
oticus capsula irdnt mutatott organotropizmusinak
oka a virusreceptorok kiilonleges, szervhez kotott
expresszidés mintizata lehet (7, 25).

A CD46 transzmembran és szolubilis izoformait
emberi szovetekben és transzgénikus egerekben egy-
arant azonositottdk (14, 15). A transzgénikus ege-
rekben egy alternativ médon 4tirddott (és mddositott)
exon felelSs a szolubilis, citoplazmatikus CD46 vari-
ansok kialakuldsaért (14, 15). Fontos kiemelniink,
hogy ugyan taldltak mér szolubilis CD46 variansokat
kiilénboz8 emberi testnedvekben, de az ezeket kédo-
16 mRNS-t eddig még nem sikeriilt azonositani, ezért
ezeket a varidnsokat eddig proteolitikus termékek-
nek tekintették (15). Jelen tanulmanyunk kozvetlen
bizonyitékokat szolgaltat egy emberben kifejez8dd,
szolubilis CD46 varidns (0s4) alternativ ,splicing” 4l-
tal meghatarozott keletkezésére.

Azok a fehérjék, amelyek egyetlen gén kiilonbozs
»splicing” varidnsainak form4jaban expresszalédnak,
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A CDA46 ,,splicing” variansok relativ kifejezddési szintjei
- SDS PAGE rs Denzitometria -

Density trace

: 3
‘ i
;
f"

Density trace

Density trace|

Cadaver
stapes talp

Nem-otosclerosisos
stapes talp

Otosclerosisos
stapes talp

4. dbra: A kiilonboz6 CD46 varidnsok elektroforézissel torténd elkiilonitése és azonositdsa (SDS-PAGE)
B: A kiilonbézé CD46 ,,splicing” wvaridnsok relativ expresszids szintjeinek vizsgdlata denzitometria segitségé-
vel normdlis, nem-otosclerosisos és otosclerosisos stapes talp mintdkban. A normdlis és a nem-otosclerosisos

2

stapes talpakban a ,,d” varidns mutatta a legmagasabb expresszids szintet, amelyet a ,,c”, ,,f”, ,e” és ,,1” izo-
formdk kifejezédése kévetett. Otosclerosis esetén, a legmagasabb expressziét az osl és az os2 varidnsok mu-

tattdak.

ugyan nem kovetik a hagyomanyos 6roklésmenete-
ket, de nagyon kénnyen utanozhatnak koziiliik egyet
(5, 12). Az otosclerosis bizonytalan autoszémalis do-
minéns 6roklésmenetet kévetd, inkomplett penetran-
cidval jellemzett, familiris esetei nagy valdszin{iség-
gel a kanyardvirus receptorok oticus capsuldn beliil
bekovetkezs, egyediilallé alternativ ,,splicing”-janak
kovetkezményei. Egy 1ényeges kérdés azonban tovébb-
ra is felvetddik: a kanyarévirus indukalja az Gj CD46
,»splicing” varidnsok kifejez8dését vagy az Gj defektiv
CDA46 izoformdk vezetnek fokozott virus affinitdshoz
és zavartalan virusreplikaciohoz? Tapasztalataink alap-
jan azt gondoljuk, hogy a vélasz az alternativ ,splicing”
szabdlyoz6 fehérjéinek expresszidjaban rejlik, ame-
lyek végsS soron a CD46 specidlis expresszidés min-
tazatihoz és megvaltozott funkciéihoz vezetnek, ma-
gyarazva ezzel az otosclerosis virus asszociélt és szerv-
specifikus etiopathogenezisét.

Osszefoglalva, megallapithatjuk, hogy a kanyaré-
virus inkabb trigger szerepet tolt be az otosclerosisos
csontatépiilés etiopathogenezisében és nem tekinthetd
valdsagos etiolégiai tényezének. A perzisztal6 kanyaro-

virus fert8zés és az otosclerosis etioldgiai kapcsolatat
egyértelmfien akcidentélis viszonynak tekinthetnénk
a kanyar6virus kot CD46 receptorok szervspecifikus
posztranszlacids érintettsége nélkiil. Tovabbmenve, az
otosclerosisban tapasztalt kérds csontremodelldcié
alapjat az Gj CD46 ,splicing” variansok expresszidja
alkothatja.

Ko6szonetnyilvanitas

Munkénk az Orszdgos Tudomédnyos Kutatasi
Alapprogramok Posztdoktori Osztondijénak (OTKA
PD75371) és a Debreceni Egyetem Mecenatira Pa-
lyazatdnak (DEOEC Mec 17/2008) anyagi tAmogati-
saval késziilhetett el.

Irodalomjegyzék

1. Niedermeyer H.P, Arnold W. Otosclerosis: a measles virus as-
sociated inflammatory disease. Acta Otolaryngol 115 (2):
300-303, 1995.

2. Niedermeyer H.P, Arnold W, Schuster M., Baumann C.,
Kramer J., Neubert WJ., Sedlmeier R.: Persistent measles

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 55(1), 2009

25



OS1-CYT2: 1

~CTGYGKGCAGTACAGTACTTGGGATCCCCCAGTTCCAAAGTGTCTTAAAGEATGTTTGGGTCATTG

12.
CTGTGATTGTTATTGCCATAGETTGTTGGAGTTGCAGTAATTTGTGTTGTCCCGTACAGATATCTTC

AAAGGAGGAAGAAGAAA‘GGpAAAGCAGATGGTGGAGCTGAATATGCCACTTACC 3K
G KA DGGAE Y A T Y QTKSTTPAEQRG

082 - CYT2: 12
-CTGYGKGCAGTACAGTACTTGGGATCCCCCAGTTCCAAAGTGTCTTAAAGITTGTTGGAGTTGCAG

TAATTTGTGTTGTCCCGTACAGATATCTTCAAAGGAGGAAGAAGAAA~GGﬁ AAAGCAGATGGTGGA

G K A DG G
GCTGAATATGCCACTTACC..... 3

A E Y A T Y QTKSTTPAEQRG

083 - CYT3:

-CTGYGKGCAGTACAGTACTTGGGATCCCCCAGTTCCAAAGTGTCTTAA4CrTATCTTCAAAGGAG
F K G

GAAGAAGAAAdGmAAGCAGATGGTGGAGCTGAATATGCCACTTACC 314':‘

G R R K KQMVELNMPLTRLNQPLQQSREAE

083 - CYT3: n

—CTGYGTGCGTAMGTACTTGGGATCCCCCAGTTCCAAGTGTCTTAAA‘ 1 GAAAGCAGATGGTGGAG
DI F KGGRRKG KQMYV E
CTGAATATGCCACTTACC....3 &
L NM P L T RLNQPLQQSREAE

5. dbra: Az 1ij, otosclerosissal asszocidlt CD46 ,,splicing” varidnsok cDNS-ének szekvencia analizise. Az os1 és az

o0s2 izoformdk a CYT-2 tipusu citoplagzmatikus domént kédoljak (az aminosavakat kék betiik jelolik), ezzel
szemben az 0s3 és az 0s4 varidnsokat a CYT-3 tipusii jeldtviteli domének ]ellemzlk Ennek oka a 14. exon
kezdeti szakaszdnak ,,frame shift”-jében rejlik, amelyet az alternativ , splicing” okoz (az aminosavakat zold
betiik jelolik). A szdmozott exonok kezdd nukleotidjait piros nyilak mutatjdk.
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ZUSAMMENFASSUNG: Die Otosklerose ist eine organ-spe-
zifische, virus-induzierte, komplexe Stérung der Knochen-
Remodellisierung, deshalb haben wir vorausgesetzt, dass
die otische Kapsel (und die Stapes-FuBplatte) {iber ein ei-
genartiges Masernvirus-Rezeptor-Muster verfiigt. Der Re-
zeptor des Masernvirus ist das Molekiil CD46, das tiber 14
bekannte ,splicing” Isoformen verfiigt. Bei unseren Unter-
suchungen wurden den FuBplatten der operativ entfern-
ten Steigbiigel (N=99) die Nukleinsiuren entzogen. Par-
allel liefen histologische, CD46-spezifische immunhisto-
chemische und multiplexe RT-PCR-Untersuchungen. Der
Nachweis der Masernviren geschah mit der ,,semi nested”
RT-PCR-Technik, der Nachweis der CD46 ,splicing”-Vari-
anten mit der ,nested” RT-PCR-Technik, dann folgte die
cDNS-Typisierung. Der Masernvirus konnte ausschlieB-
lich in den auch histologisch otosklerotischen FuBplatten
identifiziert werden. Die virus-negativen fixierten Stapes-
fuBplatten zeigten unterschiedliche histologische, degene-
rative Verinderungen. Die otosklerotischen Herde waren
durch zahlreiche Osteoklasten mit starker CD46-Immun-

reaktion gekennzeichnet, im Gegensatz zu den nicht-oto-
sklerotischen Stapesfixationen. In den normalen und
nicht-otosklerotischen StapesfuBplatten fanden wir aus-
schlieBlich die Expression der CD46-Varienten ,¢”, ,d”,
se”) 1" és ,I”. Demgegeniiber konnten wir in den otosk-
lerotischen Herden 4 bisher unbekannte CD46-,splicing”-
Varianten identifizieren: osl, os2, os3 und os4. Die neu
entdeckten CD46-Isoformen enthalten kiirzere oder kei-
ne Transmembran-Domene und einen sehr seltenen zyto-
plasmatischen Fortsatz. Die Signalvermittlung dieser Mo-
lekiile ist mit Sicherheit pathologisch, ihre Virus-Bin-
dungsfihigkeit jedoch unverindert. Vermutlich kénnen
diese Verinderungen fiir die bei Otosklerose erfahrungs-
gemil ungestorte Virusreplikation verantwortlich ge-
macht werden. Die eigenartig ausgepriigte Musterung des
CD46-Molekiils und die verinderte Funktion der neuen
Isoformen sind gemeinsam eine mogliche Erklirung fiir
die organ- und virusspezifische Pathogenese der Otosk-
lerose.

SCHLUSSELWORTER: CD46, Masernvirus, Otosklerose,
Knochen-Remodellisierung, Alternativ ,,splicing”
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