DE OEC, Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, Debrecen (Igazgatd: Prof. Dr. Sziklai Istvan)
'DE OEC, Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Debrecen (Igazgatd: Doc. Dr. Kénya Jozsef)

Az otosclerosisra jellemzé CD46 variansok
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OSSZEFOGLALAS: Az otosclerosis az emberi oticus capsula
elsédleges csontitépiilési zavara, melynek létrejottében
szerepet jatszhat az oticus capsulét érint8 perzisztdld ka-
nyardvirus fertézés. A kanyarévirus emberi sejtreceptora a
membran kofaktor fehérje (MCE, CD46), amely 14 ismert
»splicing” varidnssal rendelkezik. Az oticus capsula és a
stapes talp egyedi CD46 kifejez8dési mintdzata meghata-
rozhatja a perzisztal6 kanyardvirus fertszés, illetve replika-
ci6 irdnti fogékonysagot. Otvenegy stapedectomia soran
eltavolitott stapes talpat vizsgaltunk kérszovettani- és mo-
lekularis biolégiai modszerekkel parhuzamosan. A nukle-
insavakat (mRNS, DNS, vRNS) kivontuk a stapes talpak-
bol. A kanyarévirust nukleoprotein RNS specifikus RT-
PCR-ral azonositottuk. Az alternativ ,splicing” soran ke-
letkez8 CD46 izoformékat RT-PCR segitségével sokszoro-
sitottuk. A komplementer DNS (cDNS) amplimereket
SDS polyacryl-amid gélelektroforézissel valasztottuk kii-
16n, majd a gélekbdl sorozatos tisztitassal kivontuk. A tisz-
titott cDNS mintdkat CD46 specifikus hasitési helyekkel
rendelkezd restrikciés endonukledzokkal tébbszordsen ha-
sitottuk. A kanyarévirus eredet{i RNS-t csak a szovettani-
lag megerGsitett otosclerosisos stapes talpakban mutattuk
ki; a kanyarévirust nem tartalmazé stapes talpak szovetta-
nilag nem-otosclerosisos stapes ankylosisnak bizonyultak.
A szovettani vizsgilat eredményétd] fliggetleniil, minden
mintat (N=51) 6t CD46 varidns egyiittes expresszidja jel-
lemzett (c, d, e, f, és egy révidebb ismeretlen izoforma). A
szdvettanilag otosclerosisosnak véleményezett mintdkat
(N=21) az f varins és az ismeretlen r6vid varidns kifeje-
zetten emelkedett expresszidja jellemezte. A fenti két
CD46 izoforma fokozott kifejez6dése és az oticus capsula
egyedi CD46 expressziés mintdzata megvaltozott, illetve
koros intracelluldris jelatvitelt eredményezhet a kanyaré-
virus receptorok szintjén. Ezek a valtozdsok a kovetkez-
ményes immunoldgiai eltérésekkel egyiitt, magyarzhatjak
a perzisztalo kanyarévirus fert6zés oticus capsuldn beliili
kialakulasat.

KuLcsszavak: CD46, kanyarévirus, otosclerosis, restrik-
cids elemzés, RT-PCR

SuMMARY: Otosclerosis is a primary bone remodeling dis-
order of the human otic capsule and is associated with
persistent measles virus infection. The human cellular re-
ceptor of measles virus is the membrane cofactor protein
(MCE, CD46), which has fourteen well-described splicing
variants. Unique CD46 expression pattern of the otic cap-
sule and the stapes footplate may determine the suscepti-
bility for persistent measles virus infection. Fifty-one sur-
gically removed ankylotic stapes footplates were analyzed
by histopathological and molecular biological methods,
respectively. Nucleic acids were extracted. Measles virus
sequences were detected by nucleoprotein RNA-specific
RT-PCR. Alternatively spliced RNA of CD46 isoforms
were amplified by RT-PCR; cDNA amplimers were sepa-
rated by SDS poly-acrylamide gel electrophoresis and
were purified from the gel. Complementary DNA of
CDA46 isoforms was restricted by endonuclease enzymes
having CD46-specific recognition sites. The presence of
viral RNA was obligatory associated with the histopatho-
logical diagnosis of otosclerosis; measles virus negative
stapes specimens belonged to non-otosclerotic stapes fix-
ations. All specimens (N=51) were featured by the con-
sequent expression of five CD46 variants (c, d, ¢, f, and
one shorter unidentified isoform). Histologically con-
firmed ostosclerotic specimens (N=21) were character-
ized by increased expression levels of variant f and the un-
known isoform. Increased expression levels of these iso-
forms and special CD46 expression pattern of the human
otic capsule might produce modified or pathological in-
tracellular signalization that could create the possibility of
persistent measles virus infection.
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Bevezetés

Az otosclerosis hall4scsdkkenéssel jaré megbete-
gedés, melyet az oticus capsula és a stapes talp koro-
san felfokozott csontétépiilése okoz (1). A patolégids
csontremodellizaciés folyamat az otosclerosisos géco-
kon beliil fokozott osteoclast tevékenységgel és in-
tenziv osteolysissel jellemezhetd (2). Az otosclerosi-
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sos gocok kizarélag az oticus capsulan beliil keletkez-
nek: a stapes talpban, a pericochlearis valamint a pe-
rilabyrinthaer régiékban (3). Mivel az otosclerosis 4l-
tal érintett és atépiilt stapes talp fizikai és mechani-
kai tulajdonsagai megvaltoznak, elsédlegesen vezeté-
ses hallascsokkenés alakul ki (1). A kaukézusi fehé-
rek kozott a klinikai otosclerosis (val6jaban ismeret-
len eredetfi stapes fix4cié) prevalenciija altalanosan
0,3-0,4%-ra tehets, mig a vezetéses halldscsokke-
nésben szenveddk kozott eléri a 9-12%-ot is (1).

Korabbi tudominyos eredmények alapjan, az
otosclerosis 6 koroki tényezGje az emberi oticus cap-
sula perzisztalé kanyardvirus fertézése lehet (4-9). A
kanyarévirus eredet(i antigének folyamatos jelenléte
feltehetSleg serkenti a lokélis celluldris immunvéa-
laszt, amely kdvetkezményes gyulladdsos csontatépii-
1ést, és ezzel parhuzamosan kialakul6 szenzorineura-
lis hallascsokkenést eredményez (1, 8, 10). Korabbi
tanulmanyok részletesen elemzték a kanyardvirus
otosclerosisban betdltott rendhagyé pathogén szere-
pét, és szignifikins Osszefliggést taldltak (5, 8). Az
otosclerosisos stapes talpakban tébb kutatécsoport is
azonositotta a kanyarévirus genomot RT-PCR tech-
nika segitségével (4, 6). A paramyxovirus-szer{i ré-
szecskéket elektronmikroszképia sordn is kimutattak
az otosclerosisos gécok osteoclastjaiban és osteob-
lastjaiban is (9).

A kanyarévirus lévén a Paramyxovirus csalad
(Gens Paramyxoviridae) tagja, harom, a viruscsaladra
jellemz8 Gtvonalon képes bejutni az emberi sejtekbe
(11, 12). A legfontosabb és legnagyobb hatasfokkal
biré fert6zési dtvonal a SLAM (Signalling
Lymphocyte Activating Protein, CD150) recepto-
rokhoz kotott; a CD46 receptoron (MCE, Membrane
Cofactor Protein) keresztiil bekdvetkezd fertézés ki-
sebb hatisfokkal bir ugyan, de minden emberi sejt
fert6zésére alkalmas, tehat altalanosan elterjedt (11,
12). A virusfertszés tjabb ttjait is feltartik olyan
sejtvonalakon, melyek nem fejeztek ki egyetlen eddig
ismert kanyardvirus receptort sem (11). Ezek az in-
fekcids utak igen kis hatasfoktak, nem jarnak jelen-
t6s virusreplikdcidval és szinte azonnali sejtszétesés-
hez vezetnek (11). Az eddig még ismeretlen kanya-
révirus receptor-szer(i molekulat Receptor X-nek ne-
vezték el (11).

Immunhisztokémiai tanulmdnyok szerint a
SLAM-tipust fehérjék nagyaon alacsony expresszids
szintet mutatnak az emberi oticus capsuldban, szem-
ben a CD46-tipust kanyardvirus receptorral, amely
nagy mennyiségben fejezdik ki (13, 14). Ezen ered-
mények alapjan azt feltételezziik, hogy a kanyar6vi-
rus bejutdsa az oticus capsula sejtjeibe alapvet&en a
CD46 receptoron keresztiil valésul meg (13).

A CDA46 fehérje 14 ismert varidnssal (izoforma-
val) rendelkezik, amelyek az egyetlen CD46 génrdl
atirodott mRNS alternativ ,splicing”-ja sordn vélto-
z6 mennyiségben és mintazatban fejez8dnek ki (14).

Alternativ ,,splicing”: a DNS-rdl atirédott mRNS
rendhagyé poszttranszlacids médosuldsa, melyet az
elmult 20 évben fedeztek fel. A folyamat lényege,
hogy egy adott génrdl 4tirddott mRNS szdmos fehér-
jét kédolhat, melyek keletkezése egyid&ben is tortén-
het. Az alternativ ,splicing” tGgynevezett splicoso-
mékban megy végbe, melyek az endoplasmaticus re-
ticulumokon kiviil helyezkednek el. Ez a folyamat
csak néhany gént érint, szabalyozasa ismeretlen. Fel-
fedezésével megrendiilt az ,egy gén egy fehérje” tobb
évtizedes, megdonthetetlennek vélt dogmaja (a szer-
z6k megjegyzése).

A CDA46 génje az 1. kromoszéman helyezkedik el,
és 14 olyan exonbdl all, amelyek meghatarozzdk a
molekula egyes funkcionalis alegységeinek szerkeze-
tét (14, 15). Az els6 hat exon kddolja a CD46 mole-
kula konzervativ régidjat, benne a CCP (Comple-
ment Control Protein) és az SCR (Short Consensus
Repeat) alegységeket, amelyek a szérum faktor I-el
egyiittesen aktivalédva felelgsek a C3b és a C4b
komplement faktorok proteolitikus inaktivacidjaére
(15, 16). A CCP régi6 egyben a kanyardvirus alre-
ceptorais (11, 12). A 7-9-es exonok kodoljak az agy-
nevezett STP (Serine Threonin Prolin Rich) régiot,
amely a CD46 molekula extracellularis matrixhoz
valo kotdésében jatszik szerepet (17). A 10-12-es
exonok kdédoljak a CD46 molekula transzmembrin
doménjét (15-17). Az elmilt évben négy, kizardlag
otosclerosisos stapes talpakban el6forduld (otoscle-
rosis-specifikus) CD46 ,splicing” varidnst irtak le
(18). Ezek koziil egyet a transzmembran domén tel-
jes hidnya jellemez, amely szolubilis, cytoplazmatikus
format sejtet (18). A 13-as és a 14-es exon kodolja a
CD46 cytoplazmatikus doménjét, amely az intracel-
lularis, foszforilaz-fiiges jelatvitelben jétszik fontos
szerepet (19). A kiilonbozé CD46 izoformak négy el-
tér8 cytoplazmatikus doménnel rendelkezhetnek,
melyek egyenként is sajatos és igen valtozatos jelat-
viteli Gtvonalakat aktivalnak. Ezek sorrendben: a
gyakori CYT-1 (17 aminosav), és a CYT-2 (24 ami-
nosav), valamint a ritkan el6forduld CYT-3 és a
CYT4 (19). Az emberi immunsejtek CD46 recepto-
rokon keresztiil bekovetkezs kanyarévirus fertézése
hosszantarté és mélyrehat$ valtozasokat okoz a kii-
16nboz8 gyullad4sos cytokinek (interleukin-1, -6, -12)
expresszidjdban, amely egyben fontos a szerepet is
jatszik a T-helper 1 (Thl) és a T-helper 2 (Th2) sej-
tek érésében és differencialédasaban (20-24). A kii-
16nbdz6 CD46 izoformak minden sejtmaggal rendel-
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kez emberi sejt felszinén kifejez8dnek, de expresszi-
6s szintjitk és mintdzatuk inter- és intraindividuali-
san is, valamint a szovettipustdl fiiggden is jelentSsen
kiilonbozhet (14). Ennek ellenére a fent emlitett
otosclerosis-specifikus CD46 varidnsok lefrasa elstti
években nem talaltak Osszefiiggést a szoveti CD46
izoforma mintdzat és egyes betegségek, allapotok
vagy fenotipusok kozote (14, 17).

Tanulmanyunkban restrikciés endonukledzok se-
gitségével elemeztitk a CD46 ,splicing” varidnsok
expresszids mintazatit otosclerosisos- és nem-otosc-
lerosisos stapes talpakban. Eredményeinket a kérszo-
vettani vizsgalatok- és a kanyardvirus specifikus RT-
PCR leleteivel parhuzamosan értékeltiik.

Anyagok és mddszerek
Betegek és kontroll mintdk

Otvenegy, stapedectomia sorén eltévolitott, anky-
loticus stapes talpat vizsgaltunk (N=51, férfiak=17,
n8k=34). Az eltavolitast kovetSen a mintakat 10%-
os, pufferelt formalinban fixaltuk. A kovetkezd feje-
zetben lefrt moédon posztoperativ korszdvettani vizs-
galatot végeztiink annak érdekében, hogy elkiilonit-
hessiik az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos sta-
pes fixaciokat. A nem-otosclerosisos stapes fixaciok
esetén a betegek atlagéletkora 35,47 év (N=30; tar-
tomany=19-57 év); otosclerosis esetén az atlagélet-
kor 39,17 év volt (N=21; tartominy=23-62 év). A
stapes fixaci6 klinikai diagnozisat az otoscopos-, az
audioldgiai- és a tympanometrids leletekre alapoz-
tuk. Az 1000 Hz-es frekvencidn mért csont-lég koz
legalabb 30 dB volt. Az esetek tobbségében (>90%)
a tympanometrids vizsgalat As-tipust tympanogra-
mot eredményezett. Egy beteg sem emlékezett gyer-
mekkori kanyarévirus fertGzésre, azonban 17 beteg
(mindannyian 1969 utin sziilettek) részesiilt doku-
mentélt, monovalens kanyardvirus-ellenes véd&ol-
tasban. A kanyar6virus-ellenes IgG szérum szinteket
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay)
technikaval mértiik a gyartd, klinikai mintakra vo-
natkozé utasitisainak megfelelSen (Immuno Biologi-
cal Laboratories, IBL, Németorszdg). A kanyardvi-
rus-ellenes IgG szérum szintet 12 [U/ml felett pozi-
tivnak (szerokonverzié véddoltas vagy atvészelt fer-
t6zés miatt) értékeltiik. A sziirke (bizonytalan) zéna
a 8—12 IU/ml érték kozé esett, mig a biztosan nega-
tiv reakcié (ez jellemz& az otosclerosisra) a 8 IU/ml
koncentracié alatt volt. A 30, szdvettanilag elkiiloni-
tett, nem-otosclerosisos stapes mintat az otosclerosi-
sos mintdkkal szemben negativ kontrollként hasznal-
tuk. A Magyar Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsig
ETT-TUKEB/2008-113-547/89 nyilvantartasi sza-
mon elfogadta és engedélyezte tanulminyunkat.

Kérszovettani vizgsgdlat

Az 6tvenegy ankyloticus stapes talp mintat 10%-
os pufferelt formalinban fixaltuk, majd 0,5 M-os Na-
EDTA-oldatban dekalcinaltuk (natrium etilén-dia-
mino-tetraacetét, 72 6ra, 4 °C). Az igy elSkészitett
mintdkat 20%-o0s analitikai tisztasdgd zselatinba
dgyaztuk (24 6ra, 56 °C), majd 4%-os paraformalde-
hid-oldatban tGjrafixaltuk (24 6ra, 20 °C). Az igy el-
készitett és szikével téglatest formajira vagott blok-
kokat krioprotekcié céljabol 20%-os szachardz-ol-
datba helyeztiik (2 6ra, 4 °C), majd egy kriomikro-
tommal (Slee, Németorszag) 10 um vastagsagu szele-
tekre vagtuk (45 °C). A szovetani metszeteket 0,1
M-os PBS-ben taroltuk (phosphate buffered saline és
natrium-azid, 4 °C). A fagyasztott mestszetsorozato-
kat két részre osztottuk és parhuzamosan viszgaltuk a
kovetkezsk szerint: 1. Nukleinsav kivonds és RT-
PCR amplifik4cié; 2. Hematoxylin-eozin festés. A
szovettani metszeteket normalis és polarizalt fény al-
kalmazasaval fényképeztiik le, a fajlokat jpeg forméa-
tumban, elektronikusan taroltuk (Axioskop2 MOT,
Axiovision 3.0, Zeiss, Jena, Németorszag).

Nukleinsav extrakcié és a kanyarévirus genom
kimutatdsa (RT-PCR)

A homogenizélt szovettani metszetek teljes RNS
tartalmét kivontuk az Ggynevezett TRI Reagent-ol-
dat alkalmazdsaval. Az RNS izolalast illetSen min-
denben a gyarté klinikai mintakra vonatkozo utasita-
sainak megfelelSen jartunk el (Sigma-Aldrich, Egye-
siilt Allamok). A kanyarévirus genom jelenlétét ,se-
mi-nested” reverz-transzkriptiz polimeriz lancreak-
ciéval (RT-PCR) mutattuk ki, a primerek 4ltal felis-
mert célszekvencia a  kanyardvirus genom
1091.-1531. nukleotidjai (5’-3") kozott helyezkedett
el. A kanyarévirus nukleoprotein (NP) RNS-ét egy
NP-specifikus primer kombinéciéval amplifikaltuk:
MV2-MV3 (1. tdbldzat). A reakcié RT-1épésében az
r'Tth enzimet (Recombinant Thermus thermophilus;
Applied Biosystems, Egyesiilt Allamok) alkalmaztuk.
Az RT-Iépésben keletkezett ¢cDNS-t (Complemen-
tary DNA) a ,semi-nested” PCR sordn genomikus
Red-Tag DNS-polimerédzzal (Sigma-Aldrich, Egye-
siilt Allamok) amplifikaltuk. Ebben a reakciéban egy
specidlis primer kombinaciét alkalmaztunk: MV3 és
MV4; MV?2 és NP14 (1. tdblazat). A kanyarévirus ki-
mutatdsért felel6s RT-PCR reakcié sikerességét és
validit4sat egy Ggynevezett hiztartasi génekre speci-
fikus kontroll primer kombinaciéval ellendriztiik:
h36B4+ és h36B4- (1. tablazat). Az emberi cellularis
kontroll RT-PCR reakcié soran ,Enhanced Avian”
reverz transzkriptdz (EA-RT; Sigma-Aldrich, Egye-
siilt Allamok) és genomikus Red-Taq DNS polimeraz
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1. tablazat

27

A kanyarévirus és a CD46 specifikus oligonukleotid primerek (prébak) {6 jellemz&i

Primer (préba) Szekvencia (5’- 3’) Kotsdési
h8mérséklet
Kanyarévirus nukleoprotein (NP) specifikus primerek
RT* primerek MV2 (-) GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 62 °C
MV3 (+) GCATCTGAACTCGGTATCAC 62 °C
Seminested** primerek
MV4 () AGCTCTCGCATCTGCTCT 55°C
NP14 (+) GCAAGGAAGATAGGAGGGTC 55 °C
Emberi cellularis kontroll primerek
H36B4+ (+) AGATGCAGCAGATCCGCAT 55 °C
H36B4- (-) ATATGAGGCAGGAGTTTCTCCAG 55 °C
CDA46 specifikus primerek
RT primerek
CD46Kfor (+) GAGTGTAAAGTGGTCAAATGTCG 75 °C
CD46Krev (-) GGAGTGGTTGATTTAGTCTGGTAA 75 °C
cDNS***.PCR primerek
CD46Bfor (+) TCGATGGCAGCGACACAA 60 °C
CDA46Brev (-) GGTAAGTGGCATATTCAGCTCCA 60 °C

*  RT: Reverz transzkripcié

**  Seminested: specidlis reverz transzkripciés médszer, ahol a PCR (polimeréz lancreakcié) mésodik kore az els$ kor primereit

részben tartalmazza

*#% cDNS: komplementer DNS — a reverz transzkripcié sordn az RNS-b3l atirt DNS termék

(Sigma-Aldrich, Egyesiilt Allamok) enzimet hasznl-
tunk. Pozitiv kontrollként é18 attenualt, Edmonston-
tipust kanyardvirus torzset alkalmaztunk. A kereszt-
kontaminaciok elkeriilése végett minden PCR reak-
ciéban RNS-mentes mintakat is beallitottunk (4).

A CD46 ,,splicing” varidnsok kimutatdsa
(RT-PCR)

A CDA46 eredet{i RNS-t két CD46 RNS specifikus
primer segitségével sokszorositottuk: CD46Kfor és
CD46Krev (1. tabldzat). A CD46 génrdl atirodott
RNS hypervaridbilis régidjat évezs szekvencidkat az
RT-1épésben ,enhanced avian myeloblastosis virus”
reverz transzkriptdz enzim (eAMV-RT; Sigma-Ald-
rich, Egyesiilt Alamok) segitségével amplifikéltuk. A
befogott szekvencidk a konzervativ régiéban helyez-
kedtek el, lehetévé téve a valtozd méret(i és valtoza-
tos atiréd4si, valamint az alternativ ,splicing”-on 4t-
esett RNS szekvencidk konzekvens sokszorositdsat.
A CD46Kfor elnevezésii primer az 5. és a 6. exon ha-
taran rendelkezik specifikus kot8dési (annealdcios)
hellyel, mig a CD46Krev elnevezés{i primer a 14.
exont célozza. A primereket a szerzSk tervezték, a
PubMed adatbazis ,,blast” programjanak futtatisa ré-
vén kizérélag az emberi CD46 mRNS-re specifiku-
sak, felhasznalasuk a szerz8k engedélyével lehetsé-
ges. Az gy felsokszorositott cDNS szekvencidk az

s 2z

érett CD46 mRNS teljes hypervaridbilis régidjat tar-

talmaztak. A cDNS PCR sorin tGgynevezett ,JumpS-
tart Accu Tag LA” DNS polimeraz enzimet (Sigma-
Aldrich, Egyesiilt Allamok) alkalmaztunk két ,semi-
nested” primer kombiniciéval: CD46Bfor és
CD46Brev (I. tablazat). DNS-mentes desztillalt vizet
alkalmaztunk negativ kontrollként. Az RT-PCR re-
akcidk soran a kovetkezd hémérsékleti- és idGpara-
métereket alkalmaztuk; RT-1épés: a primereket és a
mintdkat 75 °C-on 10 percen keresztiil imkubaltuk,
a ,master mix’-et az igy el6készitett mintakhoz ad-
tuk, majd 48 °C-os hdmérsékleten 20 perces inkuba-
ci6 kovetkezett, ezt egy 30 perces 50 °C-on véghez-
vitt Gjabb inkubacié kovette. cDNS-PCR: a kétszala
cDNS mintdkat 94 °C-os hdmérsékleten 3 percen
keresztiil denaturaltuk, egyszaldava tettiik. Az aneal4-
ci6 és az extenzié 60 °C-os és 68 °C-os hdmérsékle-
ten ment végbe, dsszesen 35 cikluson keresztiil, ame-
lyet egy 2 perces, 68 °C-os hdmérsékleten véghezvitt,
végss inkubicio kovetett. A h8mérsékleti- és ciklus-
profil kidolgozasa Sz.A. munkéja. A CDA46 specifikus
RT-PCR soran keletkezett amplimereket agardz gél-
elektroforézissel kiilonitettiik el. A kiilonbozs CD46
izoformék relativ expressziés szintjeit denzitometria
segitségével allapitottuk meg (18).

A CD46 amplimerek polyakrilamid gélbél
torténd tisgtitdsa
A cDNS-PCR soran keletkezett CD46 specifikus
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amplimereket végiil nem-denaturalé SDS poli-akri-
lamid gélelektroforézissel szeparaltuk. A géleket eti-
dium-bromiddal festettiik. Tekintettel arra, hogy sza-
mos CD46 ,,splicing” varians igen hasonlé molekula-
tomeggel rendelkezik, pusztdn a molekulatémeg
alapjan nem elkiilonithetSek. A géleket ezért UV
fénnyel vilagitottuk meg és az egyes CD46 varianso-
kat reprezentilo, fluoreszkald csikokat mikroszkép
alatt steril, egyszer hasznalatos szikével kivagtuk. Az
igy kinyert gélblokkokat Eppendorf mikrocentrifuga
csovekbe (1,5 ml) helyeztiik, majd a mintdkhoz 300
ml eldcids puffert (0,5 M ammoénium-acetat, 1 mM
EDTA) adtunk, amelyeket egy éjszakan 4t 37 °C-os
hémérsékleten inkubéltunk. A géldarabkik feliil-
Gszdjat centrifugélas segitéségvel kiilonitettiik el. A
mintdk DNS tartalmat kétszeres térfogatd, 100%-os
etanollal csaptuk ki (=70 °C, 10 perc); a DNS pely-
het 70%-o0s etanolban oldottuk fel, majd szaritottuk
és 20 ml TE pufferben (Tris-borat EDTA) jraszusz-
pendaltuk.

Agz elkiilénitett CD46 varidnsok restrikcios
hasitdssal térténd azonositdsa

Az elkiilonitett CD46 ,splicing” izoformakat rest-
rikcids hasitassal azonositottuk. A restrikcids reak-
ciok soran kizarélag olyan DN4z enzimeket alkal-
maztunk, amelyek a CD46 gén hypervariabilis régio-
jaban rendelkeztek specifikus felismerd és hasité
hellyel. A restrikcids elemzésre a kdvetkezs enzime-
ket talaltuk alkalmasnak: 1. HinfI (7. exon); 2. Accl
(8. exon); 3. Stul (9. exon); 4. HpyCH4V (12.
exon); 5. Bsal (13. exon) (I. dbra, 2. tdabldzat). Az
Osszes cDNS mintit mind az 6t fent emlitett restrik-
ciés enzim eleggyel emésztettiik (48 °C, 24 6ra). A

5. exon 'G exon
3 TATTGTGGTG ACAATTCAGT GTGGAGTCGT GCTGCTCCAG AGTGTAAAGT GGTCAAATGT

CGATTTCCAG TAGTCGAAAA TGGAAAMACAG ATATCAGGAT TTGGAAAAMA ATTTTACTAC

ARAGCAACAG TTATGTTTGA ATGCGATAAG GGTTTTTACC TCGATGGCAG CGACACAATT

" exon
CC CCAGTTCCAA AGTGTCTTAA AGTGCTGCCT

Hff{f[ 8. exon
Aeel

CCATCTAGTA CAAAACCTCC CACTACARAA

'9 exon
TCTCCAGCGT CCAGTGCCTC AGGTCCTHEEEEACTTACA AGCCTCCAGT CTCAAATTAT

Stul
g+ 10, exon e 11 exon
CCAGGATATC CTAAACCTGA GGAAGGAATA CTTGACAGTT TGGATGTTTG GGTCATTGCT

g 12 exon
GTGATTGTTA TTGCCATAGT TGTTGGAGEEJBENGTAATIT GTGTTGTCCC GTACAGATAT
HpyCH4V
13. exon Bsal
CTTCARAGGA GGARGAAGAR AGGCACATAC CTAACTGATGAGACCCACAG AGAAGTARAA

¢ 14, exon
TTTACTTCTC TCTGAGAAGG AGAGATGAGA GAAAGGTTTG CTTTTATCAT TAAAAGGAAA

GCAGATGGTG GAGCTGAATA TGCCACTTAC CAGACTAAAT CAACCACTCC AGCAGAGCAG 3

1. dbra. A CD46 molekula hypervaridbilis régisjat kédo-
16 mRNS (messenger RNS) nukleotid szekvencidja és az
erre specifikus restrikcids endonukledzok felismerési- és
hasitdsi helyei.

Az aldhigzott szekvencia elemek a CD46 specifikus RT-
primerek kapcsoléddsi-, annealdcids helyeit jelolik
(CD46Kfor és CD46Krev).

A piros hajlitott nyilak az mRNS részlet egyes exonjai-
nak indulé szekvencidit jelélik.

A szines négyszogek a restrikciés endonukledzok specifi-
kus hasitdsi helyeit mutatjdk. A CD46 mRNS-ének
hypervaridbilis régidjara a Hinfl, Accl, Stul, HbyCH4V
és a Bsal restrikciés endonukledz enzimek rendelkeznek
specifikus hasitdsi helyekkel

2. tablazat

A kiil6nb6z8 CD46 variansok hypervariabilis régidira specifikus hasitasi hellyel rendelkezd
endonukleazok tulajdonsagai.

CDA46 izoformak A nested RT-PCR soran keletkez& termékméret

Restrikciés enzimek

n 227bp Stul

1 249bp HpyCH4V

f 291bp Stul, HpyCH4V

i 294bp Accl, HpyCH4V

m 299bp Accl, Stul,HpyCH4V

d 336bp Accl, Stul, HpyCH4V

h 336bp Hinfl, Accl, HpyCH4V

k 342bp HpyCH4V, Bsal

b 378bp Hinfl, Accl, Stul, HpyCH4V
e 384bp Stul, HpyCH4V, Bsal

i 387bp Accl, HpyCH4V, Bsal

c 429bp Accl, Stul, HpyCH4YV, Bsal
g 429bp Hinfl, Accl, HpyCH4V, Bsal
a 471bp Hinfl, Accl, Stul, HpyCH4V, Bsal
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2. abra

Emberi celluléris kontroll RT-PCR Kanyarévirus specifikus RT-PCR

241bp
+—150bp - 221bp

Emben cellulans kontroll RT-PCR. Kanyarévirus specifikus RT-PCR

SR
«—150bp

2. dbra. A kanyarévirus nukleoprotein (NP) specifikus RT-PCR és az emberi celluldris kontroll RT-PCR eredményei
az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes talpak kérszovettani leleteivel sszefiiggésben (H.E.).

A: A stapes talp eliilsé polusdban elhelyezkedd aktiv otosclerosisos géc. Az otosclerosisos gocot hypercellularitds, td-

gas pseudovascularis #irok és erds basophilia jellemzi. Az emberi celluldris kontroll RT-PCR pozitiv eredményt adott.
A kanyarévirus eredetii RNS mindkét seminested primer par (MV3-MV4, MV2-NP14) segitségével kimutathaté

volt.

B: Annuldris, stepediovestibuldris kalcifikdcié csokkent cellularitdssal és vascularizdciéval. A kérosan datépiilt csonta-

2 o

lapdllomdny élénk basophil festédésii. Az emberi ribosomdlis RNS kimutathaté volt, szemben a kanyarévirus specifi-

kus RT-PCR-al, amely negativ eredményt adott

restrikcids elemzés eredményeit agardz gélelektrofo-
rézis segitségével tettiik lathatova.

Eredmények

A stapedectomia sordn eltdvolitott, ankyloticus
stapes talp mintdkat kérszovettani- és molekularis
biol6giai elemzésnek vetettiik ald. Otosclerosist 21
ankyloticus stapes talpszovettani elemzése soran alla-
pitottunk meg (2. dbra). Az otosclerosisos gécok 16
esetben aktivnak, mig 5 esetben inaktivnak (kiégett-
nek) bizonyultak (2. dbra). Hangstlyozzuk, hogy a
részlegesen eltavolitott stapes talpakat kizartuk a ta-
nulmanybol, hiszen az ovilis ablakban maradt eliilss-
illetve hats6 stapes talp részletek tartalmazhattak a
valédi csontos fixaciot okozd elvdltozast. A nem-
otosclerosisos stapes talpak tdbbségében (N=19), a

korszovettani vizsgalat stapediovestibularis kalcifika-
ciét allapitott meg, melyet eosinophil fest6désii ext-
racellularis matrix, csokkent cellularizacié és hypo-
vascularizaci6 jellemzett (2. dbra).

Az emberi riboszomélis RNS-t minden ankyloti-
cus stapes talp mintdban kimutattuk, meger&sitve
ezzel a kanyardvirus- és a CD46 kimutatds molekula-
ris bioldgiai mddszereinek validitasat (2. dbra). A
szovettani leletek szoros dsszefiiggést mutattak a ka-
nyarévirus specifikus RT-PCR eredményével. A vira-
lis nukleoproteint (NP) kodolé RNS szekvencidkat
kizarélag a szovettani vizsgalattal is megerssitett
otosclerosisos stapes talpakban (N=21) mutattuk ki
(2. abra). A virus negativ stapes talpak (N=30) szo-
vettanilag nem-otosclerosisos, degenerativ elvaltoza-
sokat mutattak, melyek az otosclerosistél elméletileg

kiillonboz6  etiopethogenetikai folyamatok eredmé-
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nyei lehetnek (2. dbra). Az otosclerosisos stapes fixa-
ciét a stapes talpban egyértelmiien felismerhets
csontreszorpcids gocok jelemezték. Az otosclerosisos
gbcokban a szdvettani aktivitastdl fiiggden, tobb-ke-
vesebb vascularis és pseudovasculdris elem, osteoc-
last, osteoblast és proliferacios aktivitdst mutaté en-
dothelsejt volt felismerhets (2. dbra). A nem-otosc-
lerosisos stapes fixacidkat szovettanilag annuléris
kalcifikaci6 (N=19), globularis fibrézis (N=7) és
lymphoplasmocytaer infiltraciéval jaré osteolysis
(N=4) jellemezte (2. dbra).

3 |

fc® los: | os]
B s

e

3. dbra. A CD46 ,,splicing” varidnsok komplementer
DNS amplimerjeinek SDS polyacrylamid gélelektroforé-
zissel torténd elvdlasztdsa (SDS-PAGE).

A: A CD46 expressziés mintdzata otosclerosisos és nem-
otosclerosisos stapes talp mintdkban (inverz SDS-PAGE
fénykép UV fény expoziciéval). Az otosclerosisos és a
nem-otosclerosisos stapes mintdkban ugyanazt az ét
CD46 wvaridnst mutattuk ki, de jelentdsen eltérd kifejezo-
dési szintekkel. A CD46 izoformdk egyiittes expresszidjd-
nak mintdzata szoros dsszefiiggést mutatott a kérszovet-
tani leletekkel. A szamok a CD46 mRNS specifikus RT-
PCR sordn keletkezd izoforma amplimereket jelolik. C:
negativ kontroll, nem-otosclerosisos stapes talp. OS:
otosclerosisos stapes talp.

B: Tisztitott és elvdlasztott CD46 cDNS-ek (agaréz gél
fénykép UV fény expozicidval). A szdmok a tisztitott és
tjra elvdlasztott CD46 izoformdk amplimenrjeit jelolik,
melyek a CD46 mRNS specifikus RT-PCR sordn kelet-
keztek. C: negativ kontroll, nem-otosclerosisos stapes
talp. OS: otosclerosisos stapes talp. MW: molekulatomeg
marker. 1: c varidns; 2: e varidns; 3: d varidns; 4: f va-
ridns; 5: ismeretlen varidns

A kanyarévirus-ellenes szérum IgG szintek statisz-
tikailag szignifikdns modon kiilonboztk az otosclero-
sisos és a nem-otosclerosisos stapes fixaciok esetén.
Az otosclerosisos betegek szérumaban mérhetd, 4tla-
golt kanyardvirus-ellenes immunglobulin G szint
szignifikdnsan alacsonyabb volt (median 6,9
IU/ml), mint a virusnegativ, nem-otosclerosisos sta-
pes fixacidk esetén (medidn = 142 IU/ml). Tizenhét
beteg részesiilt dokumentalt gyermekkori monova-
lens kanyarévirus-ellenes véddoltasban. Erdekes mé-
don kozottiik 11 beteg szdvettanilag megerSsitett,
kanyardvirus pozitiv otosclerosisban szenvedett; en-
nek ellenére a kanyarévirus-ellenes IgG szérum szint
a negativ tartomédnyba esett (medidn = 6,1 IU/ml).
Ez azt jelenti, hogy ezekben a betegekben sem a vé-
dBoltas, sem a perzisztald kanyarévirusfertdzés hata-
sara nem alakult ki hagyominyos értelemben vett
IgG alapt szerokonverzid. A masik hat beteg eseté-
ben szdvettanilag nem-otosclerosisos stapes fixaciot
allapitottunk meg élénk kanyardvirus-ellenes szero-
pozitivitassal (IgG median = 133 [U/ml).

Mind az otosclerosisos, mind a nem-otosclerosisos
stapes talpakban ugyanaz az 6t CD46 izoforma feje-
z8dott ki, de az izoformék expresszids szintjeiben je-
lent6s kiilonbség mutatkozott (3. dbra). A CDA46 izo-
formakat restrikcios elemzéssel és a hasitott termé-
kek molekulatomeg eloszldsaval azonositottuk (4.
dbra). A ¢, d, e és az f varidnsokat minden mintédban
azonositottuk, azonban egy eddig ismeretlen, rovid
CD46 ,splicing” izoformét is kimutattunk (3., 4. db-
ra). Az alternativ ,splicing” soran keletkezett, isme-
retlen CDA46 izoformét egy igen rovid, és a 9. exont is
tartalmazé hypervaribilis régio jellemezte (4. dbra).
Ezen izoforma restrikciés (emésztési ill. hasitasi)
mintézata teljesen megegyezett a jol ismert n izofor-
maéval, azonban a keletkezett hasitasi termékek mo-
lekulatdmege jelentSsen kiilonbozott (4. dbra, 2. tdb-
lazat). Az 6t CD46 izoforma relativ (egymashoz vi-
szonyitott) expresszios szintjeit denzitometria segitsé-
gével allapitottuk meg. A nem-otosclerosisos stapes
fixacidkkal szemben az otosclerosisos stapes fix4cio-
kat az f és az ismeretlen CD46 izoforma dominéns
expresszidja jellemezte (3. dbra). Osszefoglalva, az
otosclerosist a CD46 varidnsok egyedi ko-expresszio-
ja jellemezte a kovetkezs csdkkend expresszids szin-
tekkel: f (4.),d (3.), e (2.),c (1.), és az ismeretlen (5.)
varians (3. dbra). A nem-otosclerosisos stapes fixéci-
Ok esetén a kovetkezd konzekvens mintazatot észlel-
titk a csokkend kifejez8dés sorrendjében: d (3.), f
(4.), c (1.), e (2.) és az ismeretlen (5.) ,splicing” izo-
forma (3. dbra). Hangstlyozzuk, hogy a nem-otoscle-
rosisos stapes fixaciok esetén, az ismeretlen (5.) vari-
ans még éppen kimutathaté volt, de a tébbi varidns-
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sal ©sszehasonlitva elhanyagolhatéan alacsony exp-
resszids szintet mutatott (3. dbra).

Megbeszélés

Kisérleteinkkel igazoltuk a kanyarévirus eredetfi
RNS jelenlétét a szdvettani vizsgalattal megerdsitett
otosclerosisos stapes mintdkban. Ez az otosclerosisra
jellemz& virus-asszociacio teljes mértékben fliggetlen
az otosclerosisos csontétépiilés korszovettani aktivi-
tasatol. A szovettanilag nem-otosclerosisos stapes
mintakban a viralis RNS kimutatasa sikertelen volt.

xéciok szovettanilag leginkabb degenerativ korfolya-
matok eredményei lehetnek.

Az otosclerosis egyik {6 koroki tényezSje az embe-
ri oticus capsuldban zajlo, krénikus perzisztalé ka-
nyarévirus replikacié lehet (4, 5). A kanyardvirus
eredet(i antigének folyamatos kifejez6dése a cellula-
ris immunvélasz 4llandé stimulciéjit eredményezi,
ami az érintett csontszovetben megjelend gyulladasos
reakcidval és kovetkezményes sejtkarosodassal jar (4,
5, 7, 8). Mindezek a folyamatok tehdt masodlagosak,
hiszen a defektiv kanyarévirus képtelen kozvetlen
szovetkarosité hatast kifejteni (4, 5, 7, 8). Azok az

A kanyardvirus negativ, nem otosclerosisos stapes fi- immunoldgiai ingerek,

izoforma

0

£

E izoforma

Stul (9)
HpyCH4V (12

| B
| A

| x
|

LR

l | Bsal (13)

Stul (9)
| Bsal (13)

)
=
i
"
/M
=

| HpycH4v (12)
| | HpyCH4V (12)

)

Stul (9)

| HpyCH4V (12)

| AccI(8)
| Bsal (13)

4. dbra. A CD46 komplementer DNS amplimerjeinek restrikciés (hasitdsi) elemzése.
Az 6t elvdlasztott CD46 ,,splicing” varidns dsszehasonlité elemzését egy molekulati-
meg marker segitségével végeztiik el. Négy eddig ismert CD46 wvaridnst sikeriilt azo-
nositanunk: c izoforma, e izoforma, d izoforma és végiil az f izoforma. Egy kéziiliik
ismereten és beazonosithatalan ,,splicing” varidns volt, amely ugynazt a restrikciés
mintdzatot mutatta, mint az n izoforma, azonban a molekulatomegiik jelent&sen kii-
lonbézétt. A Hinfl, Accl, Stul, HbyCH4V és a Bsal a CD46 hypervaridbilis régio-
jara specifikus hasitdsi hellyel rendelkezd restrikciés endonukledzok. Az adott endo-
nukledz neve maégott lévd szdm a hasitdsi helyet tartalmazé exon sorszdmidit jeléli a
CD46 hypervaridbilis régidjaban. A: a c izoforma restrikciés mintdzata. B: az e izo-
forma restrikciés mintdzata. C: a d izoforma restrikciés mintdzata. D: az f izoforma
restrikciés mintdzata. E: az ismeretlen és eddig azonositatlan CD46 izoforma restrik-
ciés mintdzata. K: nem hasitott kontroll amplimer. MW: molekulatomeg marker

amelyek az antigének 4ltal
aktivéle CD3 és CD46 mo-
lekuldkon keresztiil hatnak,
alapvets szerepet jatszanak
a regulator T-helper 1
(rThl) sejtek differencials-
désaban és aktivalédasaban
(23, 24). Ezek a szabilyozo
funkciéval rendelkezd sej-
tek fontos szerepet toltenek
be az autoreaktiv, cytotoxi-
cus CD8 porzitiv T-sejtek el-
imin4ciojaban (25). A regu-
lator T-sejt populacié inak-
tivdloddsa vagy elégtelen
differencialéddsa csokkent-
heti, illetve megsziintetheti
a természetes sajat szoveti-
toleranciat, amely kiilénbo-
z8 autoimmun betegségek
kialakuldsahoz vezet (25).
Az ismeretlen rovid CD46
,splicing” varidns valészinfi-
leg egy az Gjonnan felismert
otosclerosissal kapcsolddott
izoformak koziil (18). Ezen
otosclerosis specifikus CD46
variansok jelenléte az em-
beri oticus capsula sejtjei-
nek felszinén, valdszintileg
elégtelenné teszi a kanyaro-
virus antigének daltal akti-
valt CD3-CD46 receptor-
komplex miikodését a regu-
lator T-helper 1 sejtek diffe-
rencialéddsaban (24, 25).
Ezen molekuldris szint{i ese-
mények eredményezhetik az
oticus capsula ellen kialaku-
16 masodlagos autoimmun
reakciot, amely végsGsoron
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kovetkezményes szenzorineurdlis hallascsdkkenést
okoz (10, 26-28).

A CDA46 ,splicing” varidnsok restrikcids elemzése
tovabbi informacidkkal szolgalt az otosclerosisos- és a
nem-otosclerosisos stapes fixaciok kanyardvirus re-
ceptor ko-expresszids mintézatat illetSen. Az otosc-
lerosisos- és a nem-otosclerosisos stapes fixacidkat
ugyanazon 6t CD46 izoforma egylittes expresszidja
jellemezte, azonban az expresszids mintazatok a kor-
szdvettani lelettel Osszefliged megjelenést mutattak.
A stapes talp mintdkban a ¢, d, e és f varidnsokat va-
lamint egy ismeretlen, az eddig leirt CD46 varian-
soknal lényegesen rdvidebb izoformat azonositot-
tunk. A nem-otosclerosisos stapes fixacidkkal szem-
ben, otosclerosis esetén az f varidns és az ismeretlen
varians fokozott expresszidjat tapasztaltuk. Az alter-
nativ ,splicing” kovetkeztében az f varians mRNS-
¢ébdl hidnyzik a 13-as exon. Ez az exon kédolja a
CDA46 receptor cytoplasmaticus doménjének na-
gyobbik részét (19). Ez a domén felel&s a receptor ak-
tivaciot kovetd intracelluléris foszforildz-medialt jel-
atvitelért (19). A 13-as exon hidnya médosult illetve
koéros intracelluldris jelatvitelt eredményezhet (19).
Az intracelluldris szignaltranszdukcids folyamatok
szovetspecifikus megvaltozasa felelSs lehet a perzisz-
talo kanyardvirus fertSzések kialakuldsiért. Eredmé-
nyeink azt sugalljak, hogy az otosclerosis szervspeci-
fikus kialakul4sa és az emberi oticus capsula Paramy-
xovirus receptor expresszids mintdzata kdzdtt nem
elhanyagolhat6 6sszefiiggés 4ll fenn (18).

Osszefoglalva, megéllapithatjuk, hogy az oticus
capsula részeként tanulményozott stapes talpak a
korszovettani lelettdl fiiged, egyedi CD46 receptor
expressziés mintézatot mutatnak. Ez a speciélis és
szovetspecifikus CD46 kifejez8dési mintézat lehet fe-
lelSs a perzisztalo kanyardvirus fert6zés iranti fogé-
konysag kialakul4saért.

Ko6szonetnyilvanitas
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17/2008) anyagi tAmogatasaval késziilt.
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Zusammenfassung: Az otosclerosis az emberi oticus capsu-
la elsédleges csontatépiilési zavara, melynek létrejottében
szerepet jatszhat az oticus capsulét érint8 perzisztald ka-
nyardvirus fertézés. A kanyarévirus emberi sejtreceptora a
membran kofaktor fehérje (MCE, CD46), amely 14 ismert
»splicing” varidnssal rendelkezik. Az oticus capsula és a
stapes talp egyedi CD46 kifejez6dési mintdzata meghata-
rozhatja a perzisztalé kanyardvirus fert6zés, illetve replika-
ci6 iranti fogékonysdgot. Otvenegy stapedectomia soran
eltavolitott stapes talpat vizsgaltunk kérszévettani- és mo-
lekularis biolégiai médszerekkel parhuzamosan. A nukle-
insavakat (mRNS, DNS, vRNS) kivontuk a stapes talpak-
bél. A kanyardvirust nukleoprotein RNS specifikus RT-
PCR-ral azonositottuk. Az alternativ ,splicing” soran ke-
letkezd CD46 izoformékat RT-PCR segitségével sokszoro-
sitottuk. A komplementer DNS (cDNS) amplimereket
SDS polyacryl-amid gélelektroforézissel valasztottuk kii-
16n, majd a gélekbdl sorozatos tisztitassal kivontuk. A tisz-
titott cDNS mintdkat CD46 specifikus hasitasi helyekkel
rendelkezd restrikciés endonukledzokkal tébbszordsen ha-
sitottuk. A kanyarévirus eredetti RNS-t csak a szovettani-
lag megerGsitett otosclerosisos stapes talpakban mutattuk
ki; a kanyarévirust nem tartalmazé stapes talpak szovetta-
nilag nem-otosclerosisos stapes ankylosisnak bizonyultak.
A szdvettani vizsgilat eredményétdl fiiggetleniil, minden
mintat (N=51) 6t CD46 varidns egyiittes expresszidja jel-
lemzett (c, d, e, f, és egy rovidebb ismeretlen izoforma). A
szovettanilag otosclerosisosnak véleményezett mintékat
(N=21) az f varidns és az ismeretlen rovid varidns kifeje-
zetten emelkedett expresszidja jellemezte. A fenti két
CDA46 izoforma fokozott kifejez8dése és az oticus capsula
egyedi CD46 expressziés mintdzata megvaltozott, illetve
kéros intracellularis jelatvitelt eredményezhet a kanyaré-
virus receptorok szintjén. Ezek a véltozasok a kovetkez-
ményes immunoldgiai eltérésekkel egyiitt, magyarazhatjik
a perzisztalo kanyarévirus fertzés oticus capsuldn beliili
kialakulasat.

KuLcsszavak: CD46, kanyarévirus, otosclerosis, restrik-
ciés elemzés, RT-PCR
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