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Bevezetés

Az otosclerosis halláscsökkenéssel járó megbete-
gedés, melyet az oticus capsula és a stapes talp kóro-
san felfokozott csontátépülése okoz (1). A patológiás
csontremodellizációs folyamat az otosclerosisos góco-
kon belül fokozott osteoclast tevékenységgel és in-
tenzív osteolysissel jellemezhető (2). Az otosclerosi-
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ÖSSZEFOGLALÁS: Az otosclerosis az emberi oticus capsula
elsődleges csontátépülési zavara, melynek létrejöttében
szerepet játszhat az oticus capsulát érintő perzisztáló ka-
nyaróvírus fertőzés. A kanyaróvírus emberi sejtreceptora a
membrán kofaktor fehérje (MCP, CD46), amely 14 ismert
„splicing” variánssal rendelkezik. Az oticus capsula és a
stapes talp egyedi CD46 kifejeződési mintázata meghatá-
rozhatja a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés, illetve repliká-
ció iránti fogékonyságot. Ötvenegy stapedectomia során
eltávolított stapes talpat vizsgáltunk kórszövettani- és mo-
lekuláris biológiai módszerekkel párhuzamosan. A nukle-
insavakat (mRNS, DNS, vRNS) kivontuk a stapes talpak-
ból. A kanyaróvírust nukleoprotein RNS specifikus RT-
PCR-ral azonosítottuk. Az alternatív „splicing” során ke-
letkező CD46 izoformákat RT-PCR segítségével sokszoro-
sítottuk. A komplementer DNS (cDNS) amplimereket
SDS polyacryl-amid gélelektroforézissel választottuk kü-
lön, majd a gélekből sorozatos tisztítással kivontuk. A tisz-
tított cDNS mintákat CD46 specifikus hasítási helyekkel
rendelkező restrikciós endonukleázokkal többszörösen ha-
sítottuk. A kanyaróvírus eredetű RNS-t csak a szövettani-
lag megerősített otosclerosisos stapes talpakban mutattuk
ki; a kanyaróvírust nem tartalmazó stapes talpak szövetta-
nilag nem-otosclerosisos stapes ankylosisnak bizonyultak.
A szövettani vizsgálat eredményétől függetlenül, minden
mintát (N=51) öt CD46 variáns együttes expressziója jel-
lemzett (c, d, e, f, és egy rövidebb ismeretlen izoforma). A
szövettanilag otosclerosisosnak véleményezett mintákat
(N=21) az f variáns és az ismeretlen rövid variáns kifeje-
zetten emelkedett expressziója jellemezte. A fenti két
CD46 izoforma fokozott kifejeződése és az oticus capsula
egyedi CD46 expressziós mintázata megváltozott, illetve
kóros intracelluláris jelátvitelt eredményezhet a kanyaró-
vírus receptorok szintjén. Ezek a változások a következ-
ményes immunológiai eltérésekkel együtt, magyarázhatják
a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés oticus capsulán belüli
kialakulását.  
KULCSSZAVAK: CD46, kanyaróvírus, otosclerosis, restrik -
ciós 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
(MCP, 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
CD46 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, e, 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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sos gócok kizárólag az oticus capsulán belül keletkez-
nek: a stapes talpban, a pericochleáris valamint a pe-
rilabyrinthaer régiókban (3). Mivel az otosclerosis ál-
tal érintett és átépült stapes talp fizikai és mechani-
kai tulajdonságai megváltoznak, elsődlegesen vezeté-
ses halláscsökkenés alakul ki (1). A kaukázusi fehé-
rek között a klinikai otosclerosis (valójában ismeret-
len eredetű stapes fixáció) prevalenciája általánosan
0,3–0,4%-ra tehető, míg a vezetéses halláscsökke-
nésben szenvedők között eléri a 9–12%-ot is (1).

Korábbi tudományos eredmények alapján, az
otosclerosis fő kóroki tényezője az emberi oticus cap-
sula perzisztáló kanyaróvírus fertőzése lehet (4–9). A
kanyaróvírus eredetű antigének folyamatos jelenléte
feltehetőleg serkenti a lokális celluláris immunvá-
laszt, amely következményes gyulladásos csontátépü-
lést, és ezzel párhuzamosan kialakuló szenzorineurá-
lis halláscsökkenést eredményez (1, 8, 10). Korábbi
tanulmányok részletesen elemzték a kanyaróvírus
otosclerosisban betöltött rendhagyó pathogén szere-
pét, és szignifikáns összefüggést találtak (5, 8). Az
otosclerosisos stapes talpakban több kutatócsoport is
azonosította a kanyaróvírus genomot RT-PCR tech-
nika segítségével (4, 6). A paramyxovírus-szerű ré-
szecskéket elektronmikroszkópia során is kimutatták
az otosclerosisos gócok osteoclastjaiban és osteob-
lastjaiban is (9). 

A kanyaróvírus lévén a Paramyxovírus család
(Gens Paramyxoviridae) tagja, három, a víruscsaládra
jellemző útvonalon képes bejutni az emberi sejtekbe
(11, 12). A legfontosabb és legnagyobb hatásfokkal
bíró fertőzési útvonal a SLAM (Signalling
Lymphocyte Activating Protein, CD150) recepto-
rokhoz kötött; a CD46 receptoron (MCP, Membrane
Cofactor Protein) keresztül bekövetkező fertőzés ki-
sebb hatásfokkal bír ugyan, de minden emberi sejt
fertőzésére alkalmas, tehát általánosan elterjedt (11,
12). A vírusfertőzés újabb útjait is feltárták olyan
sejtvonalakon, melyek nem fejeztek ki egyetlen eddig
ismert kanyaróvírus receptort sem (11). Ezek az in-
fekciós utak igen kis hatásfokúak, nem járnak jelen-
tős vírusreplikációval és szinte azonnali sejtszétesés-
hez vezetnek (11). Az eddig még ismeretlen kanya-
róvírus receptor-szerű molekulát Receptor X-nek ne-
vezték el (11). 

Immunhisztokémiai tanulmányok szerint a
SLAM-típusú fehérjék nagyaon alacsony expressziós
szintet mutatnak az emberi oticus capsulában, szem-
ben a CD46-típusú kanyaróvírus receptorral, amely
nagy mennyiségben fejeződik ki (13, 14). Ezen ered-
mények alapján azt feltételezzük, hogy a kanyaróví-
rus bejutása az oticus capsula sejtjeibe alapvetően a
CD46 receptoron keresztül valósul meg (13). 

A CD46 fehérje 14 ismert variánssal (izoformá-
val) rendelkezik, amelyek az egyetlen CD46 génről
átíródott mRNS alternatív „splicing”-ja során válto-
zó mennyiségben és mintázatban fejeződnek ki (14). 

Alternatív „splicing”: a DNS-ről átíródott mRNS
rendhagyó poszttranszlációs módosulása, melyet az
elmúlt 20 évben fedeztek fel. A folyamat lényege,
hogy egy adott génről átíródott mRNS számos fehér-
jét kódolhat, melyek keletkezése egyidőben is történ-
het. Az alternatív „splicing” úgynevezett splicoso-
mákban megy végbe, melyek az endoplasmaticus re-
ticulumokon kívül helyezkednek el. Ez a folyamat
csak néhány gént érint, szabályozása ismeretlen. Fel-
fedezésével megrendült az „egy gén egy fehérje” több
évtizedes, megdönthetetlennek vélt dogmája (a szer-
zők megjegyzése). 

A CD46 génje az 1. kromoszómán helyezkedik el,
és 14 olyan exonból áll, amelyek meghatározzák a
molekula egyes funkcionális alegységeinek szerkeze-
tét (14, 15). Az első hat exon kódolja a CD46 mole-
kula konzervatív régióját, benne a CCP (Comple-
ment Control Protein) és az SCR (Short Consensus
Repeat) alegységeket, amelyek a szérum faktor I-el
együttesen aktiválódva felelősek a C3b és a C4b
komplement faktorok proteolitikus inaktivációjáért
(15, 16). A CCP régió egyben a kanyaróvírus alre-
ceptora is (11, 12). A 7-9-es exonok kódolják az úgy-
nevezett STP (Serine Threonin Prolin Rich) régiót,
amely a CD46 molekula extracelluláris mátrixhoz
való kötődésében játszik szerepet (17). A 10-12-es
exonok kódolják a CD46 molekula transzmembrán
doménjét (15–17). Az elmúlt évben négy, kizárólag
otosclerosisos stapes talpakban előforduló (otoscle-
rosis-specifikus) CD46 „splicing” variánst írtak le
(18). Ezek közül egyet a transzmembrán domén tel-
jes hiánya jellemez, amely szolubilis, cytoplazmatikus
formát sejtet (18). A 13-as és a 14-es exon kódolja a
CD46 cytoplazmatikus doménjét, amely az intracel-
lularis, foszforiláz-függő jelátvitelben játszik fontos
szerepet (19). A különböző CD46 izoformák négy el-
térő cytoplazmatikus doménnel rendelkezhetnek,
melyek egyenként is sajátos és igen változatos jelát-
viteli útvonalakat aktiválnak. Ezek sorrendben: a
gyakori CYT-1 (17 aminosav), és a CYT-2 (24 ami-
nosav), valamint a ritkán előforduló CYT-3 és a
CYT-4 (19). Az emberi immunsejtek CD46 recepto-
rokon keresztül bekövetkező kanyaróvírus fertőzése
hosszantartó és mélyreható változásokat okoz a kü-
lönböző gyulladásos cytokinek (interleukin-1, -6,  -12)
expressziójában, amely egyben fontos a szerepet is
játszik a T-helper 1 (Th1) és a T-helper 2 (Th2) sej-
tek érésében és differenciálódásában (20–24). A kü-
lönböző CD46 izoformák minden sejtmaggal rendel-
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kező emberi sejt felszínén kifejeződnek, de expresszi-
ós szintjük és mintázatuk inter- és intraindividuáli-
san is, valamint a szövettípustól függően is jelentősen
különbözhet (14). Ennek ellenére a fent említett
otosclerosis-specifikus CD46 variánsok leírása előtti
években nem találtak összefüggést a szöveti CD46
izoforma mintázat és egyes betegségek, állapotok
vagy fenotípusok között (14, 17). 

Tanulmányunkban restrikciós endonukleázok se-
gítségével elemeztük a CD46 „splicing” variánsok
expressziós mintázatát otosclerosisos- és nem-otosc-
lerosisos stapes talpakban. Eredményeinket a kórszö-
vettani vizsgálatok- és a kanyaróvírus specifikus RT-
PCR leleteivel párhuzamosan értékeltük.

Anyagok és módszerek
Betegek és kontroll minták

Ötvenegy, stapedectomia során eltávolított, anky-
loticus stapes talpat vizsgáltunk (N=51, férfiak=17,
nők=34). Az eltávolítást követően a mintákat 10%-
os, pufferelt formalinban fixáltuk. A következő feje-
zetben leírt módon posztoperatív kórszövettani vizs-
gálatot végeztünk annak érdekében, hogy elkülönít-
hessük az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos sta-
pes fixációkat. A nem-otosclerosisos stapes fixációk
esetén a betegek átlagéletkora 35,47 év (N=30; tar-
tomány=19–57 év); otosclerosis esetén az átlagélet-
kor 39,17 év volt (N=21; tartomány=23–62 év). A
stapes fixáció klinikai diagnózisát az otoscopos-, az
audiológiai- és a tympanometriás leletekre alapoz-
tuk. Az 1000 Hz-es frekvencián mért csont-lég köz
legalább 30 dB volt. Az esetek többségében (>90%)
a tympanometriás vizsgálat As-típusú tympanogra-
mot eredményezett. Egy beteg sem emlékezett gyer-
mekkori kanyaróvírus fertőzésre, azonban 17 beteg
(mindannyian 1969 után születtek) részesült doku-
mentált, monovalens kanyaróvírus-ellenes védőol-
tásban. A kanyaróvírus-ellenes IgG szérum szinteket
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay)
technikával mértük a gyártó, klinikai mintákra vo-
natkozó utasításainak megfelelően (Immuno Biologi-
cal Laboratories, IBL, Németország). A kanyaróví-
rus-ellenes IgG szérum szintet 12 IU/ml felett pozi-
tívnak (szerokonverzió védőoltás vagy átvészelt fer-
tőzés miatt) értékeltük. A szürke (bizonytalan) zóna
a 8–12 IU/ml érték közé esett, míg a biztosan nega-
tív reakció (ez jellemző az otosclerosisra) a 8 IU/ml
koncentráció alatt volt. A 30, szövettanilag elkülöní-
tett, nem-otosclerosisos stapes mintát az otosclerosi-
sos mintákkal szemben negatív kontrollként használ-
tuk. A Magyar Tudományos Kutatásetikai Bizottság
ETT-TUKEB/2008-113-547/89 nyilvántartási szá-
mon elfogadta és engedélyezte tanulmányunkat.

Kórszövettani vizsgálat
Az ötvenegy ankyloticus stapes talp mintát 10%-

os pufferelt formalinban fixáltuk, majd 0,5 M-os Na-
EDTA-oldatban dekalcináltuk (nátrium etilén-dia-
mino-tetraacetát, 72 óra, 4 °C). Az így előkészített
mintákat 20%-os analitikai tisztaságú zselatinba
ágyaztuk (24 óra, 56 °C), majd 4%-os paraformalde-
hid-oldatban újrafixáltuk (24 óra, 20 °C). Az így el-
készített és szikével téglatest formájúra vágott blok-
kokat krioprotekció céljából 20%-os szacharóz-ol-
datba helyeztük (2 óra, 4 °C), majd egy kriomikro-
tómmal (Slee, Németország) 10 μm vastagságú szele-
tekre vágtuk (–45 °C). A szövetani metszeteket 0,1
M-os PBS-ben tároltuk (phosphate buffered saline és
nátrium-azid, 4 °C). A fagyasztott mestszetsorozato-
kat két részre osztottuk és párhuzamosan viszgáltuk a
következők szerint: 1. Nukleinsav kivonás és RT-
PCR amplifikáció; 2. Hematoxylin-eozin festés. A
szövettani metszeteket normális és polarizált fény al-
kalmazásával fényképeztük le, a fájlokat jpeg formá-
tumban, elektronikusan tároltuk (Axioskop2 MOT,
Axiovision 3.0, Zeiss, Jena, Németország).

Nukleinsav extrakció és a kanyaróvírus genom
kimutatása (RT-PCR)

A homogenizált szövettani metszetek teljes RNS
tartalmát kivontuk az úgynevezett TRI Reagent-ol-
dat alkalmazásával. Az RNS izolálást illetően min-
denben a gyártó klinikai mintákra vonatkozó utasítá-
sainak megfelelően jártunk el (Sigma-Aldrich, Egye-
sült Államok). A kanyaróvírus genom jelenlétét „se-
mi-nested” reverz-transzkriptáz polimeráz láncreak-
cióval (RT-PCR) mutattuk ki, a primerek által felis-
mert célszekvencia a kanyaróvírus genom
1091.–1531. nukleotidjai (5’–3’) között helyezkedett
el. A kanyaróvírus nukleoprotein (NP) RNS-ét egy
NP-specifikus primer kombinációval amplifikáltuk:
MV2-MV3 (1. táblázat). A reakció RT-lépésében az
rTth enzimet (Recombinant Thermus thermophilus;
Applied Biosystems, Egyesült Államok) alkalmaztuk.
Az RT-lépésben keletkezett cDNS-t (Complemen-
tary DNA) a „semi-nested” PCR során genomikus
Red-Taq DNS-polimerázzal (Sigma-Aldrich, Egye-
sült Államok) amplifikáltuk. Ebben a reakcióban egy
speciális primer kombinációt alkalmaztunk: MV3 és
MV4; MV2 és NP14 (1. táblázat). A kanyaróvírus ki-
mutatásért felelős RT-PCR reakció sikerességét és
validitását egy úgynevezett háztartási génekre speci-
fikus kontroll primer kombinációval ellenőriztük:
h36B4+ és h36B4- (1. táblázat). Az emberi celluláris
kontroll RT-PCR reakció során „Enhanced Avian”
reverz transzkriptáz (EA-RT; Sigma-Aldrich, Egye-
sült Államok) és genomikus Red-Taq DNS polimeráz
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(Sigma-Aldrich, Egyesült Államok) enzimet használ-
tunk. Pozitív kontrollként élő attenuált, Edmonston-
típusú kanyaróvírus törzset alkalmaztunk. A kereszt-
kontaminációk elkerülése végett minden PCR reak-
cióban RNS-mentes mintákat is beállítottunk (4).

A CD46 „splicing” variánsok kimutatása 
(RT-PCR)

A CD46 eredetű RNS-t két CD46 RNS specifikus
primer segítségével sokszorosítottuk: CD46Kfor és
CD46Krev (1. táblázat). A CD46 génről átíródott
RNS hypervariábilis régióját övező szekvenciákat az
RT-lépésben „enhanced avian myeloblastosis virus”
reverz transzkriptáz enzim (eAMV-RT; Sigma-Ald-
rich, Egyesült Álamok) segítségével amplifikáltuk. A
befogott szekvenciák a konzervatív régióban helyez-
kedtek el, lehetővé téve a változó méretű és változa-
tos átíródású, valamint az alternatív „splicing”-on át-
esett RNS szekvenciák konzekvens sokszorosítását.
A CD46Kfor elnevezésű primer az 5. és a 6. exon ha-
tárán rendelkezik specifikus kötődési (annealációs)
hellyel, míg a CD46Krev elnevezésű primer a 14.
exont célozza. A primereket a szerzők tervezték, a
PubMed adatbázis „blast” programjának futtatása ré-
vén kizárólag az emberi CD46 mRNS-re specifiku-
sak, felhasználásuk a szerzők engedélyével lehetsé-
ges. Az így felsokszorosított cDNS szekvenciák az
érett CD46 mRNS teljes hypervariábilis régióját tar-

talmazták. A cDNS PCR során úgynevezett „JumpS-
tart Accu Taq LA” DNS polimeráz enzimet (Sigma-
Aldrich, Egyesült Államok) alkalmaztunk két „semi-
nested” primer kombinációval: CD46Bfor és
CD46Brev (1. táblázat). DNS-mentes desztillált vizet
alkalmaztunk negatív kontrollként. Az RT-PCR re-
akciók során a következő hőmérsékleti- és időpara-
métereket alkalmaztuk; RT-lépés: a primereket és a
mintákat 75 °C-on 10 percen keresztül imkubáltuk,
a „master mix”-et az így előkészített mintákhoz ad-
tuk, majd 48 °C-os hőmérsékleten 20 perces inkubá-
ció következett, ezt egy 30 perces 50 °C-on véghez-
vitt újabb inkubáció követte. cDNS-PCR: a kétszálú
cDNS mintákat 94 °C-os hőmérsékleten 3 percen
keresztül denaturáltuk, egyszálúvá tettük. Az anealá-
ció és az extenzió 60 °C-os és 68 °C-os hőmérsékle-
ten ment végbe, összesen 35 cikluson keresztül, ame-
lyet egy 2 perces, 68 °C-os hőmérsékleten véghezvitt,
végső inkubáció követett. A hőmérsékleti- és ciklus-
profil kidolgozása Sz.A. munkája. A CD46 specifikus
RT-PCR során keletkezett amplimereket agaróz gél -
elektroforézissel különítettük el. A különböző CD46
izoformák relatív expressziós szintjeit denzitometria
segítségével állapítottuk meg (18).

A CD46 amplimerek polyakrilamid gélből
történő tisztítása

A cDNS-PCR során keletkezett CD46 specifikus

1. táblázat
A kanyaróvírus és a CD46 specifikus oligonukleotid primerek (próbák) fő jellemzői

Primer (próba) Szekvencia (5’- 3’) Kötődési
hőmérséklet

Kanyaróvírus 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 celluláris kontroll primerek
H36B4+ (+) AGATGCAGCAGATCCGCAT 55 °C
H36B4- (-) ATATGAGGCAGGAGTTTCTCCAG 55 °C

CD46 specifikus primerek
RT  primerek

CD46Kfor (+) GAGTGTAAAGTGGTCAAATGTCG 75 °C
CD46Krev (-) GGAGTGGTTGATTTAGTCTGGTAA 75 °C

cDNS***-PCR primerek
CD46Bfor (+) TCGATGGCAGCGACACAA 60 °C
CD46Brev (-) GGTAAGTGGCATATTCAGCTCCA 60 °C

*     RT: Reverz transzkripció
**   Seminested: speciális reverz transzkripciós módszer, ahol a PCR (polimeráz láncreakció) második köre az első kör primereit

részben tartalmazza
*** cDNS: komplementer DNS – a reverz transzkripció során az RNS-ből átírt DNS termék



amplimereket végül nem-denaturáló SDS poli-akri-
lamid gélelektroforézissel szeparáltuk. A géleket eti-
dium-bromiddal festettük. Tekintettel arra, hogy szá-
mos CD46 „splicing” variáns igen hasonló molekula-
tömeggel rendelkezik, pusztán a molekulatömeg
alapján nem elkülöníthetőek. A géleket ezért UV
fénnyel világítottuk meg és az egyes CD46 variánso-
kat reprezentáló, fluoreszkáló csíkokat mikroszkóp
alatt steril, egyszer használatos szikével kivágtuk. Az
így kinyert gélblokkokat Eppendorf mikrocentrifuga
csövekbe (1,5 ml) helyeztük, majd a mintákhoz 300
ml elúciós puffert (0,5 M ammónium-acetát, 1 mM
EDTA) adtunk, amelyeket egy éjszakán át 37 °C-os
hőmérsékleten inkubáltunk. A géldarabkák felül-
úszóját centrifugálás segítéségvel különítettük el. A
minták DNS tartalmát kétszeres térfogatú, 100%-os
etanollal csaptuk ki (–70 °C, 10 perc); a DNS pely-
het 70%-os etanolban oldottuk fel, majd szárítottuk
és 20 ml TE pufferben (Tris-borát EDTA) újraszusz-
pendáltuk.

Az elkülönített CD46 variánsok restrikciós
hasítással történő azonosítása

Az elkülönített CD46 „splicing” izoformákat rest-
rikciós hasítással azonosítottuk. A restrikciós reak -
ciók során kizárólag olyan DNáz enzimeket alkal-
maztunk, amelyek a CD46 gén hypervariábilis régió-
jában rendelkeztek specifikus felismerő és hasító
hellyel. A restrikciós elemzésre a következő enzime-
ket találtuk alkalmasnak: 1. HinfI (7. exon); 2. AccI
(8. exon); 3. StuI (9. exon); 4. HpyCH4V (12.
exon); 5. BsaI (13. exon) (1. ábra, 2. táblázat). Az
összes cDNS mintát mind az öt fent említett restrik-
ciós enzim eleggyel emésztettük (48 °C, 24 óra). A
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1. ábra. A CD46 molekula hypervariábilis régióját kódo-
ló mRNS (messenger RNS) nukleotid szekvenciája és az
erre specifikus restrikciós endonukleázok felismerési- és
hasítási helyei. 
Az aláhúzott szekvencia elemek a CD46 specifikus RT-
primerek kapcsolódási-, annealációs helyeit jelölik
(CD46Kfor és CD46Krev). 
A piros hajlított nyilak az mRNS részlet egyes exonjai-
nak induló szekvenciáit jelölik. 
A színes négyszögek a restrikciós endonukleázok specifi-
kus hasítási helyeit mutatják. A CD46 mRNS-ének
hypervariábilis régiójára a HinfI, AccI, StuI, HpyCH4V
és a BsaI restrikciós endonukleáz enzimek rendelkeznek
specifikus hasítási helyekkel

2. táblázat
A különböző CD46 variánsok hypervariábilis régióira specifikus hasítási hellyel rendelkező

endonukleázok tulajdonságai.
CD46 izoformák A nested RT-PCR során keletkező termékméret Restrikciós enzimek  

n 227bp StuI
l 249bp HpyCH4V  
f 291bp StuI, HpyCH4V
j 294bp AccI, HpyCH4V

m 299bp AccI, StuI,HpyCH4V
d 336bp AccI, StuI, HpyCH4V
h 336bp HinfI, AccI, HpyCH4V
k 342bp HpyCH4V, BsaI
b 378bp HinfI, AccI, StuI, HpyCH4V
e 384bp StuI, HpyCH4V, BsaI
i 387bp AccI, HpyCH4V, BsaI
c 429bp AccI, StuI, HpyCH4V, BsaI
g 429bp HinfI, AccI, HpyCH4V, BsaI
a 471bp HinfI, AccI, StuI, HpyCH4V, BsaI



restrikciós elemzés eredményeit agaróz gélelektrofo-
rézis segítségével tettük láthatóvá. 

Eredmények

A stapedectomia során eltávolított, ankyloticus
stapes talp mintákat kórszövettani- és molekuláris
bio lógiai elemzésnek vetettük alá. Otosclerosist 21
ankyloticus stapes talpszövettani elemzése során álla-
pítottunk meg (2. ábra). Az otosclerosisos gócok 16
esetben aktívnak, míg 5 esetben inaktívnak (kiégett-
nek) bizonyultak (2. ábra). Hangsúlyozzuk, hogy a
részlegesen eltávolított stapes talpakat kizártuk a ta-
nulmányból, hiszen az ovális ablakban maradt elülső-
illetve hátsó stapes talp részletek tartalmazhatták a
valódi csontos fixációt okozó elváltozást. A nem-
otosclerosisos stapes talpak többségében (N=19), a

kórszövettani vizsgálat stapediovestibuláris kalcifiká-
ciót állapított meg, melyet eosinophil festődésű ext-
racelluláris mátrix, csökkent cellularizáció és hypo-
vascularizáció jellemzett (2. ábra). 

Az emberi riboszomális RNS-t minden ankyloti-
cus stapes talp mintában kimutattuk, megerősítve
ezzel a kanyaróvírus- és a CD46 kimutatás molekulá-
ris biológiai módszereinek validitását (2. ábra). A
szövettani leletek szoros összefüggést mutattak a ka-
nyaróvírus specifikus RT-PCR eredményével. A virá-
lis nukleoproteint (NP) kódoló RNS szekvenciákat
kizárólag a szövettani vizsgálattal is megerősített
otosclerosisos stapes talpakban (N=21) mutattuk ki
(2. ábra). A vírus negatív stapes talpak (N=30) szö-
vettanilag nem-otosclerosisos, degeneratív elváltozá-
sokat mutattak, melyek az otosclerosistól elméletileg
különböző etiopethogenetikai folyamatok eredmé-
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2. ábra. A kanyaróvírus nukleoprotein (NP) specifikus RT-PCR és az emberi celluláris kontroll RT-PCR eredményei
az otosclerosisos és a nem-otosclerosisos stapes talpak kórszövettani leleteivel összefüggésben (H.E.). 
A: A stapes talp elülső pólusában elhelyezkedő aktív otosclerosisos góc. Az otosclerosisos gócot hypercellularitás, tá-
gas pseudovascularis űrök és erős basophilia jellemzi. Az emberi celluláris kontroll RT-PCR pozitív eredményt adott.
A kanyaróvírus eredetű RNS mindkét seminested primer pár (MV3-MV4, MV2-NP14) segítségével kimutatható
volt. 
B: Annuláris, stepediovestibuláris kalcifikáció csökkent cellularitással és vascularizációval. A kórosan átépült csonta-
lapállomány élénk basophil festődésű. Az emberi ribosomális RNS kimutatható volt, szemben a kanyaróvírus specifi-
kus RT-PCR-al, amely negatív eredményt adott



nyei lehetnek (2. ábra). Az otosclerosisos stapes fixá-
ciót a stapes talpban egyértelműen felismerhető
csontreszorpciós gócok jelemezték. Az otosclerosisos
gócokban a szövettani aktivitástól függően, több-ke-
vesebb vasculáris és pseudovasculáris elem, osteoc-
last, osteoblast és proliferációs aktivitást mutató en-
dothelsejt volt felismerhető (2. ábra). A nem-otosc-
lerosisos stapes fixációkat szövettanilag annuláris
kalcifikáció (N=19), globuláris fibrózis (N=7) és
lymphoplasmocytaer infiltrációval járó osteolysis
(N=4) jellemezte (2. ábra). 

A kanyaróvírus-ellenes szérum IgG szintek statisz-
tikailag szignifikáns módon különböztk az otosclero-
sisos és a nem-otosclerosisos stapes fixációk esetén.
Az otosclerosisos betegek szérumában mérhető, átla-
golt kanyaróvírus-ellenes immunglobulin G szint
szignifikánsan alacsonyabb volt (medián = 6,9
IU/ml), mint a vírusnegatív, nem-otosclerosisos sta-
pes fixációk esetén (medián = 142 IU/ml). Tizenhét
beteg részesült dokumentált gyermekkori monova-
lens kanyaróvírus-ellenes védőoltásban. Érdekes mó-
don közöttük 11 beteg szövettanilag megerősített,
kanyaróvírus pozitív otosclerosisban szenvedett; en-
nek ellenére a kanyaróvírus-ellenes IgG szérum szint
a negatív tartományba esett (medián = 6,1 IU/ml).
Ez azt jelenti, hogy ezekben a betegekben sem a vé-
dőoltás, sem a perzisztáló kanyaróvírusfertőzés hatá-
sára nem alakult ki hagyományos értelemben vett
IgG alapú szerokonverzió. A másik hat beteg eseté-
ben szövettanilag nem-otosclerosisos stapes fixációt
állapítottunk meg élénk kanyaróvírus-ellenes szero-
pozitivitással (IgG medián = 133 IU/ml).

Mind az otosclerosisos, mind a nem-otosclerosisos
stapes talpakban ugyanaz az öt CD46 izoforma feje-
ződött ki, de az izoformák expressziós szintjeiben je-
lentős különbség mutatkozott (3. ábra). A CD46 izo-
formákat restrikciós elemzéssel és a hasított termé-
kek molekulatömeg eloszlásával azonosítottuk (4.
ábra). A c, d, e és az f variánsokat minden mintában
azonosítottuk, azonban egy eddig ismeretlen, rövid
CD46 „splicing” izoformát is kimutattunk (3., 4. áb-
ra). Az alternatív „splicing” során keletkezett, isme-
retlen CD46 izoformát egy igen rövid, és a 9. exont is
tartalmazó hypervariábilis régió jellemezte (4. ábra).
Ezen izoforma restrikciós (emésztési ill. hasítási)
mintázata teljesen megegyezett a jól ismert n izofor-
máéval, azonban a keletkezett hasítási termékek mo-
lekulatömege jelentősen különbözött (4. ábra, 2. táb-
lázat). Az öt CD46 izoforma relatív (egymáshoz vi-
szonyított) expressziós szintjeit denzitometria segítsé-
gével állapítottuk meg. A nem-otosclerosisos stapes
fixációkkal szemben az otosclerosisos stapes fixáció-
kat az f és az ismeretlen CD46 izoforma domináns
expressziója jellemezte (3. ábra). Összefoglalva, az
otosclerosist a CD46 variánsok egyedi ko-expresszió-
ja jellemezte a következő csökkenő expressziós szin-
tekkel: f (4.), d (3.), e (2.), c (1.), és az ismeretlen (5.)
variáns (3. ábra). A nem-otosclerosisos stapes fixáci-
ók esetén a következő konzekvens mintázatot észlel-
tük a csökkenő kifejeződés sorrendjében: d (3.), f
(4.), c (1.), e (2.) és az ismeretlen (5.) „splicing” izo-
forma (3. ábra). Hangsúlyozzuk, hogy a nem-otoscle-
rosisos stapes fixációk esetén, az ismeretlen (5.) vari-
áns még éppen kimutatható volt, de a többi variáns-
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3. ábra. A CD46 „splicing” variánsok komplementer
DNS amplimerjeinek SDS polyacrylamid gélelektroforé-
zissel történő elválasztása (SDS-PAGE). 
A: A CD46 expressziós mintázata otosclerosisos és nem-
otosclerosisos stapes talp mintákban (inverz SDS-PAGE
fénykép UV fény expozícióval). Az otosclerosisos és a
nem-otosclerosisos stapes mintákban ugyanazt az öt
CD46 variánst mutattuk ki, de jelentősen eltérő kifejező-
dési szintekkel. A CD46 izoformák együttes expressziójá-
nak mintázata szoros összefüggést mutatott a kórszövet-
tani leletekkel. A számok a CD46 mRNS specifikus RT-
PCR során keletkező izoforma amplimereket jelölik. C:
negatív kontroll, nem-otosclerosisos stapes talp. OS:
otosclerosisos stapes talp. 
B: Tisztított és elválasztott CD46 cDNS-ek (agaróz gél
fénykép UV fény expozícióval). A számok a tisztított és
újra elválasztott CD46 izoformák amplimerjeit jelölik,
melyek a CD46 mRNS specifikus RT-PCR során kelet-
keztek. C: negatív kontroll, nem-otosclerosisos stapes
talp. OS: otosclerosisos stapes talp. MW: molekulatömeg
marker. 1: c variáns; 2: e variáns; 3: d variáns; 4: f va-
riáns; 5: ismeretlen variáns



sal összehasonlítva elhanyagolhatóan alacsony exp-
ressziós szintet mutatott (3. ábra). 

Megbeszélés

Kísérleteinkkel igazoltuk a kanyaróvírus eredetű
RNS jelenlétét a szövettani vizsgálattal megerősített
otosclerosisos stapes mintákban. Ez az otosclerosisra
jellemző vírus-asszociáció teljes mértékben független
az otosclerosisos csontátépülés kórszövettani aktivi-
tásától. A szövettanilag nem-otosclerosisos stapes
mintákban a virális RNS kimutatása sikertelen volt.
A kanyaróvírus negatív, nem otosclerosisos stapes fi-

xációk szövettanilag leginkább degeneratív kórfolya-
matok eredményei lehetnek. 

Az otosclerosis egyik fő kóroki tényezője az embe-
ri oticus capsulában zajló, krónikus perzisztáló ka-
nyaróvírus replikáció lehet (4, 5). A kanyaróvírus
eredetű antigének folyamatos kifejeződése a cellulá-
ris immunválasz állandó stimulációját eredményezi,
ami az érintett csontszövetben megjelenő gyulladásos
reakcióval és következményes sejtkárosodással jár (4,
5, 7, 8). Mindezek a folyamatok tehát másodlagosak,
hiszen a defektív kanyaróvírus képtelen közvetlen
szövetkárosító hatást kifejteni (4, 5, 7, 8). Azok az
immunológiai ingerek, amelyek az antigének által

aktivált CD3 és CD46 mo-
lekulákon keresztül hatnak,
alapvető szerepet játszanak
a regulátor T-helper 1
(rTh1) sejtek differenciáló-
dásában és aktiválódásában
(23, 24). Ezek a szabályozó
funkcióval rendelkező sej-
tek fontos szerepet töltenek
be az autoreaktív, cytotoxi-
cus CD8 pozitív T-sejtek el-
iminációjában (25). A regu-
látor T-sejt populáció inak-
tiválódása vagy elégtelen
differenciálódása csökkent-
heti, illetve megszüntetheti
a természetes saját szöveti-
toleranciát, amely különbö-
ző autoimmun betegségek
kialakulásához vezet (25).
Az ismeretlen rövid CD46
„splicing” variáns valószínű-
leg egy az újonnan felismert
otosclerosissal kapcsolódott
izoformák közül (18). Ezen
otosclerosis specifikus CD46
variánsok jelenléte az em-
beri oticus capsula sejtjei-
nek felszínén, valószínűleg
elégtelenné teszi a kanyaró-
vírus antigének által akti-
vált CD3-CD46 receptor-
komplex működését a regu-
látor T-helper 1 sejtek diffe-
renciálódásában (24, 25).
Ezen molekuláris szintű ese-
mények eredményezhetik az
oticus capsula ellen kialaku-
ló másodlagos autoimmun
reakciót, amely végsősoron
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4. ábra. A CD46 komplementer DNS amplimerjeinek restrikciós (hasítási) elemzése.
Az öt elválasztott CD46 „splicing” variáns összehasonlító elemzését egy molekulatö-
meg marker segítségével végeztük el. Négy eddig ismert CD46 variánst sikerült azo-
nosítanunk: c izoforma, e izoforma, d izoforma és végül az f izoforma. Egy közülük
ismereten és beazonosíthatalan „splicing” variáns volt, amely ugynazt a restrikciós
mintázatot mutatta, mint az n izoforma, azonban a molekulatömegük jelentősen kü-
lönbözött. A HinfI, AccI, StuI, HpyCH4V és a BsaI a CD46 hypervariábilis régió-
jára specifikus hasítási hellyel rendelkező restrikciós endonukleázok. Az adott endo-
nukleáz neve mögött lévő szám a hasítási helyet tartalmazó exon sorszámát jelöli a
CD46 hypervariábilis régiójában. A: a c izoforma restrikciós mintázata. B: az e izo-
forma restrikciós mintázata. C: a d izoforma restrikciós mintázata. D: az f izoforma
restrikciós mintázata. E: az ismeretlen és eddig azonosítatlan CD46 izoforma restrik-
ciós mintázata. K: nem hasított kontroll amplimer. MW: molekulatömeg marker



következményes szenzorineurális halláscsökkenést
okoz (10, 26–28). 

A CD46 „splicing” variánsok restrikciós elemzése
további információkkal szolgált az otosclerosisos- és a
nem-otosclerosisos stapes fixációk kanyaróvírus re-
ceptor ko-expressziós mintázatát illetően. Az otosc-
lerosisos- és a nem-otosclerosisos stapes fixációkat
ugyanazon öt CD46 izoforma együttes expressziója
jellemezte, azonban az expressziós mintázatok a kór-
szövettani lelettel összefüggő megjelenést mutattak.
A stapes talp mintákban a c, d, e és f variánsokat va-
lamint egy ismeretlen, az eddig leírt CD46 varián-
soknál lényegesen rövidebb izoformát azonosítot-
tunk. A nem-otosclerosisos stapes fixációkkal szem-
ben, otosclerosis esetén az f variáns és az ismeretlen
variáns fokozott expresszióját tapasztaltuk. Az alter-
natív „splicing” következtében az f variáns mRNS-
éből hiányzik a 13-as exon. Ez az exon kódolja a
CD46 receptor cytoplasmaticus doménjének na-
gyobbik részét (19). Ez a domén felelős a receptor ak-
tivációt követő intracelluláris foszforiláz-mediált jel-
átvitelért (19). A 13-as exon hiánya módosult illetve
kóros intracelluláris jelátvitelt eredményezhet (19).
Az intracelluláris szignáltranszdukciós folyamatok
szövetspecifikus megváltozása felelős lehet a perzisz-
táló kanyaróvírus fertőzések kialakulásáért. Eredmé-
nyeink azt sugallják, hogy az otosclerosis szervspeci-
fikus kialakulása és az emberi oticus capsula Paramy-
xovírus receptor expressziós mintázata között nem
elhanyagolható összefüggés áll fenn (18). 

Összefoglalva, megállapíthatjuk, hogy az oticus
capsula részeként tanulmányozott stapes talpak a
kórszövettani lelettől függő, egyedi CD46 receptor
expressziós mintázatot mutatnak. Ez a speciális és
szövetspecifikus CD46 kifejeződési mintázat lehet fe-
lelős a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés iránti fogé-
konyság kialakulásáért.  
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Zusammenfassung:Az otosclerosis az emberi oticus capsu-
la elsődleges csontátépülési zavara, melynek létrejöttében
szerepet játszhat az oticus capsulát érintő perzisztáló ka-
nyaróvírus fertőzés. A kanyaróvírus emberi sejtreceptora a
membrán kofaktor fehérje (MCP, CD46), amely 14 ismert
„splicing” variánssal rendelkezik. Az oticus capsula és a
stapes talp egyedi CD46 kifejeződési mintázata meghatá-
rozhatja a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés, illetve repliká-
ció iránti fogékonyságot. Ötvenegy stapedectomia során
eltávolított stapes talpat vizsgáltunk kórszövettani- és mo-
lekuláris biológiai módszerekkel párhuzamosan. A nukle-
insavakat (mRNS, DNS, vRNS) kivontuk a stapes talpak-
ból. A kanyaróvírust nukleoprotein RNS specifikus RT-
PCR-ral azonosítottuk. Az alternatív „splicing” során ke-
letkező CD46 izoformákat RT-PCR segítségével sokszoro-
sítottuk. A komplementer DNS (cDNS) amplimereket
SDS polyacryl-amid gélelektroforézissel választottuk kü-
lön, majd a gélekből sorozatos tisztítással kivontuk. A tisz-
tított cDNS mintákat CD46 specifikus hasítási helyekkel
rendelkező restrikciós endonukleázokkal többszörösen ha-
sítottuk. A kanyaróvírus eredetű RNS-t csak a szövettani-
lag megerősített otosclerosisos stapes talpakban mutattuk
ki; a kanyaróvírust nem tartalmazó stapes talpak szövetta-
nilag nem-otosclerosisos stapes ankylosisnak bizonyultak.
A szövettani vizsgálat eredményétől függetlenül, minden
mintát (N=51) öt CD46 variáns együttes expressziója jel-
lemzett (c, d, e, f, és egy rövidebb ismeretlen izoforma). A
szövettanilag otosclerosisosnak véleményezett mintákat
(N=21) az f variáns és az ismeretlen rövid variáns kifeje-
zetten emelkedett expressziója jellemezte. A fenti két
CD46 izoforma fokozott kifejeződése és az oticus capsula
egyedi CD46 expressziós mintázata megváltozott, illetve
kóros intracelluláris jelátvitelt eredményezhet a kanyaró-
vírus receptorok szintjén. Ezek a változások a következ-
ményes immunológiai eltérésekkel együtt, magyarázhatják
a perzisztáló kanyaróvírus fertőzés oticus capsulán belüli
kialakulását.  
KULCSSZAVAK: CD46, kanyaróvírus, otosclerosis, restrik -
ciós elemzés, RT-PCR
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