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Zusammenfassung

Morphologische und biochemische Untersuchungen von verschie-
denen Autoren haben gezeigt, dass die Otosklerose eine Masernvi-
rus-assoziierte, entzlindliche Erkrankung des menschlichen Felsen-
beins ist. Das Ziel unserer Untersuchungen war es, Informationen
liber die Auswirkungen der Masernvirusinfektion im Felsenbein auf
das Immunsystem des Innenohres zu erhalten und zu Uberprifen,
ob sich in Praosteoblasten, die aus dem Otoskleroseherd kultiviert
wurden, Masernvirusgenom befindet. Wahrend Stapedektomien
wurde neben Fussplatten und Kontrollgewebe fiir die Praosteobla-
stenkultur Perilymphe entnommen und mit Westernblot auf Antikor-
perexpressionsmuster hin Uberprift. Aus den Praosteoblasten
konnte keine Masernvirus-RNA amplifiziert werden. In der Perilym-
phe konnten IgG gegen Masernviren nachgewiesen werden und das
Expressionsmuster wies in 2 von 10 Fallen einen Unterschied im
Vergleich zum Expressionsmuster im Serum des gleichen Patienten
auf. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der Hypothese, dass in
der Otosklerose eine Masernviruspersistenz vorliegt.
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Investigations of a Possible Measles Virus
Persistence in Otosclerosis

Various authors have shown with morphological and biochemical
methods that otosclerosis is a measles virus-associated inflammato-
ry disease of the temporal bone. The aim of our study was to eluci-
date the effect of measles virus infection within the temporal bone
on the immune system of the inner ear and to search for measles

virus RNA in preosteoblasts grown from otosclerotic tissue. Foot-
plates and control tissue were obtained during stapedectomy and
perilymph was sampled by glass capillaries. No measles virus RNA
was detected in the preosteoblasts. Anti-measles virus IgG could be
detected in the perilymph and the band pattern in the perilymph was
different compared with the serum band pattern in two cases from
ten. These results are in good agreement with the hypothesis that

measles virus persistence occurs in otosclerosis.
Copyright © 2000 S. Karger AG, Basel

Recherche sur la persistence possible du virus de

la rougeole associée a I'otospongiose

Des auteurs différents ont démontré que |I'otospongiose est une
maladie inflammatoire de I'os pétreux, associée au virus de la rou-
geole. Le but de nos recherches consistait a obtenir des informa-
tions sur les séquelles d’une infection virale dans I'os pétreux sur le
systeme immunologique de I'oreille interne. En outre il était recher-
ché, sile génome du virus de la rougeole se trouve dans le préostéo-
blastes, qui étaient extraits des foyers de I'otospongiose. A I'occa-
sion des stapédectomies des prélevements de la platine, du tissu de
contrdle et de la périlymphe étaient effectués pour décrire le type de
I'expression des anticorps par le Western blot. Dans les préostéo-
blastes la RNA du virus de la rougeole n’était pas trouvée. Par contre
dans la périlymphe I'lgG contre le virus de la rougeole pouvait étre
démontré. Le type de I'expression a démontré dans 2 de 10 cas une
différence par rapport du type de I'expression dans le serum des
mémes malades. Ces résultats supportent I'hypothése que dans
I'otospongiose une persistence du virus de la rougeole existe.
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Einleitung

Die Otosklerose ist eine Erkrankung ausschliesslich des
menschlichen Felsenbeins, die besonders hiufig bei Kau-
kasiern, hingegen bei Asiaten und Schwarzen wohl eher
selten auftritt. Man beobachtet sie ca. 1,4-fach hiufiger bei
Frauen im gebérfdhigen Alter als bei Madnnern, und in
grossen Autopsieserien ist bei histologisch gesicherter
Otosklerose in 80% der Fille ein beidseitiges Auftreten zu
beobachten [1]. Uber eine familidire Inzidenz wird in der
Literatur in 50% der Fille berichtet [2]. In 10% der Autop-
sien werden otosklerotische Herde im Sinn einer histologi-
schen Otosklerose beobachtet, die wegen fehlender Einbe-
ziehung des ovalen Fensters nicht zu Schallleitungs- oder
kombinierter Schwerhdrigkeit gefiihrt haben. Die Ursache
der Otosklerose ist bisher noch nicht gekldrt. Sicher ist,
dass bei der Otosklerose alle morphologischen Kriterien
einer chronischen Entziindung erfiillt sind [3]. Immunhi-
stochemische Untersuchungen haben den Nachweis von
Makrophagen, HLA-DR-positiven Zellen, beta-2-Mikro-
globulin-exprimierenden Zellen und CD4- sowie CD8-
positive Zellen im aktiven Otoskleroseherd erbracht. Abla-
gerungen von IgG und IgA sowie Komplement C3 lassen
sich im Randsaum von Resorptionslakunen beobachten
[4]. Unklar ist die Ursache diese Entziindungsprozesses.
Friiher wurden unter anderen enzymatische Ursachen und
mechanische Faktoren diskutiert [5-7] . Heute werden
hauptsédchlich eine immunologische, eine genetische und
eine virale Hypothese verfolgt. Immunologische Untersu-
chungen haben den Nachweis von Antikérpern im Serum
von Patienten mit Otosklerose gegen Kollagene erbracht
[8-10]. In familidren Fillen wurden kiirzlich Mutationen
im Kollagen Gen Col 1A1 beschrieben und Tomek berich-
tete kiirzlich {iber die Isolierung eines Otosklerose-Gens
[11]. Auf der Suche nach einer moglichen viralen Atiopa-
thogenese wurden elektronenmikroskopisch Masernvirus-
dhnliche Strukturen im Otoskleroseherd beschrieben [12]
und die Expression von Masernvirusproteinen N und F
immunhistochemisch nachgewiesen [13-16]. Biochemi-
sche Analysen von Fussplattenfragmenten aus Otosklero-
seherden und Untersuchungen an Celloidin-eingebettetem
otosklerotischen Gewebe haben den Nachweis von Ma-
sernvirus-RNA erbringen kénnen [17, 18]. Der in der
Otosklerose vorliegende Masernvirustyp konnte noch
nicht ndher charakterisiert werden, da bisher fiir die not-
wendige Sequenzierung nicht ausreichend lange RNA-
Striange isoliert werden konnten. Nicht ganz klar ist ausser-
dem, welche Zellen im Otoskleroseherd befallen sind.

Der Otoskleroseherd ist zumeist in unmittelbarem
Kontakt mit dem Perilymphraum (Abb. 1), sodass im Fal-
le einer Masernvirusantigenausschiittung das Immunsy-
stem des Innenohres, das sich im Saccus Endolymphati-
cus befindet, stimuliert wird. Tierexperimente konnten
zeigen, dass eine Antigenexposition im Innenohr zu einer
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lokalen Immunreaktion fiihrt [19, 20]. Studien beim
Menschen unterstiitzen diese Ergebnisse. Es wurde beob-
achtet, dass in der Perilymphe von Patienten mit Otoskle-
rose AntikOrper gegen Masernviren vorhanden sind und
der Anteil des spezifischen Masernvirus IgG am Gesamt-
IgG in der Perilymphe grosser ist als im Serum [21, 22].
Gegen welche Virusantigene die IgGs gerichtet sind, ist
bisher nicht untersucht worden. Es ist bekannt, dass im
Fall einer persistenten Masernvirusinfektionen es zu ei-
ner Verianderung der Genexpression kommen kann.

Das Ziel unserer Studie war die Bestimmung des Anti-
Masernvirus-IgG-Musters in der Perilymphe, um einen
Anhalt fiir den Masernvirustyp zu erhalten. Desweiteren
haben wir iiberpriift, ob sich aus dem Otoskleroseherd
iiber Zellkultur Masernvirusgenom isolieren l4sst.

Material und Methoden

In unsere Untersuchungen wurden 10 Patienten mit der klini-
schen Diagnose Otosklerose sowie 5 Patienten mit der klinischen
Diagnose M. Menic¢re als Kontrollen eingeschlossen. Im Rahmen der
Stapedektomie bei Patienten mit der klinischen Diagnose Otosklero-
se wurden die Fussplattenfragmente und Knochenproben von der
Gehorgangswand unmittelbar nach Entnahme in DMEM (Sigma,
Germany) Kulturmedium gegeben und unter Zugabe von 1% Strep-
tomycin und Penicillin bei 37 °C kultiviert. Nach 3 Wochen wurden
die Zellen erstmals gesplittet und ein Teil bei —70°C asserviert. Als
Kontrollen wurden Masernvirus (Edmondston strain, ATCC, USA)-
infizierte und nichtinfizierte Verozellen (ATCC, USA) eingesetzt.
Mit «High Pure RNA Extraction Kit» (Boehringer, Mannheim, Ger-
many) wurde die Gesamt-RNA extrahiert und die Masernvirus-
PCR, wie publiziert, durchgefiihrt [23].

Wihrend der Stapedektomie bei Otosklerose und der Vestibulo-
tomie bei Patienten mit M. Meni¢re wurden 0,5-2 ul Perilymphe
gewonnen; Serumproben wurden pri- und postoperativ abgenom-
men und — wie die Perilymphe — bei -20°C aufbewahrt. Routine-
missig wurden Masernvirus-Serum-IgG und -IgM bestimmt. Mit
einem zuvor ctablierten vertikalen midiwide Westernblot-System
wurden die Masernvirusproteine aufgetrennt und nach dem Blotten
mit 1 pl Serum und 1 ul Perilymphe in 2 ml Inkubationspuffer inku-
biert (Technische Details s. Niedermeyer et al. [24]). Als Kontrollen
wurden Seren von Kleinstkindern ohne stattgehabte Masern und
Seren von Patienten mit akuter Masernvirusinfektion eingesetzt.

Ergebnisse

Nach 8-12 Wochen konnte man in der Zellkultur Verkalkungs-
herde in von den Fussplattenfragmenten und von den Gehor-
gangskontrollen ausgehenden Priosteoblastenkulturen beobachten
(Abb. 2). Morphologisch war zwischen den beiden Ausgangsgeweben
kein Unterschied auszumachen, wie z.B. einen zytopathischen Effekt
mit Syncytienbildung. In allen Féllen konnte genomische RNA (Ak-
tin) nachgewiesen werden, allerdings blieb der Nachweis von Ma-
sernvirus-RNA in allen Patientenzellen und Negativkontrollen nega-
tiv bei positivem Nachweis in den Masernvirus-infizierten Vero-Zel-
len.

Serologisch wiesen alle Patienten einen IgG-Durchseuchungstiter
auf, wihrend das IgM negativ war. Im Westernblot vom Serum wur-
den bei allen Patienten (Otosklerose und M. Meniére) Banden gegen
die Masernvirusproteine N, F, P, H und M beobachtet. In der Peri-
lymphe von Patienten mit Otosklerose wurden Antikorper gegen N,
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Abb. 1. Ausgedehnter Otoskleroseherd in
unmittelbarem Kontakt mit dem Peri-
lymphraum Kapselotosklerose).

Abb. 2. Verkalkungsherd in einer aus ei-
nem Otoskleroseherd gewachsenen Primér-
zellkultur. Aufnahme nach 10 Wochen. Zy-
topathische Effekte waren nicht zu erken-
nen. .=

F und P detektiert, bei einem Patienten war zusitzlich in Hohe von
M und bei einem weiteren Patienten mit Otosklerose eine H-Bande
zu sehen (Abb. 3). In der Perilymphe der Patienten mit M. Meniére
waren auch die N-, F-, und P-Banden vorhanden, allerdings war die
Bandenintensitit geringer als die der Perilymphen von Patienten mit
Otosklerose. Zusitzliche Banden traten nicht auf. Bei der Negativ-
kontrolle kam es zu keiner spezifischen Reaktion, die Positivkontrol-
le wies alle Banden mit Ausnahme von L auf.

Diskussion

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe und um
McKenna zeigten, dass in einem Grossteil der Félle Ma-
sernvirusgenom im otosklerotischen Gewebe nachweis-
bar ist [17, 18]. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit
elektronenmikroskopischen und immunhistochemischen

Masernvirus und Otosklerose

Abb. 3. Nachweis von Antimasernvirus IgG in Serum und Peri-
lymph von Patienten mit Otosklerose im Vergleich zu M. Meniére-
Patienten. In der Perilymphe des Patienten mit Otosklerose (P)
erkennt man in Hohe von H eine Zusatzbande. N = N-Protein, H =
H-Protein, — = Negativkontrolle, S/P = Serum/Perilymphe Otoskle-
rosepatient, s/p = Serum/Perilymphe M. Meniére-Patient.
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Befunden [14, 16, 25]. Mit konventionellen virologischen
Methoden gelang es bisher allerdings nicht, infektiGse
Masernviren aus dem otosklerotischen Gewebe zu gewin-
nen. Mit biochemischen Methoden, insbesondere der
PCR, konnten Masernvirussequenzen in otoskleroti-
schem Gewebe — sowohl in Frischmaterial als auch in
fixiertem, Celloidin eingebetteten Material — isoliert wer-
den. Allerdings konnten wir in diesem Versuchsansatz in
Priosteoblasten, die aus dem Otoskleroseherd kultiviert
wurden und deren Identitét bereits zuvor gesichert wurde,
keine Masernvirus RNA unter Einsatz der PCR nachwei-
sen. Dies konnte moglicherweise auf das Fehlen eines
Otoskleroseherdes im in Kultur eingesetzten Fussplatten-
fragment zurilickzufiihren sein bzw. auf das Fehlen von
infizierten Zellen. Histologische Untersuchungen haben
gezeigt, dass im Narbenstadium der Otosklerose die Zell-
zahl drastisch reduziert ist [4, 26]. Eine weitere Erkldrung
konnte das Vorhandensein eines persistenten Masernvi-
rustyps sein. Prdosteoblasten, die nicht masernvirusinfi-
ziert sind, haben moglicherweise einen Wachstumsvorteil
gegeniiber infizierten Zellen, wie es bei Tumorzellinien
(z.B. HeLa) bekannt ist. Die Etablierung einer persistent
masernvirusinfizierten Osteoblastenzellinie diirfte zu ei-
nem besseren Verstdndnis der Auswirkung einer Masern-
virusinfektion auf Knochenzellmetabolismus und der
persistenten Masernvirusinfektion in der Otosklerose
fiihren.

Histologische und immunhistochemische Untersu-
chungen zeigten in der Vergangenheit, dass das Innenohr
ein eigenes Immunsystem mit Lokalisation im Saccus
endolymphaticus besitzt [27, 28]. Im Tierexperiment
konnte bestitigt werden, dass das Innenohr nach Antigen-
stimulus mit einer immunologischen, lokalen, zelluldren
und humoralen Antwort reagiert [19]. Im Menschen hatte
unsere Arbeitsgruppe in der Vergangenheit beobachtet,
dass in der Perilymphe von Otosklerosepatienten der An-
teil von Masernvirus-IgG am Gesamt-IgG grosser ist als
im Serum [29]. Bei M. Meniére wurden fiir anti-Herpes
simplex-Virustyp I-IgG dhnliche Beobachtungen gemacht
[30]. Somit diirfte man am Vorhandensein einer lokalen
Immunabwehr im Innenohr des Menschen nicht mehr
zweifeln. Die aktuellen Ergebnisse zeigen im Einklang mit
vorhergehenden Untersuchungen (mittels ELISA), dass
sich Antikorper gegen verschiedene Masernvirusproteine
in der Perilymphe nachweisen lassen. Der Nachweis von
N-, P- und F-Masernvirusproteinen entspricht auch dem
bei gewohnlichen Masernvirusinfekten auftretenden 3'-
5’-Expressionsgradienten. Bei persistenten Masernvirus-
infektionen wie der SSPE kann eine Veridnderung des
Expressionsmusters mit vermehrter oder verminderter
Produktion von Proteinen auftreten [31, 32]. Was letztere
angeht, so ist eine exakte Quantifizierung ist im Western-
blot nicht moglich. Eine Verdnderung des Expressions-
musters trat in 2 Fillen, mit einer Bande auf HGhe von M
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in einem Fall und in einer in Héhe von H im anderen, auf.
Die Ursache hierfiir konnten Mutationen sein, die zu ver-
anderter Regulation der Virusgenexpression fithren oder
zu Mutationen in der Aminosdurensequenz, die einen
verdnderten Proteinabbau zur Folge haben kénnen. Auf-
schluss hieriiber kann letztendlich nur die Sequenzierung
des Virus geben.

Der Nachweis von Antikdrpern gegen N-, F-, und P-
Protein in der Perilymphe bei Patienten mit M. Meniére
sind einerseits auf die natiirliche Diffusion von Immun-
globulinen iiber die Blut-Perilymphschranke zuriickzu-
fiihren. Thalmann bestimmte hier einen Quotienten von
1:35, der fiir den Grossteil der Serumproteine wie z.B.
auch den Immunglobulinen zutreffen soll [33]. Bei der
Perilymphentnahme wihrend Stapedektomie oder Vesti-
bulotomie ist eine — wenn auch noch so geringe — Blutkon-
tamination unvermeidbar. Die Perilymphproben wurden
stets unmittelbar nach Entnahme niedertourig abzentrifu-
giert und in allen Fillen war blutiges Sediment zu erken-
nen. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen war die
Relation Sediment versus Uberstand konstant. Da nach
Eroffnen des Innenohres nur 0,5-2 pl Probenvolumen zur
Verfiigung standen, war bei den geplanten Westernblot-
Untersuchungen fiir die Bestimmung der Kontamina-
tionsmenge iiber z.B. Albumin und Gesamt-IgG nicht
ausreichend Perilymphe vorhanden. Unter diesen Bedin-
gungen waren die Perilymphbanden gegen N, P und F der
Patienten mit M. Meniére deutlich schwécher als die der
Otosklerosepatienten. Daraus kann man folgern, dass in
der Perilymphe von Otosklerosepatienten zu den physio-
logisch oder iiber Kontamination vorhandenen Antikor-
pern noch eine lokale Produktion hinzukommen diirfte,
im Einklang mit zuvor publizierten Ergebnissen [22]. Die-
se Vermutung wird auch von dem Nachweis von Banden
in H6he von H und M in der Perilymphe im Vergleich
zum Serum des Patienten im Westernblot unterstiitzt.

Im Serum von Patienten und Kontrollen waren keine
wesentlichen Unterschiede im Expressionsmuster zu er-
kennen. Selbst wenn im Innenohr eine Immunreaktion
gegen andere oder verdnderte Masernvirusproteine vor-
handen ist, so wird sich das bei einer lokal begrenzten
chronisch verlaufenden Entziindung im Serum nicht be-
merkbar machen. Die absolute Menge der Masernvirus-
IgG in der Perilymphe mit einem Gesamtvolumen von
1,5 ml ist deutlich niedriger als die des iibrigen Kreislau-
fes, sodass sich der IgG-Ubertritt in das Serum serolo-
gisch nicht erfassen lasst.

Schlussfolgerung

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass auch mit
sensitiven Methoden kein Masernvirusgenom in Zellkul-
tur aus Otoskleroseherden nachweisbar ist. Dies ist aller-
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dings bei persistenten Masernvirusinfektionen nicht un-
gewOhnlich, da die infizierten Zellen in der Primarkultur
einen Wachstumsnachteil haben. Die Identitdt der Pri-
osteoblasten war {iber die Expression von mRNAs wie
Osteonectin, Osteocalcin sowie Zellverkalkungen bei wei-
ter fortgefiihrter Kultur gesichert. Der Nachweis von An-
tikérpern in der Perilymphe hat die Ergebnisse vorherge-
hender Studien bestétigt. Es konnten auch in der Perilym-
phe von Patienten mit Otosklerose-Antikdrper gegen N-,

—
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