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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A adenin

aa aminosav (amino acid)

AIDS szerzett immunhidnyos tiinetegylittes (aquired immunodeficiency syndrome)

AKT szerin/treonin fehérjekinaz

ANTSZ Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat

AS antiszensz (antisense)

BCC bazaliéma (basal cell carcinoma)

BKV BK polyomavirus (BK: a beteg monogramja)

bp bazispar (base pair)

BSHRV fekete sziriai horcsog retrovirus (black Syrian hamster retrovirus)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

cc. karcinoma (carcinoma)

C citozin

°C Celsius-fok

CCL19 kemokin C-C motivum ligand 19 (chemokine C-C motif ligand 19)

CD differencialodasi marker (cluster of differentiation)

CDDP ciszplatin kezelés (cis-diammine-chloroplatinum)

cDNS komplementer dezoxiribonukleinsav (complement dezoxynucleic acid)

CK citokeratin

CLL kronikus limfoid leukémia (chronic lymphocytic leukemia)

COPD kronikus obstruktiv tiidébetegség (chronic obstructive pulmonary
disease)

DNS dezoxiribonukleinsav (dezoxynucleic acid)

dUTPase dezoxiuridin-5’-trifoszfat-nukleotidohidrolaz (deoxyuridine 5-
triphosphate nucleotidohydrolase)

dNTP dezoxinukleotid-trifoszfat (dezoxynucleotid triphosphate)

EBV Epstein-Barr virus

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA enzimhez kapcsolt immunesszé (enzyme-linked immunosorbent assay)

EMA Eurépai Gyogyszeriigyndkség (European Medicines Agency)

env burokfehérjéket kodold retroviralis régio (envelope proteins)

EPI epirubicin

ERV endogén retrovirus (endogen retroviruses)

EtBr etidium-bromid

FBS magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

FDA Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyelet (Food and Drug Administration)

FTAB finomtli aspiracios biopszia

g gramm

G guanin

gag csoportspecifikus retroviralis antigén (group-specific antigen)

Gy gray

HaPV horcsdg polyomavirus (hamster polyomavirus)

HaSV horcsog szarkéma virus (hamster sarcoma virus)

HaLV horesog leukémia virus (hamster leukemia virus)

HBV hepatitis B virus

HCV hepatitis C virus

HCI hidrogén-klorid

HTLV human T-sejtes leukémiavirus

HIV human immundeficiencia virus
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HMTV
HPV
HPyV6
HPyV7
HPyV9
HTLV-1
ICTV

IgG
IL
ICV
KA
KCl
kDa
KIV
KSHV
LIPV
LT
LTR

MCV
MCC
MgClz
M

min

ml

mM
MMTV
MPyV
mTor
mtsai.
MUR
MWPyV
NaCl
NBT/BCIP

NIPV
NK
nt
PBS

PBS-T
PCR
PD-1
PD-L1
PPT

pol

PI3K
PTE AOK
PUVA
RNS

human emlétumor virus

human papillomavirus

human polyomavirus 6

human polyomavirus 7

human polyomavirus 9

human T-sejtes leukémiavirus-1

Nemzetkozi Virustaxondémiai Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

immunglobulin G

interleukin

JC (John Cunningham) polyomavirus

keratoakantoma

kalium-klorid

kilodalton

Karolinska Institute polyomavirus

Kaposi-szarkoma herpeszvirus

Lyon IARC polyomavirus

nagy T fehérje (large T protein)

retrovirus terminalis végein elhelyezkedd ismétlddéseket tartalmazo
szakasz (long terminal repeat)

Merkel-sejtes polyomavirus

Merkel-sejtes karcinoma (Merkel-cell carcinoma)
magnézium-klorid

mol (mol)

perc (minutum)

milliliter (millilitre)

millimol

egér emlétumor virus (mouse mammary tumorvirus)

egér polyomavirus (murine polyomavirus)

mammalian target of rapamycin

munkatarsai

Merkel-sejteses polyomavirus egyedi régioja (MCV unique region)
Malawi polyomavirus

natrium-klorid

nitro-kék tetrazolium klorid/5-brém-4-klor-indolifoszfat p-toluidin so
(nitro blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-
toluidine salt)

New Jersey polyomavirus vagy human polyomavirus 13
természetes 016sejt (natural killer)

nukleotid

elsddleges kotohely, tRNS kotdhelye a retroviralis genomban (primer-
binding site)

foszfattal pufferolt s6oldat (phosphate buffered saline) és Triton X-100
polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

programozott sejthalal fehérje-1 (programmed cell death protein-1)
programozott sejthalal ligand-1 (programmed death ligand-1)
polipurin traktus (polypurine tract)

polimeréz (polymerase)

foszfatidilinozitol 3-kinaz (phosphatidylinositol 3-kinase)
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psoralen és UV-A fényterapias kezelés

ribonukleinsav
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sag
SCC

sec

SIV

st

SSC

STLV
SV40

T
TAIL-PCR

TATA box
TGF
Treg
TSV

TTF-1
U
Uz

Us’

UH

UTR

uv

uan.
VEGFR-2

WXXW
\WASAY

retroviralis RNS mindkét végén elhelyezkedd, ismétlodéseket tartalmazé
szekvencia (terminal repeat)

retinoblasztoma fehérje (retinoblastoma protein)

reverz transzkripcid (reverse transcription)

reverz transzkripcid-polimeraz lancreakcié (reverse
polymerase chain reaction)

szensz (sense)

szuperantigén (superantigen)

laphdmsejtes karcindma vagy spinaliéma (squamous cell carcinoma)
masodperc (secundum)

majom immundeficiencia virus (Simian immunodeficiency virus)

kis t fehérje (small t protein)

natrium-citrat so (saline sodium citrate)

Saint Louis polyomavirus vagy humén polyomavirus 11

majomvirus 40 (simian virus 40)

timin

specidlis PCR-technika: termikus, aszimmetrikusan atkotott polimeraz
lancreakcid (thermal asymmetric interlaced polymerase chain reaction)
TATA nukleotidokat tartalmaz6 jellegzetes retroviralis motivum
transzformald névekedési faktor (transforming growth factor)

regulatoros T sejt

trichodysplasia spinulosa-asszocialt polyomavirus (Trichodysplasia
spinulosa-associated polyomavirus)

pajzsmirigy transzkripcios faktor-1 (thyroid transcription factor-1)

unit (egység)

egyedi, jellegeztes nem kodold retrovirdlis szekvencia az 3’ régidban
(unique 3’ region)

egyedi, jellegeztes nem kodold retrovirdlis szekvencia az 5° régidban
(unique 5’ region)

ultrahang

nem kddold szakasz (untranslated region)

ultraviola sugarzas (ultraviolet light)

ugynevezett

vaszkularis endotelidlis novekedési faktor receptor-2 (vascular
endothelial growth factor receptor-2)

triptofan (W)-X-X-triptofan (W) aminosav motivum

Washington University polyomavirus

mikrogramm (microgram)

mikroliter (microliter)

mikromol (micromol)

tirozin (Y)-metionin (M)-aszparaginsav (D)-aszparaginsav (D)

amindsav motivum

transcription-
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BEVEZETES

Onkogén virusok

A rosszindulati daganatok kialakuldsaért kiilonbozé endogén (szervezeten
beliili) és exogén (kdrnyezeti) tényezok tehetok feleldssé. Az exogén tényezok kozott a
karcinogén kémiai anyagok ¢és a fizikai sugarzads mellett jelentds szerep jut a
daganatkeltd mikroorganizmusoknak, elsésorban a virusoknak. Emberben atfogo
tanulmanyok igazoljak, hogy minden hatodik daganat hatterében bizonyithatd fert6z6
agens koroki szerepe vilagszerte (Parkin, 2006; Plummer et al., 2016). Noha ez a
gyakorisdg csak egy atlag, és valoszinilileg alulbecsiilt is, jelentds foldrajzi
kiilonbségeket is lathatunk. Kiilonosen a fejlédé orszagokat érintik stlyosabb
mértékben a fert6zd eredetii daganatos megbetegedések, ahol akar minden masodik
daganatos megbetegedésben is szerepet jatszhatnak és egyben a fiatalabb népességet is
érintik (Wabinga et al., 2012).

A ma ismert emberi daganatot okozé tn. onkogén virusok kozott DNS és RNS
genomu virusok egyarant megtalalhatéak (1. tdblazat). Az emberi onkogén DNS
virusok koz¢é tartoznak az Epstein-Barr virus (EBV, azaz a human herpesvirus 4, HHV-
4) (Epstein et al., 1964), a hepatitis B virus (HBV) (Blumberg et al., 1965), a human
papillomavirus (HPV) (Durst et al.,, 1983), a Kaposi-szarkomahoz kapcsolt
herpeszvirus (KSHV; azaz a human herpeszvirus 8, HHV-8) (Chang et al., 1994),
valamint a 2008-ban felfedezett Merkel-sejtes polyomavirus (Feng et al., 2008). Az
emberi onkogén RNS genomu virusokhoz a retrovirus csalad egyik tagja, a human T-
sejtes lymphotrof virus-1 (HTLV-1) (Poiesz et al., 1980), valamint a hepatitis C virus
(HCV) (Choo et al., 1989) tartozik.
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Mar 1908-ban Ellerman és Bang bizonyitotta, hogy sejtmentes szlirlettel a csirke
leukémia egyik egyedrdl a mésikra atvihetd (Ellerman és Bang, 1908). 1911-ben pedig
ugyanezt sikeriilt bebizonyitani a csirke szarkoma esetén, amely Peyton Rous nevéhez
fizédik (Rous, 1911). Rous retrovirusokkal kapcsolatos felfedezései megalapoztdk a
kés6bbi onkogén retrovirus kutatdsok alapjait, ezért méltan nevezik a tumor virusok
atyjanak (Van Epps HL, 2005). Szamos onkogén virus keriilt leirasra kiilonbozo
allatokbol, igy macskakbol, tehenekbdl, patkanyokbol, egerekbdl, juhokbol, kecskékbol,
f6emldsokbdl, de még néhany halfajbol is (Rosenberg és Jolicoeur 1997, Jaquelin
Dudley, 2010). Bittner ¢s Gross felfedezései ramutattak arra is, hogy a retrovirusok
Osszefiiggésbe hozhatdak egerekben epitelidlis eredeti emldtumorral és timusz
limfoméaval (Bittner, 1936). A virusok daganatkeltdé szerepének valddi jelentOségét
azonban évtizedekig nem ismerték el. Rous felfedezését csak 55 évvel késébb, 1966-
ban ismerték el Nobel-dijjal és ezzel a hosszu varakozasi idével vilagelsé lett

(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/ 1966/summary/). Jelenleg is tobb a nyitott,

mint a megvalaszolt kérdés az emberi onkogén virusokkal, koztiik a retrovirusokkal
kapcsolatban.

A daganatkeltd virusok koziil a tovabbiakban a jelen munkaval kapcsolatos két,
daganatos megbetegedésben szerepet jatszd viruscsoporttal, a retrovirusokkal ¢és a

polyomavirusokkal foglalkozunk részletesebben.

Retrovirusok és szerepiik az onkogenezisben

A Retrovriridae viruscsaladba tartozo retrovirusok kisérletes tumort indukélo
képessége tehat mar a 20. szdzad forduldja ota ismert (Ellerman és Bang, 1908; Rous,
1911). E virusok tanulmanyozéasa alapozta meg a daganatok indukcidjaban részt vevo
molekularis mechanizmusok vizsgéalatdt (Bishop, 1991). A retrovirusok burokkal
rendelkezd, két azonos, pozitiv, egyszali szali RNS genomot tartalmazé virusok,
amelyek egy sokszini csalddot képviselnek (Varmus, 1988). A virionok atmérdje
koriilbeliil 80-130 nm. Az atlagosan 7-10 kilobazis hosszisagu genom koédolo (gag-pol-
env), valamint az 5’ és 3’ terminalis végeken elhelyezkedd, hosszl, nem kdodolo régio
(5’LTR és 3’LTR) részekbdl all. A kiilonb6z6 retrovirusok koziil a bétaretrovirusokban
megtalalhaté LTR-ek a leghosszabbak. Hosszusaguk meghaladja az 1000 nt-ot is. Az LTR-
ek szabalyoz6 szekvencidkat tartalmaznak, igy példaul promotereket, enhanszereket és
poliadenilacios szignalszekvencidkat, amelyek befolyasolhatjak mind a retroviralis, mind a
nem-retroviralis szekvenciak RNS-expresszidjat (Leib-Mdsch et al., 2004). Az 5S'LTR
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részben konzervativ elemek talalhatok meg, mint a TATA box, az AATAAA-motivum,
C/T-gazdag szakaszok, U5' (unique 5° region= egyedi szekvencia az 5’ régidban), a
terminalis ismétlés (R), az U3 'régid, valamint a sejtes tRNS-t (tRNALys3) kot
konzervalt primerkotd hely (primer-binding site, PBS). A 3'LTR rész altalaban egy 18
nt hosszasagu polypurine traktussal kezdddik (PPT), amely részt vesz a pozitiv szala
DNS szintézisében (Bowman et al., 1996). E szakaszon megtalalhatok az US', R ¢és az
U3' régidk, valamint itt is fellelhet6k a konzervativ elemek, mint példaul a TATA box
¢s az AATAAA-motivum.

A genom kodold része tobb részre tagolodik: gag (group-specific-
antigen=csoport-specifikus antigén), po/ (polimeraz) és env (envelope=boriték), de
egyes virusoknal tovabbi jarulékos gének is jelen lehetnek. A nukleokapszid a genom
mellett reverz transzkriptdzt, integrazt és proteazt, valamint a t-RNS primerjét
tartalmazza (Levy, 1992). Szaporodasi ciklusukat a reverz transzkriptdz (RNS-fiiggd
DNS polimeraz) teszi kiilonlegessé és egyedivé a tobbi RNS virushoz képest, ugyanis itt
az RNS-rél komplementer DNS-intermedier (¢cDNS) szintetizalodik, mely kettdsszalt
DNS formajaban a gazdasejt genetikai alloméanyéba is integralodhat (Baltimore, 1970).

Biologiai viselkedésiik alapjan az onkogén retrovirusokat két nagy csoportba
osztjuk: gyenge ¢és erds onkogenitdsu retrovirusok (Varmus, 1988). Az ugynevezett
gyenge onkogenitdsu virusok tumorkeltd mechanizmusira jellemzdje az inszercids
mutagenezis, amelynek lényege, hogy a provirus gazdasejt genomban torténd
integracidja kovetkeztében malignus transzformacié megy végbe a sejtben. A provirus
olyan szabdlyozd elemeket tartalmaz, amelyek nemcsak a virusgénekre, hanem a
gazdaszervezet genomjara is kifejthetik hatasukat (Coffin et al., 1997). Bizonyos egér
torzsekben kimutattdk, hogy egyes, szemmel is lathatd, megvaltozott fenotipust
eredményezd mutacidkat a retrovirusok altali inszercidos mutagenezis okoz (Jenkins et
al., 1981; Stoye et al., 1988). Az erds onkogenitdsu retrovirusok cellularis onkogének
virushomolégjait (in. v-onc gének) tartalmazod retrovirusok. A cellularis onkogének
felvétele a virusgenomba rekombindcids események révén torténik. A virusgenom
kdzben ugy mddosul, hogy a rekombinans virusok mar nem replikalédnak. Més sejtek
fert6zés€hez un. helpervirusokra van sziikség (Scarpa et al., 1991; Miller et al., 1996). A
v-onc gének kozott szerepelnek a novekedést szabdlyozd fehérjéket kodolo gének
kiilonféle csoportjai (ndvekedési faktorok ¢és receptoraik, szignél-transzdukalo
molekulak, G-fehérjék és transzkripcios faktorok). A v-onc gének klasszikus példaja a

Rous szarkoma virus v-src onkogénje (Rous, 1911, Payne et al., 1992).
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A huméan genomban talalhato endogén retroviralis elemek a genom 8%-at teszik
ki (Lander et al., 2001). A mai exogén retrovirusok, valamint a genomban kodolt
endogén retrovirusok (ERV) fert6z0 elddei bizonyitottan onkogén potenciallal is
rendelkeznek. Az emberi rosszindulati daganatos megbetegedésekre a human ERV
transzkripcids aktivalasa jellemz6. Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni,
hogy az emberi daganatok fontos koroki tényezdi lehetnek a humdn endogén
retrovirusok (Kassiotis és Stoye, 2017).

Feller ¢és Copra 1969-ben un. bétaretrovirus partikulumokat taldltak
emlédaganatban szenvedd ndk tejében (Feller et al.,, 1969). Ezzel megalapoztdk a
human onkogén retrovirus kutatasok alapjait. Az elsé emberi retrovirust, a huméan T-
sejtes lymphotrof virus 1-t (HTLV-1), 1980-ben Robert Gallo és munkatarsai irtak le.
Sikeriilt bebizonyitaniuk, hogy az altaluk felfedezett virus a felndttkori T-sejtes

leukémia és limfoma kialakulasaért felelés (Gallo et al., 1980).

Az egér emlodaganat virus (MMTYV)

A korédbban Bittner virusnak nevezett egér emlddaganat virus (mouse mammary
tumorvirus: MMTV) az onkogén retrovirusok prototipusa. Mind az exogén, mind az
endogén MMTYV az emlddaganat kialakuldsdnak egyik f6 etioldgiai tényezdje a vadon
¢lo és a kisérleti egerekben is (Ross, 2008). Az MMTV egyben a Retroviridae
viruscsalad, Betaretrovirus nemzetség prototipusa is (https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_9th_report/reverse-transcribing-dna-and-rna-viruses-
2011/w/rt_viruses/161/retroviridae). A virus terjedhet vertikalisan (endogén virus) vagy
horizontalisan (exogén virus). Szdmos MMTV DNS-képia taldlhatdé meg a
leggyakrabban hasznalt laboratoriumi egerek kromoszomalis DNS-ében integralt
formaban, endogén provirusként (Coffin, 1992). Vertikalis terjedésnél a provirus-
integracio a csirasejtvonal sejtjeit is érinti (Cohen et al., 1979). Ilyenkor a provirus az
utédokra is 6roklodhet. A masik €és egyben gyakoribb lehetdség a horizontélis terjedés.
Ezeket ,tejben terjedd” azaz exogén virusnak nevezziik Bittner alapjan (Bittner, 1936).
Az MMTYV Adltal indukélt emlddaganat tumorgenezisének fontos eleme a provirus
integracio, mely a kozeli cellularis onkogének kozvetitett aktivalasat idézi elé (Callahan
€s Smith, 2008; Ross, 2010). Egyes kutatdsok az MMTYV env fehérje szerepét is szoba
hozzak az emlétumor képzddéssel (Katz et al., 2005; Callahan és Smith, 2008; Ross,
2010).

Az egerekben emldérakot okozo6 retrovirus azonositasa nagy érdeklddést valtott ki.

Jogosan meriilt fel sokakban a kérdés, hogy vajon vannak-e hasonlé virusok mas
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fajokban, kiilonds tekintettel az emberben. Szadmos tanulmany kimutatta, hogy az
emberi mellrdkos sejtek ¢és szovetek olyan fehérjéket tartalmaznak, amelyek
keresztreakcioba lépnek az MMTYV elleni antiszérummal. Ezek a vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy MMTV-szerli RNS-ek és virus partikuldk vannak a daganatokban és
az emlddaganatos betegek anyatejében (Axel et al., 1972; Keydar et al., 1984; Mesa-
Tejada et al., 1982; Spiegelman et al., 1970). A kézelmultban szamos kutatocsoport
MMTV-szerii szekvenciakat azonositott emberi emlorakbol szarmazé mintakbol,
amelyek a kontrollnak hasznalt egészséges emldszovetekbdl nem voltak kimutathatdak
nested-PCR-technikakat alkalmazva (Wang et al., 1995; Liu et al., 2001; Lawson et al.,
2010). Az egér emlddaganat virussal (MMTV) 90-98%-ban homoldég humén
emlétumor virust (HMTV) egy amerikai tanulmanyban PCR vizsgélattal az
emlddaganatok 40%-anal mutattdk ki (Holland et al., 2016). Az etiologiai kapcsolat a

HMTYV ¢és az emberi emlédaganat kzott azonban tovabbra is nyitott kérdés.

Horcsogokben el6fordulé tumoros megbetegedésekrol roviden

A horcsogok népszeri haziallatok az emberi kornyezetben. A leggyakrabban
tartott fajok a sziriai (Mesocricetus auratus) és a dzsungariai (Phodopus sungaros)
horcsogok (Jelinek et al., 2013). A hazi horcsogok spontan eléforduld daganatairdl ez
1daig nagyon kevés kozlemény sziiletett ¢és a legtobbjilik is csak néhany egyedi esetrdl
szamol be (Kondo et al., 2008). A daganatok el6fordulasa e két fajban meglehetdsen
eltérd. Mig a sziriai horcsogoknél a melandoma és boér limfomak gyakoribbak, addig a
dzsungariai horcsogoknél Otszor gyakrabban fordulnak eld fibromak, illetve az
emlétumorok gyakorisaga is nagyobb (Brown et al., 2012; Jelinek et al., 2013).

Az 1960-as ¢és ’70-es években szdmos kozlemény jelent meg az tgynevezett C-
tipusu retrovirusokrol, amelyeket horcsog sejtekbdl izolaltak. Ezek a horcsog leukémia
virus (HaLV), a horcsdg szarkoma virus (HaSV) és a D-9-es virus (Bassin et al., 1968;
Kelloff et al., 1970; Somerset et al., 1973) voltak. Ezeknek a virusoknak egy része
alacsony endogén reverz transzkriptaz aktivitassal rendelkezik, masik résziik pedig
egyaltalan nem rendelkezik reverz transzkriptaz aktivitassal (Kelloff et al., 1970; Verma
et al., 1974). 1979-ben egy tipikus C-tipusi horcsdg retrovirus keriilt leirdsra egy
természetes horcsog melandma sejtvonalban (Y-22). Ez a virus 1ényegesen kiilonbozik
az addig leirtaktol, hiszen képes egér, patkany és mas horcsdgsejteket transzformalni
(Russel et al., 1979). A horcsogok retrovirusaival kapcsolatban csak e korlatozott és régi

ismeretek allnak rendelkezésre.
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A polyomavirusokrdl roviden

A polyoma gordg eredetli elnevezés, a ,,poly” jelentése sok, az ,,oma” jelentése
daganat. A Polyomaviridae viruscsaldd elsé tagjat Gross 1953-ban irta le, mint
filtralhato fert6z6 agenst, amely a fliltémirigytumor kivaltasara képes egerekben (Gross,
1953). Mar ekkor felmeriilt a gyant, hogy 1étezhetnek emberi daganatokban is szerepet
jatsz6 polyomavirusok. Az 1953-as felfedezést kovetd 36 évben mindossze két emberi
polyomavirus volt ismert, viszont 2007 ¢és 2017 kozott tovabbi 12 j humén
polyomavirust fedeztek fel.

A Polyomaviridae csalad kiilon kiemelésre méltd, nem emberi, de allatokban
daganatkeltd tagja az SV40 (simian virus 40) majom polyomavirus (Sweet et al., 1960).
Az SV40 polyomavirus ugyancsak prototipus a virusok okozta daganatkeltés
tanulmanyozasaban. Ezért nagy riadalmat okozott, miutdn kideriilt, hogy 1955-1961
kozott (egyes kelet-eurdpai orszagokban 1980-ig), az emberi poliovirus oltéanyagok
(Sabin ¢és Salk) eléallitasa soran hasznalt majom sejtvonalak SV40 fertdzottek voltak.

A Polyomaviridae csalddnak jelenleg Gsszesen 14 tipusa ismert emberben. Az
elsd felfedezett emberi polyomavirus a BK virus volt, melyet 1971-ben azonositottak
veseatliltetésen atesett beteg vizeletébol, aki a monogramjaval a virus névadojava is valt
(Gardner et al., 1971). Ezt kovette a JC (John Cunningham) polyomavirus, amelyet
szintén 1971-ben izolaltak progressziv multifokalis leukoencephalopatids beteg
agyszovetébodl, és egyben igazoltdk a virus koroki szerepét is (Padgett et al., 1971). Ezt
kovetden 36 év telt el a kdvetkezd emberi polyomavirusok felfedezéséig. Ezek a KIV
(Karolinska Institute) és a WUV (Washington University) polyomavirusok voltak
(Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007). Az els6 igazolhatéan emberi daganatot
okozd polyomavirus - a Merkel-sejtes polyomavirus - leirdsdig 2008-ig kellett varni
(Feng et al., 2008). 2008 6ta tovabbi 9 1) emberi polyomavirust fedeztek fel. Ezek a
HPyV6 és a HPyV7 (human polyomavirus 6 és 7) (Schowalter et al., 2010), a TSV
(trichodysplasia spinulosa-asszocialt polyomavirus) (van der Meijden et al., 2010), a
HPyV9 (humén polyomavirus 9) és a MWPyV (Malawi polyomavirus) (Scuda et al.,
2011), a STLV (Saint Louis polyomavirus vagy human polyomavirus 11) (Lim et al.,
2013), a HPyV12 (Kroup), a NJPV (New lJersey polyomavirus vagy human
polyomavirus 13) (Mishra et al., 2014) és a LIPV (Lyon IARC polyomavirus) (Gheit et

al., 2017). A jelenleg ismert emberi polyomavirusokat a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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A Merkel-sejtes (MC) polyomavirus

Felfedezes

Feng ¢és munkatarsai 2008-ban 10 Merkel-sejtes karcindma mintabdl 8 esetben
molekularis mddszerekkel kordbban ismeretlen polyomavirust azonositottak, amelyet
Merkel-sejtes (MC) polyomavirusnak neveztek el. Nyolcbol hat esetben sikertilt
igazolni, hogy a virdlis DNS integralodott a tumorsejtek genomjaba is. Ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy az MC polyomavirus fert6zés megel6zi a tumorsejtek klonalis
novekedeését (Feng et al., 2008). Ezt kdvetden a vilag minden tajan megindult kutatasok
- az alkalmazott molekularis mddszertanok kiilonb6zOsége ellenére is - azt mutattak,
hogy az MC polyomavirus Merkel-sejtes karcindmak 71-94%-ban kimutathaté (Varga
et al., 2009; Martel-Jantin et al., 2012, Horvath et al., 2016; Becker et al., 2017).

Morfologia, genomszerkezet

A polyomavirus 45 nm atmérdjd,
ikozahedralis kapszid szimmetriajt, kerek,
burok nélkiili, kett6és szala DNS-virus. A
kapszidot a VP1, VP2 ¢és VP3 virus
fehérjék alkotjdk. A VP1 molekuldk

BamH| (1152)

5
(zzaL-109) A L2

MCV (5387bp)

spontan  virusszerli  partikulakkd  is
rendezddhetnek {tires kapszidot alkotva
(Houben et al., 2009; Samimi et al., 2016).
A virusgenom kovalensen zart, a

prototipus 5387 bazispar hosszusagu,

cirkularis, kettésszali DNS-t tartalmaz (1. EcoR (2827)

4dbra), 3 régiora oszthatod: korai, késéi és 1. abra. A Merkel-sejtes polyoma-
) oL L virusgenom szervezédése (Feng, 2008)
regulator régiok. A korai régi6 nem
strukturélis onkoproteineket, a kis t (st) és
nagy T (LT) fehérjéket kodolja. Ezek koziil az LT nem csak a virdlis replikéacio
elindulasat 1dézi el6 a DNS-hez vald kotddésével és cellularis osztodasi faktorok
aktivalasaval, hanem kapcsolatba 1€p szamos sejtosztodasban kulcsfontossagu

fehérjével, melynek eredményeként a fertézott sejt az S fazisba 1ép at. Ez a mozzanat

fontos szerepet tolt be a sejt rosszindulati daganatos atalakuldsdban (Neumann et al.,
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2011). Az st onkoprotein nélkiilozhetetlen a tumorsejtek névekedéséhez (Shuda et al.,
2011). A késOi régio a strukturalis fehérjeket (VP) koédolja. A VP1 a gazdasejt
receptorhoz vald kotddésben jatszik szerepet. A viralis genom replikacidjanak helye a
sejtmag (Neumann et al., 2011).

Hasonléan a tobbi humdn polyomavirushoz, az MCV LT-fehérje szdmos
motivumot és domént tartalmaz, amelyek kulcsszerepe bizonyitott a virusgenom
replikaciojaban ¢€s transzkripcidjdban, valamint a tumorgenezisben. Az N-terminalis
része magaban foglalja a DnaJ domént, amely a CR1 motivumot tartalmazza (13-17
aminosav), majd ezt kdveti a HPDKGG. Ez a szekvencia felelds a Hsc70 kotéséért
(Shuda et al., 2008; An et al., 2012). Erdekes moédon a mas polyomavirusok LT-
régioiban (JCV, BKV, WUV, KIV, TSV, HPyV6, HPyV7 és HPyV9) megtalalhato a
WXXW aminosav szekvencia, amely megkoti a Bubl mitotikus checkpoint
szerin/treonin fehérjekindzt, nincs jelen az MCV LT-ben (Cotsiki et al., 2004). Ebben a
pozicidban megtalalhat6 viszont az MCV LT-antigén egyedi, 171-218 nukleotidbdl allo
régidja (MUR), mely tartalmazza a Vam6P-k6td domént. Ehhez kapcsolodik a
konzervalt LXCXE retinoblastoma (RB) kot6 motivum. Az LT-antigén interakcidja a
Vam6P-vel ugy tlinik fontos szabalyozo szerepet tolt be, mivel vesztesége fokozza a
virus replikaciojat; kovetkezésképpen a tartés fertézés 1étrejottének  fontos

mechanizmusénak tekinthetjiik (Cheng et al., 2013; Wendzicki et al., 2015).

Patogenezis: a Merkel-sejtes polyomavirus szerepe az MCC kialakulasaban

Ugyan az MC polyomavirus jelenléte ¢s a genomjanak integracioja az MCC
sejtek kromoszémajaban igazolni latszik szerepét a daganat kialakulasdban, ennek
pontos patomechanizmusa még tobb kérdést felvet. Feltehetdleg 0sszetett, tobb 1épcsss,
a gazdaszervezettdl is fliggd folyamatrol lehet sz6, hiszen a virus kimutathaté MCC-s
vagy egyéb bordaganatban szenvedd betegekben az egészségesnek tiind borteriiletekrol,
de a szajlireg- és a 1égzOhambol is (Foulongne et al., 2010; Babakir-Mina et al., 2010;
Bergallo et al., 2010). Tovabba, az MCV - mas polyomavirusokhoz hasonldéan - az
egészséges populacidoban is megtaldlhatd (Schowalter et al., 2010). Ugyanakkor, az
MCC-k egyotodében nem mutathatd ki az MC polyomavirus, amely esetek talan 6nallo
kliniko-patoldgiai entitdst jelenthetnek, melyek szovettani képiikben hasonloak, de
lefolyasukban elkiilonithetéek a virust hordozé valtozattol (Feng et al., 2008).

Az MCC kialakulasanak fontos kezdd lépése lehet a viralis DNS klonalis

integracioja, mely véletlenszertien (random moddon) szamos helyen torténhet a sejtek
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genetikai allomanydban (Martel-Jantin et al., 2012; Starrett et al. 2017). Martel-Jantin és
munkatarsai atfogd vizsgalata alapjan leggyakrabban (21%-ban) az 5. kromoszéma
¢érintett, de tovabbi nyolc kiillonb6zo kromoszéman (1., 3., 4., 6., 11., 14., 18. és 9.) is
talaltak integraciot 5-16%-os gyakorisaggal, de a kromoszéman beliil minden esetben
egyedi helyen (Martel-Jantin et al., 2012). Megjegyezendd, hogy az integracio
kimutathatdsagat technikai okok is zavarhatjak. (Itt nagy jelentdsége van a kiindulasi
minta mindségének: friss fagyasztott mintabol nagyobb eséllyel mutathatdé ki az
integracio, mint a formalin fixalt mintdkbol.) Az MC polyomavirus kettdsszala
cirkularis DNS-ének az integracidohoz sziikséges felszakadasanak sincs kitiintetett helye,
bar ez leggyakrabban (~70%) az LT-régidéban kovetkezik be (Martel-Jantin et al., 2012).
Schrama és munkatarsai tanulmanya szerint az LT-régioban bekdvetkezd csonkolo
mutaciok az integracio eldtt vagy alatt kovetkeznek be (Schrama et al., 2019). Mivel az
LT-régio teszi ki a teljes viralis genom tobb, mint felét, a fenti megfigyelés részben
ezzel is magyardzhatd. A legfontosabb szerep a daganatképzddésben azonban a viralis
LT-fehérje tumorbeli kifejez6dés mértékének és moddjanak van. Ez az onkoprotein
ugyanis konzervalt szakaszokat hordoz (példaul a Dnal, ,,pocket” fehérje-k6té LXCXE
¢és pp2A-koté domének), melyek onkogén hatdsa egyéb polyomavirusokban (pl.: SV40)
mar bizonyitott (Feng et al., 2008). A tumorsejtek genomjaba integralt virus LT-antigén
helikaz régidja jellemzden karosodast szenved (valdszinileg kiilsé hatasra, pl. UV-
sugarzas, koros mutaciok keletkeznek), hisz a tumormentes alanyok MC
polyomavirussal integralt hamsejtjeiben (még) nem taldlunk ilyet. A daganatos
sejtekben a virus replikaciora jellemzd LT-fehérje helikdz aktivitasa eltlinik (a ,,virus”
ilyenkor mar nem fert6z6), ugyanakkor a karosodott LT-fehérje a tumor kialakuldsa felé
tereli a folyamatokat (Becker et al., 2009; Schowalter et al., 2010; Martel-Jantin et al.,
2012). Az LT-fehérje tobbek kozott a sejtek tumorszupresszor fehérjéire hatva gatolja
azok funkcidjat, e mellett a celluldris survivin (= baculoviral inhibitor of apoptosis
repeat-containing 5: BIRC5a) onkoprotein is megjelenik és expresszidja a tobbszordsére
emelkedik a sejtekben. Ennek az apoptozist gatld fehérjének a megjelenése a daganat
fenntartasaban jatszik szerepet, a magi lokalizacidja pedig rossz progndzissal tarsul
(Kim, 2008).

Tovabbi jellegzetesség a szovettani mintdkban a daganat érhalozata, amelyek
hatterében a VEGFR-2 (vaszkularis endotelidlis novekedési faktor receptor-2) allhat
(Gaudin et al., 1995). A faktor expresszidja Osszefliggést mutat a daganat méretével és

attétképzo hajlamaval (Kukko et al., 2007). Az MCC kialakul4dsaban tovabba szerepe
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lehet az mTor (mammalian target of rapamycin) receptoroknak, az AKT/PI3K és a Ras
jelatviteli utvonalaknak (O'Reilly et al., 2006).

A virussal fertdzott személyek koziil csak nagyon kevesekben alakul ki Merkel-
sejtes karcinoma, illetve a daganatok egy részébdl nem igazolhaté az MCV jelenléte. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy az MC polyomavirus fertézésen kiviil mas tényezok is
fontos szerepet tolthetnek be a patogenezisben. Az UV-sugarzas segitheti eld a viralis
virus replikacidjat. Minden esetre az elvéaltozas immar valoszinli fert6z6 - viralis —
koreredete szemléletvaltast eredményez az etioldégia mellett, a patogenezis, a

diagnosztika és reményeink szerint a jJovOben a kezelés teriiletén is.

A Merkel-sejtes karcinoma (MCC)

A Merkel-sejtes karcinomarol roviden

A Merkel-sejtes karcinoma (MCC) ritka, agressziv, bizonytalan eredetd,
vélhetéen a ham stratum basale rétegébdl kiinduld daganat (Van Keymeulen et al.,
2009; Woo et al., 2010; zur Hausen et al., 2013). A bor bazalis sejtrétegében egyesével
elszortan elhelyezkedd neuroendokrin tulajdonsagokkal rendelkezd sejtféleség elso
leiroja (1875), egyben késObbi névaddja Friedrich Sigmund Merkel (1845-1919) német
anatomus, hisztopatologus volt, mig a bor, eredetileg ,,trabeculéris” karcindbma néven
megnevezett daganatdnak elsd leirja Cyril Toker volt 1972-ben. A Merkel-sejtek
(McGrath et al., 2010). A Merkel-sejtek eredete a mai napig vitatott, hogy vajon
epidermalis keratinocita-szerii sejtekbdl vagy idegrendszeri eredetli migralt dssejtekbol
vagy pre/pro B-sejtekbdl szarmaznak (Szeder et al., 2003; McGrath et al., 2010, zur
Hausen et al., 2013; Sauer et al., 2017). A funkciojuk is bizonytalan, de ugy tlinik, hogy
részt vesznek a finom tapintasi ingerek érzeékelésében.

A Merkel-sejtes karcindma az eddig ismert legagresszivabb bérdaganat, 46%-o0s
Osszmortalitasi arannyal (Lemos et al., 2010). A daganat elsdsorban az iddseket és az
immunszuppresszalt személyeket érinti és tobbnyire a napfénynek (UV) Kkitett
bérteriileteken, kiilondsen a fej-nyaki régioban jelentkezik. Evrol-évre - feltehetéen az
immunszuppressziv kezelések terjedése és a diagnosztika fejlddése miatt - rohamosan
novekszik a felfedezett esetek szdma. Mivel mar kisméretli daganatként adhat attétet,

ezért kiilonods jelentdsége van a gyors felismerésének és egyéb boérdaganatoktol (pl.
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piogén granuloma, bazalioma, laphdm karcinoma) valo elkiilonitésnek, valamint a

szakszeru kezelésnek.

A Merkel-sejtes karcinoma epidemiologidja

A Merkel-sejtes karcindma vilagszerte eléfordul (Torres, 2018), de az 1970-
1980-as években csak nagyon ritkdn diagnosztizaltak. Az 1990-es évek elején az
immunhisztokémiai vizsgalatok fejlédésének és a citokeratin-20 (CK-20) antitest
bevezetésének koszonhetéen mar konnyebbé valt a patologiai diagnodzis felallitdsa és
gyorsan novekedett a jelentett esetek szama (Moll et al., 1992; Hodgson, 2005; Heath et
al., 2008). Jelenleg a betegség incidenciaja 0,13/100.000f6/évente Europaban és
1,6/100.000f6/évente Ausztralidban (Stang et al., 2018). Az MCC elsésorban a
vildgosabb borli ¢és iddsebb egyéneket érinti, az atlag életkor 70 év a diagnozis
felallitasakor. Az eseteknek csak a 10%-aban fordul eld az 50 évnél fiatalabb
korosztalyban. Az MCC valamivel gyakrabban érinti a férfiakat (61,3%), mint a ndket
(Lemos et al, 2010). Az Egyesilt Allamokban az elmalt 20 évben
meghéromszorozodott (jelenleg évente 1500 Uj esetet fedeznek fel) (Agelli et al., 2004,
Hodgson, 2005), Hollandidban 1993-2007 kozotti idészakban megduplazodott a
regisztralt MCC betegek szama (Reichgelt et al., 2011), tovabba svéd (Zaar et al., 2016),
spanyol (Prieto et al., 2012), olasz (Ascoli et al., 2011), osztrak (Schrama et al., 2012),
dan (Kaae et al., 2010), finn (Kukko et al., 2012), ausztral tanulmanyok (Girschik et al.,
2011) és a hazai tapasztalatok is az MCC novekvd eléforduldsarol szdmolnak be. Egy
nagy atfogd epidemioldgiai tanulméany 21 orszag adatait tanulmanyozva szintén erre a
kovetkeztetésre jutott (Stang et al., 2018). Ez részben a javuld diagnosztikus
lehetoségekkel, az idosek €s az immunszuppresszalt betegek (pl.: szerv transzplantacio,
szteroid kezelés, HIV, kronikus limfoid leukémia stb.) novekvd szamaval és a
esetek szdma tovabbra is emelkedni fog a veszélyeztetett populacid novekedése
kovetkeztében. A prognozis jelentdségének sulyat noveli az, hogy az MCC letalitasa
tobb mint 3-szor nagyobb (46%), mint a melandmanak (12%) az Gsszes diagndzisra
vetitve (Lemos et al., 2010). Hazdnkban Varga és mtsai. szamoltak be el6szor az MC

polyomavirus kimutatasarol (Varga et al., 2009).
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A Merkel-sejtes karcinoma klinikuma

A Merkel-sejtes karcindbma a bordn, gyorsan novo, tipusos kezdeti fazisaban 1-2
cm nagysagu, tomor tapintatd, fajdalmatlan, altaldban pirosas-rézsaszinii, de lehet akar
kékes-lilas vagy borszinli tumor, mely leggyakrabban a fej-nyaki régidban jelenik meg
(Becker et al., 2017a). Tobbnyire jéghegyszeriien a mélybe terjed, a 1ézidt fedé felham
az esetek tobbségében ¢ép, rafesziil a tumorra és fénylik, rajta ritkan ulceracid vagy
megvastagodott szaruréteg lathatdo (2. 4bra). A karcindma rendkiviil agressziv, a
kialakulasat kovetden, néhany héten vagy hénapon beliil ad attétet elészor a kornyezd
nyirokcsomodkba, majd késobb tavoli nyirokszdvetekbe, tdvoli borteriiletekre €s a zsigeri
szervek barmelyikébe, foként a majba és a tiidébe (Voog et al., 1999). Mivel a klinikai
megjelenés bar hordoz jellegzetességeket, de mégsem specifikus, a Merkel-sejtes
karcindma gyanuja az els6 orvosi vizsgalat soran sajnos ma még csak ritkan meriil fel (2.
abra). A kovetkezo korképek viszont gyakran szerepelnek — tévesen - az elvaltozas elsd
klinikai diagnozisaként: bazalioma, spinalidma, piogén granuléma, keratoakantoma,
amelanotikus melanéma, benignus ciszta, borfliggeléktumor, bdérlimfoma és egyéb
metasztatikus neopldzia (Smith et al., 2001). Mivel ezek kozott a koérképek kozott
joindulatu, illetve mérsékelt agresszivitasu elvaltozasok is vannak, eléfordul, hogy a
vizsgalatot végzd orvos az elvaltozast nem tartja veszélyesnek. Hazankban is gyakori,
hogy a fizikdlis, illetve dermatoskdpos vizsgalattal bazaliomanak vagy piogén
granuldmanak ting elvéltozas miatt a beteg honapokkal késébb keriil miitétre, de ekkor
mar a Merkel-sejtes karcindma gyors metasztatikus képessége miatt a beteg
menthetetlen stadiumba keriil. A diagndzis helyes felallitdisahoz ezért a mieldbbi

szovettani vizsgalat nélkiilozhetetlen.
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Ritkédn el6fordulhat spontan, a Merkel-sejtes karcindbma teljes regresszidja
(Walsh, 2016). A primer tumor komplett regresszidja azokat az eseteket is részben
megmagyarazna, amelyeknél az elsé diagnozis felallitasakor csak nyirokcsomd vagy
akar ritkan csak kizarolag tavoli attétet talalnak. Azoknal a betegeknél, akiknél a primer
tumor kiinduldsi helye ismeretlen, gyakran lagyéki nyirokcsomoattét keriil eldszor
felismerésre (Tarantola et al., 2013). Vannak arra vonatkoz6 adatok, hogy azoknal a
IITA stadiumban 1évo betegeknél, akiknél ismeretlen a primer tumor, jobb prognozisu az
MCC (Vandeven et al., 2018).

Bonyolitja a képet, hogy az MCC mas bdrelvaltozdsok és bdrdaganatok
szomszédsagaban is kialakulhat, mint példaul a laphamrdk, bazalioma és aktinikus
keratozis (Cerroni et al., 1997). E daganatok kialakuldsanak folyamata eltérhet az
onalléan megjelend Merkel-sejtes karcindmakétdl. Ez kiillondsen fontos azoknak
kutatasi eredmények fényében, miszerint a Merkel-sejtek epidermadlis (és nem crista
neuralis) eredetliek, azaz elvben az epidermalis premalignus progenitor sejtek ham vagy
neuroendokrin iranyba is fejlddhetnek (Van Keymeulen et al., 2009; Woo et al., 2010).
Az eddigiek soran vizsgalt spinalioma szomszédsagéban elhelyezkedd Merkel-sejtes
karcindméakbol MC polyomavirust sosem sikeriil kimutatni (Busam et al., 2009).

Tobb korilményt ismerilink, amelyek befolyasolhatjdk az MCC kialakulasat,
lefolyasat, valamint a betegség prognozisat. Az életkor (>55 ¢év) mellett
legfontosabbnak az immunrendszert érintd alapbetegségek tekinthetok. A Merkel-sejtes
karcinoma kockazata kifejezetten emelkedett AIDS-ben vagy egyéb szerzett
immunhidnyos szindroémakban (13-szoros), szervatiiltetésen atesett betegekben a
kronikus immunszuppressziv kezelések kovetkeztében (10-szeres) és kronikus limfoid
leukémiaban (30-50-szeres) (Lanoy et al., 2010; Brewer et al., 2012; Clarke et al., 2015).
Egytttal az immunszupprimalt betegeknek MCC-vel kiilondsen rossz a progndzisa
(Harmans et al., 2016). Ez alapjan feltételezheté, hogy a karosodott T-sejtes
immunvalasznak fontos a szerepe a Merkel-sejtes karcinoma kialakuldsaban. Az UV-
sugarzasnak valé tartos kitettség ugyancsak fontos kockazati tényezdje a Merkel-sejtes
karcinomanak. Erdekes megfigyelést végeztek az Egyesiilt Allamokban, miszerint az
UVB-index és az MCC incidencidja 1986-1994 és 1986-1999 kozott osszefiiggést mutat
(Angelli et al., 2003).

Azoknél a betegeknél, akik tobb izben PUVA (Psoralen UV-A) kezelésben
részeslltek (pl. pikkelysomor miatt), hozzavetdlegesen szazszorosara ndvekedik az
MCC esélye (Lunder et al., 1998). Annak ellenére, hogy az UV-sugarzas fontos

koriilmény, az esetek 5%-ban a fénytdl elzart teriileteken (pl. szeméremtest, far) és
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hozzévetdlegesen 15%-ban fénytdl védett borteriileteken (példaul has, comb) is
megjelenhet a daganat (Heath et al., 2008). A fekete boriiecknél alacsonyabb az MCC
aranya a fejen és Iényegesen magasabb az anogenitalis tajékon (Stang et al., 2018).

Koérel6zményként gyakran szerepel, hogy a Merkel-sejtes karcindmas beteg
korabban mas daganatos megbetegedésben is szenvedett (Kaae et al., 2010).

Erdekes megfigyelés, hogy azok a Merkel-sejtes karcindmak, melyekbdl az MC
polyomavirust sikeriil kimutatni, szignifikansan jobb kimeneteliiek (Sihto et al., 2009;
Waltari et al., 2011; Nardi et al., 2012; Higaki-Mori 2012). Emellett két tanulmany is
alatdmasztja azt a véleményt, hogy az erds immunvalasz készség, a VP1 fehérje ellen
termelt specifikus antitest magas szintje és a CD8+ sejtek beszlirddése a tumorban
Osszefiiggésben van a Merkel-sejtes karcindma jobb kimenetelével (Paulson et al.,
2011; Touze et al., 2011). A tumor nodularis ndvekedése és a limfovaszkularis invazio
hianya szignifikans dsszefiiggésben van a hosszabb tuléléssel (Andea et al., 2008).

Az MCC prognozisa nagyban fiigg a betegség stadiumatol. Ugyanakkor nagy
kiilonbségek mutatkoznak az egyes epidemioldgiai vizsgalatok eredményei kozott,
valamint a regiondlis kiillonbségek is jelentdsek. A klinikai stddium meghatarozasanal
jelentds szerepet jatszik a tumor mérete, nyirokcsomo- vagy a tavoli attét megléte (3.
tablazat). Mar 2 cm-nél kisebb atmérdjii primer tumor esetében is 66-75%-ra csokken az
5 éves tulélés. Amennyiben a primer tumor nagyobb, mint 2 cm 50-60% az O6téves
talélési rata, nyirokcsomoattétek jelenléte esetében pedig 42-52%. Tavoli attéttel
rendelkezd betegeknél 17-18% (Frohm et al., 2016; Sridharan et al., 2016; Becker et al.,
2017a; Vandeven et al., 2018; Fondain et al., 2018). Az elérehaladott MCC-ben
szenvedd betegek 50%-nak a tilélése kevesebb, mint 9 honap (Lemos et al., 2010). A
recidivak leggyakrabban az els6 két évben jelennek meg (Frohm et al., 2016). Ugy tiinik,
hogy a legjelentdsebb prognosztikai marker az 6rszemnyirokcsomo érintettsége. Az
aktualis AJCC ajanlas szerint ennek tisztazasa a staging nélkiilozhetetlen eleme (Harms

et al., 2016).
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A

T

N

M

Tx elsédleges tumor nem
itélhetd meg
TO nincs elsédleges tumor

Tis elsédleges tumor in
situ

T1 elsddleges tumor < 2
cm

T2 elsédleges tumor > 2cm
és<5cm

T3 elsddleges tumor > 5
cm

T4 elsédleges tumor mely
besziiri a csontot, izomot
vagy porcot

Nx regionalis nyirokcsomoé
érintettség nem itélhetd meg
NO nincs regionalis
nyirokcsomoattét™

cNO klinikailag nem
detektalhatd nyirokcsomo-
attét™

cN1 klinikailag detektalhato
nyirokcsomoattét*

pNO nyirokcsomo
patologiai vizsgalata
negativ

N1 a mikrometasztazis'

N1 b makrometasztazis?

N2 in tranzit metasztazis?

Mx tavoli 4ttét jelenléte
nem itélhetd meg
MO nincs tavoli attét

M1 tavoli attét jelenléte
igazolt

M1 a tavoli bor, bor alatti
szovet vagy nyirokcsomo-
attét

M1 b tiidoattét

MI c barmilyen zsigeri
attet

*Negativ a nyirokcsomé klinikai,

patologiai

vagy mindkét vizsgalattal.

Klinikailag

metasztatikus nyirokcsom6 vizsgalata megtekintés, tapintas és/vagy képalkotd eljarasok
segitségével torténhet. cNO csak azokndl a betegeknél hasznalatos, akiknél nem tortént
nyirokcsomo patologiai vizsgalat.

' Mikrometasztazis
nyirokcsomo eltavolitas utan.

diagnosztizalhato

Orszemnyirokcsomod

eltavolitasa elektiv

vagy

2 Makrometasztazis allapithatdé meg, amikor klinikailag bizonyithaté nyirokcsomoattét és
megerdsitik patologiai vizsgalatokkal biopsziabdl vagy terapids nyirokcsomo eltavolitasbol
szarmazo mintakbol.

3 In tranzit metasztazis olyan tumor, ami az elsddleges tumor és a drenald regionalis
nyirokcsomok kozott helyezkedik el.

B

Stadium csoportok 1 éves 2 éves 3 éves 4 éves 5 éves
varhaté varhaté varhaté varhaté varhato
tulélés tulélés tulélés tulélés tulélés

0 Tis No MO  NA* NA* NA* NA* NA*

1A T1 pNoO MO 100 92 86 84 79

IB T1 cNo MO 90 79 70 64 60

ITA T2/T3 cNo/pNo MO 90 77 64 62 58

11B T4 cNo/pNo MO 81 68 58 54 49

IITA  barmely T Nia MO 76 57 50 45 42

TO Nl1b MO  NA* NA* NA* NA* NA*

IIIB  barmely T Ni1b/N2 MO 70 47 34 30 26

v barmely T barmely N M1 40 26 20 18 18

*NA: Nincs pontos adat, a varhat6 talélés magas

3. tablazat. TNM Kkritériumok (A) és stadium beosztasok (B) az American Joint
Committee of Clinical Oncology legutobbi ajanlisa alapjan (Harms et al., 2016).
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A Merkel-sejtes karcinoma laboratoriumi és szévettani diagnosztikdja

Merkel-sejtes karcinoma diagndzisa nagyon ritkan torténik a klinikai kép alapjan.
Rendszerint mikroszkopos vizsgélattal erdsodik a gyani az MCC-re és
immunhisztokémiai vizsgalatokkal lehet megalapozott diagnozist feldllitani. Ezt
kovetden javasolt a drendld nyirokcsomo régid képalkotd vizsgalata (Iehetdség szerint
ultrahanggal vagy adott esetben CT, MR vizsgalattal). Ha képalkoto vizsgalattal nem
mertil fel a nyirokcsomo érintettség gyantja, az okkult nyirokcsomoattét magas szama
miatt javasolt az drszemnyirokcsomo eltavolitdsa prognozisbecslés, valamint az egyéb
sziikséges terapias lehetdségek mérlegelése és a helyes kivalasztasa érdekében (Harms
et al., 2016; Gunaratne et al., 2016; Ricard et al., 2015).

A sebészi kimetszést kovetden a mintak patologiai feldolgozasa soran célszerli a
formalin fixalt és paraffinba 4gyazott minta mellett nativ mintat is biztositani (ez utobbit
lasd késébb). A szovettani vizsgalat az MCC-t altalaban tomor, gobos borelvaltozasként
mutatja be, mely gyakran beterjed a retikularis dermiszbe, valamint a szubkutiszba,
viszont az epidermisz, a papillaris dermisz ¢és az adnexek tOobbnyire érintetlenek
maradnak (D'Agostino et al., 2010; Jour et al., 2017). A tumor tomor fészkekbe vagy
gerendakba szervezddd rosszul differencialt, egyforma sejtekbol épiil fel, ezért az
ugynevezett kis kerek, kék sejtes tumorok csoportjaba tartozik (Fried et al., 2014). A
sejtek bazofil magjai viszonylag monoton megjelenésiick, a kerektdl az ovalisig, a
kromatin jellegzetesen so-bors mintdzatl. A sejtmagvacska rendszerint alig lathato. A
citoplazma kevés és bizonytalan sz¢lii. Néhany esetben szabélytalan alaki magok
lathatdak. A daganatban szamos mitotikus alak és apoptotikus test, valamint helyenként
nekrozis is lathatd. Az apoptotikus index magas. Rosetta kialakulédsa ritka (Jour et al.,
2017).

A daganat tok nélkiil novekszik, besziiri a kornyez6 allomanyt, gyakran az ér- €s
nyirokképleteket is. A boritdé felhdm azonban altaldban jol elkiiloniil a tumor
hatarzonatol, ritkdn érintett (McCardle et al., 2010). A Merkel-sejtes karcinomaknak
kizarolagosan a felhamra korlatozott varidnsa nagyon ritka, azonban az ilyen esetek
felvethetik, hogy az MCC intraepidermalis neoplaziaként kezdheti az invaziot, melyet
MCC in situ—nak neveznek (Al-Ahmadie et al., 2004).

Héarom szovettani tipust lehet megkiilonboztetni, amelyek részben egymas
mellett, egyazon tumorban is el6fordulhatnak: a ritka trabekularis, a kissejtes €s a
gyakori intermedier tipust. A legfrissebb adatok szerint a trabekuldris forma a legjobban

differencialt, jobb prognézissal, mig a kissejtes a legdifferencialatlanabb, rosszabb
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prognoézissal tarsul. Ez azonban az atfogdé adatok hianyaban és a kevert és atmeneti
formak gyakorisaga kovetkeztében nem tekinthetd egyértelmli hisztopatologiai
Osszefiiggésnek (Jaeger et al., 2012).

Mivel az MCC mas malignus, illetve semimalignus bérdaganatokkal egytitt is
kialakulhat, mint példaul Bowen-kor, bazalioma, leggyakrabban laphamrak, ezért ezek
jellegzetességei i1s szinezhetik a szdvettani képet. A laphamrak tobbnyire aktinikus
keratozist vagy Bowen-kort fedd elrendezésben tlinik fel vagy in situ formajaban
elhatdrolodva a dermalis MCC komponenstdl. Atmenet a két sejttipus kozott altalaban
nem lathaté (Walsh, 2001; Al-Ahmadie et al., 2004). Feltételezhetéen e tars-malignitas
patomechanizmusa eltér a tobbi Merkel-sejtes karcindmaétol.

Bar az MCC kell6éen jellegzetes, tipikus a szovettani képe hematoxilin-eozinnal,
tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatok sziikségesek a diagnozis megerdsitéséhez. Az
MCC neuroendokrin ¢és epitelidlis markereket is kifejez, valamint ezen talmenden
jellegzetes, hogy az esetek 97%-ban paranukledrisan pontszerii CK-20-pozitivitast
(citokeratin-20) mutat. A CK-20 marker nagy jelentdséggel bir mas kicsi, kerek, kék
sejtes daganatoktdl valo elkiilonitésben, melyek CK-20 markerrel negativak, példaul a
bazalsejtes karcindma, a melandma, a non-Hodgkin limfoéma, a metasztatikus kis sejtes
karcinoma (Moll et al., 1986; Moll et al., 1992; Dancey et al., 2006).

Neuroendokrin immunhisztokémiai markerekkel pozitivitdst mutat minden
esetben pl. chromogranin A-val ¢és synaptophysinnel, viszont TTF-1 (thyroid
transcripcios faktor-1) negativak, szemben a metasztatikus kissejtes karcindmaval. A
CK-7 (citokeratin-7) negativitas is ezt a diagndzist erdsiti (Sidiropoulos et al., 2011).

Proliferacos aktivitds vizsgalatara hasznalt Ki-67-tel az MCC daganatos sejtek
sejtmagjai 15-95%-ban pozitivak (atlag 50,6 %, median 50%) (Llombart et al., 2005). A
Ki-67 alkalmas prognosztikai markernek is, hiszen a magasabb Ki-67 kifejezddés
szignifikans Osszefiiggésben all az MCC rosszabb progndzisaval (Asioli et al., 2007).

Az amelanotikus melanomatdl vald elkiilonitésben segit az S-100, mellyel az
MCC negativ, a melanéma pozitiv (Kontochristopoulos et al., 2000).

Megfigyelték, hogy a tumorsejtek p63 kifejezése rosszabb progndzissal tarsul.
Ez a marker nagy jelentdségli a varhatd prognoézis megitélésében is, azonban ezzel
kapcsolatban a mai napig még nem egységes az ajanlas (Asioli et al., 2007).

A diagnosztika a szdvettani vizsgalaton alapul. Nem gyakorlat még, de célszerti
lenne az MC polyomavirus kozvetlen molekuldris kimutatasa is a sebészi kimetszést
kovetden. Célszerli a mintat nativan kiildeni a vizsgalatra, mert a nativ mintabol az MC

polyomavirus DNS PCR-rel valé kimutatdsanak joval nagyobb az esélye: a Merkel-
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sejtes karcinomak frissen fagyasztott mintaibol 94%-ban, a paraffinba dgyazott mintak
esetében csak 47%-ban volt sikeres a virus nukleinsav kimutatas (Martel-Jantin et al.,
2012). Ebbol azonban nem lehet azt a kovetkeztetést levonni, hogy nem értékesek a
paraffinba agyazott mintakbol késziilt PCR-vizsgalatok, hiszen nagyban fiigg a
kimetszés és a fixdlds kozt eltelt id6 hosszisagatol, a fixalds mindségétdl, a
deparaffinalas technikdjatol és attol is, hogy a minta, mely részébdl metszenek PCR-
vizsgalatra. Az MC polyomavirus elleni IgG ellenanyag szintet a vérbdl ELISA
modszerrel lehet kimutatni (mely nem gyakorlat még) (Tolstov et al., 2011).

A vérben cirkulalé tumorsejtek, valamint a virdlis onkoprotein elleni antitestek
potencialis biomarkernek tlinnek a betegség rizikojanak pontos becsléséhez, valamint a
betegség lefolasanak eldrejelzéséhez (mely azonban ugyancsak nem gyakorlat még)

(Paulson et al., 2016; Samimi et al., 2016).

Az MC polyomavirus elleni ellenanyagok, immunitas

Az MC polyomavirus szeroprevalenciajat tobb kutatocsoport is vizsgélta az
egészséges népesség korében. Ennek alapjan a felndtt lakossag tobb mint 80%-a
rendelkezik ellenanyaggal az MC polyomavirus VP1 kapszid fehérjéje ellen, tehat a
népesség nagy része atesik a fertézésen (Tolstov et al., 2009; Schowalter et al., 2010;
Foulongne et al., 2012). Egy olasz emberek korében késziil tanulmany szerint ez akar
96,2% 1is lehet (Nicol et al., 2013). A primer fertdzés ideje gyermekkorra tehetd,
feltehetden tlinetmentesen zajlik, és beinditja humoralis és sejtes immunvalaszt is, de a
virus a bdrben élethosszig megmarad (Chen et al., 2011). E szempontb6l a Merkel-
sejtes polyomavirus feltehetéen a bér mikrobiom része is lehet (Schowalter et al., 2010).

Specifikus — anyai eredeti - MCV elleni ellenanyagok kimutathatok
ujsziilotteknél is, azonban ezek 16 honapos korra rendszerint eltinnek (Martel-Jantin et
al., 2013). 18 honapos és 5 éves életkor kozott a gyermekek ndvekvd hanyada valik
szeropozitivva, mignem 5 éves korra mar a szeropozitivitas eléri a 80%-ot (van der

Meijden et al., 2013).

Humoralis immunitas

Bar a VP1 felszini kapszid fehérje elleni antitestek eldfordulasa a teljes
népességben magas, minden ezzel foglalkoz6 kutatocsoport azt taldlta, hogy az IgG

antitestek a VP1 és VP2 fehérjék ellen egyértelmiien magasabb szintet mutatnak az
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MCC betegekben (Carter et al., 2009; Tolstov et al., 2009). Ennek oka jelenleg nem
ismert, részben ellentmondasos, mindenesetre dnmagaban védelmet nem jelenthet. A
nagy T-antigén elleni antitest azonban jobban kapcsolddik az MCC betegekhez és a
betegség progresszidjahoz. Mig a kontroll népességbdl kevesebb, mint 1%-ban, a
Merkel-sejtes karcindmas betegek 40%-bol mutathaté ki ez az ellenanyag; sot, sikeres
tumor eltavolitas esetén szintje rohamosan csokken, kiGjulaskor — a mar nyilvanvalo
tiinetek elott — ismét emelkedik (Carter et al., 2009), azaz akar biomarkerként is

szolgalhat.

Sejtes immunitas

A sejtes immunitas csOkkenése mellett gyakrabban fordul el6 MCC. Szdvettani
vizsgélatok tumort infiltrald6 T-limfocitdk jelenlétét mutattdk ki, melyek egyben
prognosztikai jelentdséggel birnak (Andea et al.,, 2008). A tumoron beliili CD8+,
valamint a CD3+ limfocitak besziirddése fliggetlen jelzdje az MCC jobb prognodzisanak
(Paulson et al., 2011; Feldmeyer et al., 2016). Ez az immunvélasz olyan géneket indukal,
amelyek citotoxikus granulumokat valamint citokineket aktivalnak (Paulson et al.,
2011). Nehezen értékelhetd a természetes Oldsejtek (NK) infiltracidja a tumorban,
hiszen az MCC sejtek tobb, mint 90%-a expresszalja az NK-sejtek fontos
immunhisztokémiai markerét, a CD56-ot (Paulson et al., 2011). Vérbdl és Merkel-sejtes
karcindméakbol (amelyekben igazolhatd6 az MCC virus jelenléte) azonosithatdak
immunogén MC polyomavirus specifikus CD8+ ¢és CD4+ T-sejtek (Iyer et al., 2011).
Ehhez kapcsolodo specifikus T-sejt valaszok lehetnek az MCC specifikus célzott

Az is nyilvanval6, hogy a tumorsejtek képesek megkeriilni gazdaszervezet
immunvalaszat (Shuda et al., 2008). Valoszinlsithetd, hogy az MCC tumorsejtek
hozzajarulnak a mikrokdrnyezet immunszuppressziojanak eldidézésében, daganatsejt
szubklonokat 1étrehozva, immunszuppressziot eldidézd citokinek, mint TGF-f, Fas-
ligand, IL-10 vagy T-sejteket gatlo galectin-1 és indoleamine 2,3-dioxigendz termelése
révén (Teicher, 2007; Bhatia et al., 2011; Khong et al., 2002). Tovabba a tumorsejtek
képesek az immunszuppressziv sejtek, mint példaul a CD4+ CD25+ regulatoros T-
sejtek (T-reg) ¢és a mieloid-eredetli szupresszor sejtek termelését, aktivalasat és
funkcigjat segitve hozzajarulni az immunrendszer tolerancidjanak kialakuldsédhoz is

(Kusmartsev et al., 2005; Zou, 2006).
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A Merkel-sejtes karcinoma kezelése

Primer tumor

A nemzetkozi és a hazai gyakorlatban sincs standardizalt, egységes kezelési
protokoll az MCC kezelésére. E daganat novekvd eléfordulasdnak kovetkeztében
azonban esszencialis kérdés a kezelés modernizalasa. Jelenleg az MC polyomavirus
jelenléte vagy hidnya még nem befolydsolja az MCC kezelését. Amennyiben felmertil a
Merkel-sejtes karcindma gyantja, nem javasolt biopszia elvégzése, hanem a teljes
sebészi kimetszést javasolt elvégezni (Haymerle et al., 2015). Korai stadiumu MCC-k
esetén tumormentes sz¢€lt biztositd sebészi eljarassal jo gyogyulasi eredmények érhetdek
el (Duprat et al., 2011).

A jelenleg ajanlott eljaras primer tumor esetén, amennyiben a tdvoli metasztazis
gyandja nem meriil fel, a teljes sebészi kimetszés, stadium I esetén 1 cm-es, stadium II
esetén 2 cm-es sebészi sz€llel, mélyen az izombdnyé¢€ig (Schwartz et al., 2013; Lim et al.,
2012; Haymerle et al., 2015; Wright et al., 2018). Szdmos tanulmany aldtdmasztja a
posztoperativ adjuvans radioterdpia hatékonysagat, mely szignifikansan csokkenti a
recidiva el6fordulasat, valamint a hossza tava tulélési esélyeket jelentésen noveli
(Boyer et al., 2002; Lewis et al., 2006; Mojica et al., 2007; Jouary et al., 2012; Sexton et
al., 2014; Chen et al., 2015; Harrington et al., 2016; Bhatia et al., 2016). Inoperabilis
primer 1€zi6 esetén megkisérelhetd a radioterdpia 6nmagaban. Az ajanlott dozis 45-70

Gy (Rao et al., 2010).

Orszemnyirokcsomo és regionalis nyirokcsomok

A limfogén metasztazis eléfordulasasnak gyakorisaga, valamint a nyirokcsomo
érintettség fontos prognosztikai jelentdsége miatt javasolt az Orszemnyirokcsomo
eltdvolitdsa, amennyiben sem klinikailag, sem képalkoto eljarasokkal nem mertil fel
nyirokcsomoattét (Kachare et al., 2014; Sadegi et al., 2014; Shibayama et al., 2015;
Ricard et al., 2015; Gunaratne et al., 2016).

A fej-nyaki régioban eléfordulo igen magas limfogén metasztazis rata (6,8-25%),
valamint mas lokalizaciokkal osszevetve nehezebben fellelhetd €s az egyéni variaciok
sokrétiisége miatt nehezebben megitélhetd orszemnyirokcsomod(k) helyzete, illetve
szdma miatt megfontolandd a funkciondlis nyaki disszekcio (Tai, 2013; Fritsch et al.,

2014; Timmer et al., 2016).
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A nyirokcsomoéattét valdszinlisége a tumor méretével nd. Egy nagy atfogd
vizsgalat szerint, 8044 eset elemzése alapjan 0,5 cm-es tumordtmérd esetén 14%, 1,7-2
cm-es tumoratmérd esetén pedig 25% volt a nyirokcsomoéattét valosziniisége (Iyer et al.,
2014).

Annak eldontésére, hogy az drszemnyirokcsomdban igazolt mikrometasztazisok
jelenléte esetén elvégzett terapias limfadenektomia a varhatd talélést javitja-e,
prospektiv kontrollalt vizsgalatok soran kell feliilvizsgalni, ugyanis ez a mai napig még

nem viladgos (Gunarantne et al., 2015; Servy et al., 2016; Sridharan et al., 2016).

Lokalis recidivak, in tranzit metasztazisok és tavoli attétek

Lokalis recidivak, in tranzit metasztazisok vagy klinikailag nyilvanvald
nyirokcsomodattétek esetén a sebészi kimetszés €s/vagy a sugarterapia mérlegelendd a
mitéti megterhelés és a beteg altatlanos allapotat figyelembe véve, kurativ
szemléletmodot kovetve (Veness et al., 2014). Szoliter attétek esetén sebészi intervencio,

multiplex attétek esetén pedig szisztémads kezelés ajanlott.

Sugarkezelés

Az MCC sugarérzékeny tumor, ennek ismeretében stadiumtdl fliggetlentil
célszerli mindig fontoldra venni. A radioterapia végezhetd adjuvansan, a tumor sebészi
kimetszését kovetden, priméren kurativ céllal inoperabilitas esetén vagy palliativ céllal
elérehaladott tumoros megbetegedések esetén (Veness et al., 2014; Harrington et al.,

2016). Kiterjedt, de lokalizalt 1¢ézioknal a radioterapia Gnmagéban is j6 megoldas lehet.

Adjuvans sugarkezelés

Szamos tanulmédny alatdmasztja azt, hogy az adjuvansan alkalmazott
sugarterapids kezelés magas recidiva rizikoji betegeknél - ugymint nagyobb primer
tumor méret (> 2 cm), primer tumor elhelyezkedése a fej-nyaki régioban, agressziv
primer tumor - negativ eredményli Orszemnyirokcsomd esetén is indokolt és
szignifikansan csokkenti a regiondlis recidiva valoszinliségét €s feltehetden a teljes
talélést noveli (Lok et al., 2012; Jouary et al., 2012; Hoeller et al., 2015; Servy et al.,
2016; Strom et al., 2016). Klinikailag bizonyitott nyirokcsomoattét esetén, radikalis

limfadenektomiat kovetden egy nagy monocentrikus tanulmany, valamint egy kisebb
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retrospektiv tanulmany szerint is javitja a varhato talélést az adjuvéans radioterapia
(Fields et al., 2011; Strom et al., 2016).

Adjuvans célzattal adott sugarterapia esetén a teljes sebészi kimetszést kovetden
2 Gy egyszeri dozis hetente 6tszor, 50 Gy teljes dozis tekintendd sziikségesnek. Ez idaig
nincs alatdmasztva, hogy a teljes dozis ndvelése javitand a varhato tulélést (Ghadjar et
al., 2011; Jouary et al., 2012; Patel et al., 2016). A 45 Gy alatti teljes dézis viszont
ineffektivnek tinik (Hui et al., 2011). A tumoragyat egy biztonsagi széllel - ami
magaban foglalja az in tranzit metasztazis lehetséges teriiletét - javasolt a bor szintjében
besugarazni. A klinikailag tiinetmentes nyirokelfolyasi teriilet primér sugéarkezelésére is

szintén az emlitett séma ajanlott (Jouary et al., 2011).

Terapias célzatu sugarkezelés

Inoperabilis, klinikailag manifeszt metasztazisok kezelheték priméren
sugarterapiaval (Fang et al., 2010; Bishop et al., 2015). Tavoli attétek esetén lehetdség
van a sugarkezelésre multimodalis terdpids szemléletek figyelembevételével, sebészi
kimetszés és/vagy egy kemoterdpia és/vagy immunterapia mellett. A pontos eljaras
azonban minden esetben egyénileg mérlegelendd és altaldban palliativ célu (Henness et
al., 2008).

A klinikailag manifeszt Merkel-sejtes karcindbma kezelésére 52-66 Gy teljes
dozis, 2 Gy egyszeri dozis tlinik hatékonynak (Foote et al., 2010; Lok et al., 2012; Pape
et al., 2011; Finnigan et al., 2013; Harrington et al., 2014).

Kemoterapia

Altaldban az MCC kemoterapiara érzékeny, de hajlamos a rezisztencia gyors
kialakitasara. Az alkalmazott terapids séma a kissejtes bronchiélis karcinomahoz valo
hisztomorfologiai hasonlosagan alapszik. Ennek hatékonysaga azonban ez iddig nem
volt kontrollalt tanulmanyok altal vizsgalva. A terapias fegyvertar része az anthraciklin,
antimetabolitok, bleomycin, cyclophosphamid, etoposid, valamint platina alapt szerek,
mint példaul ciszplatin vagy carboplatin. Alkalmazhat6 monoterapiaként, vagy kettos,
ritkdn harmas kombinacio elemeként. Csak 23-61%-ban elérhetd el terapids valasz, és
csak rovid ideig (Iyer et al., 2016; Becker et al., 2017b; Nghiem et al., 2017). Ezen

szerek toxicitdsdbol adodo esetleges mdj- és vesekdrosodasok lehetésége miatt
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egyénileg sziikséges a terdpia lehetséges kockazatait mérlegelni. A kiujuld betegségek

kezelésének terén nem sziiletett még megegyezées.

Immunterapia

Az immuncheckpointgatlok (Immune Checkpoint Inhibitor) metasztatizalo
MCC-k esetében részben a virus pozitiv daganatokban a magas viralis antigén
expresszion, részben pedig a virus negativ daganatoknal foként az UV-kdrosodas okozta
magas mutacids ratan alapszik (Terheyden et al., 2017). Az els6é publikalt fazis II
tanulmanyban anti-PD1 antitesttel (pembrolizumab) 26 korabban nem kezelt attétes
MCC beteg kezelésérdl szamoltak be (Nghiem et al., 2016). A betegek koziil 25 volt
értékelhetd, melyek koziil 14 betegnél volt pozitiv valasz a kezelésre, ezek koziil pedig
négynél teljes remisszi6 volt észlelheté (CR+PR: 56% [95% CI: 35-76]).
Pembrolizumab olyan anti-PD1 antitest, mely antitumoralis ¢és immunmodulélo
hatdsokkal is bir, hiszen blokkolja a PD-L1 ¢és PD-L2 ligand ktddését a T-sejtek PD-1-
receptoran (programmed death receptor-1) (Kwok et al., 2016). Egy masik fazis I/I
vizsgélatban 25, részben mar kezelésen atesett betegeket vizsgaltak, akiket egy masik
anti-PD-1 antitesttel (nivolumab) kezeltek (Topalian et al., 2017). A 15 beteg koziil,
akik mas kezelésen nem estek at, 73%-ban reagaltak a terapiara. A betegek masik
csoportja, akik mar korabban mas kezeléseken is atestek csak 50%-ban adtak pozitiv
terapias valaszt a nivolumab kezelésre. A nivolumab egy olyan anti-PD-1 monoklonalis
antitest, mely kozvetleniil kotddik a T-sejtek PD-1 receptorahoz (Luke et al., 2015). Egy
tovabbi fazis Il vizsgalatban azon betegek valaszreakcidjat tanulmanyoztak anti-PD-L1-
antitest, avelumab kezelésre, akik mar legalabb egy citosztatikus kezelésen estek at
(Kaufman, 2016). 88 beteg koziil 4-nél volt komplett remisszié megfigyelhetd és 20
betegnél pedig részleges remisszid (objektiv valasz 31,8% [95 CI: 21,9-43,1])
(Kaufman et al., 2018). A valaszardny azon betegek esetében, akik csak egyfajta
citosztatikus kezelésben részesiiltek szignifikdnsan magasabb (40%-kal), mint azoknal a
betegeknél, akiknél kordbban kettd- vagy tobbféle kezelés tortént (22%). A tanulmanyt
ezt kovetden kiegészitették olyan betegek vizsgélataval, akik mar az elsé vonalban
megkapték az avelumabot. Harom hdonapos utankovetés alatt 62%-os volt a valaszarany
(95% CI: 42-79). A 18 esetbdl 16-ot, akik reagaltak a terapiara, a kovetkezd staging
vizsgalatig kovették (D'Angelo et al., 2017). Ezen adatok alapjan az avelumabot
jovéhagyta hivatalosan is az FDA és az EMA az eldrehaladott MCC kezelésére (Pfizer
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és Merck KGaA, https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-
first-treatment-rare-form-skin-cancer).

Jelenleg is zajlanak tovabbi vizsgalatok immuncheckpointgatlok adjuvans
(ipilimumab, nivolumab és avelumab), valamint neoadjuvéns (nivolumab) terapias
alkalmazasaiként. Az elsé beszamolok az ipilimumab (Becker et al., 2018a) terapias
hatdsat kritikusan, ugyanakkor a nivolumab (Topalian et al., 2020) alkalmazasat
kedvezéen itélték meg. Messzemend kovetkeztetések levondsdhoz azonban
nélkiilozhetetlenek a randomizalt vizsgalatok eredményeinek értékelése, amelyekre még

varnunk kell.
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CELKITUZESEK

Kutatasunk célja volt virdlis genomidlis szekvencidk keresése egy-egy borre
lokalizal6dé human ¢és éllati daganattipusban kiilonb6zé molekularis virologiai (PCR,
gélelektroforézis, szekvenalas, virdlis szekvencia azonositasa metagenomikai, in situ
hibridizacid) és patologiai (minta fixalasa, festése, metszetkészités, immunhisztokémia)
modszerek segitségével. A vizsgalataink két részre bonthatdak: az MC polyomavirus
vizsgalatara MCC daganatokbol emberben, illetve egy Uj endogén retrovirus

kimutatasara horcsog bordaganatbdl.

I. Az MC polyomavirus vizsgalata MCC daganatokban

Cél volt a 2008-ban felfedezett Merkel-sejtes polyomavirus (MC) keresése és
molekularis biologiai kimutatdsa dél-dunantuli betegek 2007 és 2012 kozott archivalt
szovettanilag Merkel-sejtes karcinomanak diagnosztizalt mintaibol.

Cél volt az MC polyomavirus jelenléte (vagy hidnya) és az esetek kliniko-
patologiai jellemz6i kozotti Osszefiiggések feltarasa, elemzése.

Cél volt a kimutatott MC polyomavirus virusgenom meghatirozasa ¢és
tanulmanyozasa.

Cél volt tovabbi, 1) polyomavirusok (HPyV6, HPyV7, TSV, HPyV9) keresése

ugyanezen betegek bdérszovetmintaiban.

II. Uj endogén retrovirus kimutatasa horcsog bérdaganatibél

crer

vizsgélata.

Cél volt a viralis metagenomikai eredmények és a potencialis viralis szekvenciak
elemzése.

Cél volt a mintabol azonositott retrovirus teljes genomjanak meghatarozasa
molekularis biologiai mddszerekkel, a virusgenom elemzése ¢és filogenetikai
Osszehasonlitdsa mar ismert rokon retrovirus referencia szekvencidkkal.

Cél volt a retrovirus genom (DNS és RNS) jelenlétének vizsgalata in situ
hibridizaciés modszer segitségével a daganatos szovetmintaban.

Cél volt az 0j retroviralis genomszekvencia keresése kvalitativ és kvantitativ

PCR-moddszerek segitségével tovabbi horcsog egyedek kiilonb6z6 mintaibol.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

I. MERKEL-SEJTES KARCINOMA ES MC POLYOMAVIRUS

Vizsgalati anyagok

Vizsgalataink soran a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE), Pathologiai Intézetében
2007-2012 kozott szovettani modszerekkel diagnosztizalt MCC-ben szenvedd betegek
archivalt szovetmintait vizsgaltuk, retrospektiven. A szdvettani diagndzis a hematoxilin-
antitestek (CK20, CD56, Synaptophysin, Chromogranin A és TTF1) felhasznalasaval.
A metszeteket szovettanilag Ujra elemeztilk. Nem csak a primer MCC-t, hanem ezek
bor- és nyirokcsomoattéteit, valamint ezek szomszédsadgaban eléforduld bazalioma és
laphamrak mintakat is tanulmanyoztunk. A mintak részben paraffinba dgyazott, részben

nativ mintak voltak.

Epidemiolégiai és klinikai adatok

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai kozpontjanak etikai engedélyével
(iktatoszam: KK/718-1/2020) a betegek epidemioldgiai és klinikai adatai, valamint a
patologiai leletek kigylijtése és ujraértékelése az eMedSolution (MedSol) medikai
rendszer segitségével tortént. Kiilon figyelmet forditottam az anamnézis elemzése soran
a koreldzmények, a tarsbetegségek, az esetleges immunszuppressziot okozd tényezok,
az MCC megjelenési helyének, a tiinetek jelentkezése €s a diagndzis kozott eltelt idonek

az Osszegyljtésére.

A paraffinba agyazott szovetmintak deparaffinalasa

Lehetdség szerint nekrozismentes, tiszta tumor szovetet tartalmazo paraffinos
blokkbol készitett 5-6 db 10-20 um vastag metszetet, melyeket xylene és etil-alkohol
segitségével deparaffinaltam (Bagasra et al., 2007). Az 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe
tett, paraffinba agyazott szovetminta metszetekhez egyenként 500ul 100%-o0s xylene-t
(Ksylen P.P.H. Polskie Odoczy NNKI Chemiczne Gliwice, Krakko, Lengyelorszag)

adtam laminaris fiilke (Bioair Instruments Aura 2000 MAC, Siziano, Olaszorszag) alatt.
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A csoveket 1 percig vortexeltem (Combispin FVL-2400 N, Biosan, Riga, Lettorszag),
majd 15 percig 65°C-on inkubaltam (Alpha Laboratories DB1010, Eastleigh, UK). Ezt
kovetéen 8000 rpm-el 2 percig centrifugaltam (MPW-65R, Med. instruments, Warso,
Lengyelorszag). A xylene-t pipettdval Ovatosan eltavolitottam, majd Ujra
megismételtem az el6zo eljaras menetét, de ekkor mar 10000 rpm-en centrifugaltam 2
percig.

Ezt kovetden a mintakat leszallo alkoholsorban rehidraltam. Eldszor 1 ml 96%-
os etil-alkoholt (Ethanol absolute, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) adtam a
mintdkhoz, melyet 10 masodpercig vortexeltem ¢és 10 percig inkubdltam
szobahdmérsékleten. Majd az Eppendorf csoveket 8000 rpm-en 2 percig 20°C-on
centrifugaltam ¢és a feliiluszot, az alkoholt pipettaval eltavolitottam. Masodszor is 1 ml
96%-o0s etil-alkoholt adtam a mintdkhoz, de ekkor a 10 méasodperces vortexelést
kovetden 30 percig inkubéaltam szobahdémérsékleten és 10000 rpm-en 3 percig
centrifugaltam. Harmadszorra mar 90% etil-alkoholt haszndltam a folyamat
elvégzéséhez és az inkubécids 1d6 20 perc volt. Negyedszerre 70%-o0s, 6tddszorre 50%-
os etil-alkoholt hasznaltam, a t6bbi miivelet a harmadik 1épéssel megegyez6 volt. A
rehidralast kovetden 40°C-on szaritottam meg a mintakat (Alpha Laboratories DB1010
Eastleigh, UK), majd mintanként 500ul foszfattal pufferalt sdoldatotot adtam, mellyel
10 masodpercig vortexeltem.

Az eljards minden féazisaban nukledzmentes eszkozoket, pipettahegyeket,

centrifugacsoveket és vegyszereket hasznaltam.

DNS-izolalas

A nativ, illetve a deparaffindlt mintdkat homogenizaltam, majd a DNS-izolalasa
a BK polyomavirus real-time PCR-kithez (BKV Real-time PCR-kit, Shanghai Biotech,
Shanghai, Kina) mellékelt extrakcios pufferrel tortént a gyartd ajanlasa szerint a
kovetkez6 modon: 50ul mintat pipettdztam steril 0,5 ml-es Eppendorf csdbe, melyhez
50ul DNS extrakcios puffert adtam. Tiz masodperc vortexelés (Labinco L46, Breda,
Hollandia) utan 10 percig 10000 rpm-en centrifugéltam (MPW-65R Med. Instruments,
Warszawa, Lengyelorszag), majd szintén 10 percig 99°C-on inkubdltam a mintdkat
PCR-késziilékben (Eppendorf Mastercycler Gradient, Eppendorf AG., Hamburg,
Németorszag). Végiil 10 percig 13000 rpm-en ismételten centrifugaltam (MPW-65R
Med. Instruments, Warso, Lengyelorszag) a mintakat. A feliilusz6 tartalmazta a DNS-t,

melyet a PCR-reakciokban templatként hasznaltam.
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Diagnosztikus MC polyomavirus PCR-primerek

crcr

tervezett primer-parral (4. tdblazat) tortént (Feng et al., 2008). A termék mérete 308 bp.

Primer név Primer szekvencia
LT3-F 5'-TTG TCT CGC CAG CAT TGT AG-3°
LT3-R 5’- ATA TAG GGG CCT CGT CAA CC-3°

4. tablazat. Az MC polyomavirus kimutatasara alkalmazott primerek.

Az MC polyomavirus mellett tovabbi négy polyomavirus (HPyV6, HPyV7, TSV,
HPyV9) jelenlétét is kerestem PCR-modszerrel a virus kapszidra (VP1) tervezett alabbi
primerpar-kombinaciokkal (5. tdblazat) (Schowalter et al., 2010; van der Meijden et al.,
2010; Scuda et al., 2011).

Primer név Primer szekvencia

Hpolyoma 6,7 VP1 F 5'-TTA ATT TGC CTG AAA TTC CTG -3’
Hpolyoma 6,7 VP1 R 5’- TGT CTA AAC ATC ATATCC AC -3’
Hpolyoma TSV,9 VPI F 5'-TTA ATT TGC CTG AAA TTC CTG -3’
Hpolyoma TSV,9 VP1 R 5’- TGT CTA AAC ATC ATATCC AC -3’

5. tablazat. A human polyomavirus 6, 7 (Schowalter et al., 2010), TSV és human

polyomavirus 9 (van der Meijden et al., 2010) keresésére alkalmazott primerek.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A reakcioelegyeket minden esetben PCR-fiilke alatt allitottam Ossze, ligyelve a
kontaminacio elkeriilésére. A 0,5 ml-es Eppendorf csévek a 6. tablazatban felsorolt
Osszetevoket tartalmaztak mintanként (6. tablazat). Negativ és pozitiv kontrollt minden
reakcional alkalmaztam.

A PCR-kever¢k 0sszeallitasa utan az elegyet vortexeltem (Combispin FVL-2400
N, Biosan, Riga, Lettorszag), 2,511 DNS mintat mértem hozza csévenként, majd 10
masodpercig 10000 rpm-en centrifugéltam (Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf
AG., Hamburg, Németorszag). A polimerdz lancreakciokat PCR-késziilékkel

(Eppendorf Mastercycler Gradient, Eppendorf AG., Hamburg, Németorszag) végeztem,
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a kovetkezo bedllitdsok mellett: 4 perc kezdeti denaturacié 94°C-on, majd 40 cikluson
keresztiil 30 masodperc denaturacié 94°C-on, 30 masodperc ,,annealing” 57°C-on, 60

masodperc elongéacid 72°C-on, majd az utolso ciklus utan tovabbi 5 perc 72°C-on.

Anyagok Kiindulasi Gyarto Kimért
koncentracio térfogat
RNazmentes viz - Promega, Madison, USA 37,5 ul
10xPCR-puffer 10 mM Trizma-HCl  Sigma, Saint Louis, USA Sul
50 mM KCI
1,5 mM MgClz
0,001% gelatin
MgCl2 25 mM Zenon Bio Kft., Szeged, 1l
Magyarorszag
dNTP 10 mM Promega, Madison, USA 1l
Primer (reverz) 100uM Integrated DNA 1 ul
Primer (forward) 100uM Technologies, Leuven, 1l
Belgium
Dupla-Taq 5U/ul Zenon Bio Kft., Szeged, 1 ul
(DNS) polimeraz Magyarorszag
DNS minta 2,5 ul
Osszesen 50 pul

6. tablazat. A PCR-keverék osszetétele mintanként.

Primerek a teljes MC polyomavirus genom meghatarozasahoz

Egy nyirokcsomdattét nativ mintajabol az MC polyomavirus teljes genomjanak
»primer-walking” maddszerrel torténé meghatarozasa érdekében dsszesen 13 primerpart
terveztiink. A forwald primert mindig a mar meghatarozott sajit MC polyomavirus
szekvencigjara, a reverz primert pedig a GenBankban taldlhato6 MC polyomavirusok
(GenBank azonositd szamok: EU375803, NC 010277, JN383841, JF813002)

konzervativ szakaszaira terveztiik.
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Primer név

Primer szekvencia

MCpoly-1244-F

5-TGG CAC CTG GGA GGA TCT CTT

MCpoly-1507-F

5-CAA GTT TTA CAA GCA CTC CAC

MCpoly-1885-F

5-TGC AAG AGA ATA AGC CAC TGC

MCpoly-1969-R

5-CGT CTA GCT CAT ATT CAC AAC

MCpoly-2304-F

5-TGG TACTGC TGC TTA TTT GAA

MCpoly-2452-R

5-AAA TCT ATT AAG GCT GCA GCA

MCpoly-2622-F

5-GAT CAT CTA GAT GGT GCT GTA

MCpoly-3196-R

5-CAA GGC GCC ACT GAA AGG ACC

MCpoly-4338-F

5-TGA GGC AAC ATT AGG GCA

MCpoly-4787-F

5-ACA AGT GAC ACT TGC TCG CGT

MCpoly-4899-R

5-GCT TCT TTG GTT AAC CAA GGT

MCpoly-LT3-1-F

5-ATG GAT TTA GTC CTA AAT AG

MCpoly-LT3-1-R

5-ACT GAG ATG ACG AGG CCT

MCpoly-LT3-R2

5-GTG ATG CTT TAA GCA GCT TCT

MCpolyoma-LT3-F

5-TTG TCT CGC CAG CAT TGT AG

MCpolyoma-LT3-R

5-ATA TAG GGG CCT CGT CAA CC

MCpolyoma-VP1-F

5-TGG ATC TAG GCC CTG ATT TTT

MCpolyoma-VP1-R

5-TTT GCC AGC TTA CAG TGT GG

MCpoly-VPI1-1-F

5-GCA ACA GAG GGC TTT GGG TA

MCpoly-VP1-1-F2

5-TCT AAG AGA TTC CCT GGA TCA

MCpoly-VP1-1-R

5-CTC TAG GCT GCA GAT ACA ATC

MCpoly-VPI1-1-R2

5-ATT CTC CAA ACT GTT AGT GGT

MCpoly-VP1-1-R3

5-CTG GAG AGG CGG AGT TTG ACT

MCpoly-VP1-F2

5-TGG AAC TGA GGC AAC ATT AG

MCpoly-VPI1-F3

5-TTC ACC AAT ATT GGC CAG CA

MCpoly-VP1-R2

5-AAA GTG TCA GGC CAA CCT

7. tablazat. Az MC polyomavirus teljes genomjanak ,,primer-walking” médszerrel
tortén6 meghatarozasara alkalmazott primerek.
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Agaroz gélelektroforézis

A PCR-termékeket agardz gélben valasztottam el. A gélelektroforézis soran
hasznalt puffer 35 ml 5xTBE puftert (Tris-Borat EDTA puffer pH=8,) és 315 ml tri-
desztillalt vizet (Lab-Ex Laborkereskedelmi Kft. Budapest, Magyarorszag) tartalmazott.
Egy 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba az elkésztett puffer 60 ml-ét atontdttem és ebben
825 mg agarozt (NuSieve 3:1 Agarose, Cambrex, Cambrex Bio Science, Rockland,
USA) oldottam fel mikrohullamu siitében (MIK 4750, Elin) 2 perc alatt, maximalis
fokozaton. Ezt kovetdéen a folyékony gélt kb. 50°C-ra lehttottem és 1pl EtBr-ot
kevertem el benne (Ethidium Bromide Solution 10 mg/ml, Promega, Madison, USA).
Formaba ontve a gélt szobahdémérsékleten 50 percig, majd 4°C-on 10 percig
dermesztettem. Az elektroforézis soran (Minicell EC 370M, E-C Apparatus Corporation,
St. Petersburg, Florida, USA) mintanként 15ul PCR-terméket és Sul futtato oldatot (Gel
Loading Solution, 6xBlue/Orange Loading Dye, Promega, Madison, USA) hasznaltam.
Minden futtatasnal DNS-markert (100 bp, DNA Ladder, Promega, Madison, USA) is
alkalmaztam. A futtatds 120V fesziiltségen (Power Pack P25T, Biometra, Gottingen,
Németorszag) 40 percig zajlott. UV-atvilagitast kovetden (Variable Intensity
Transilluminator, Model TVR-312A, Spectroline, Westbury, New York, USA) a kapott
eredményt digitalis kameraval (Canon Power Shot G6 7.1 MegaPixel, Canon, Japan)

rogzitettem.

PCR-termeék tisztitasa

A PCR-termék tisztitisa az alabbiak szerint tortént: 20ul 4M ammonium-
acetathoz (Reanal, Budapest, Magyarorszag) 20ul PCR-terméket €s 120ul 96%-os etil-
alkoholt (Ethanol absulute, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszdg) adtam. Ezt
kovetden vortexeltem (Labinco L46, Breda, Hollandia) és 13000 rpm-mel 15 percig
centrifugaltam (MPW-65R Med. Instruments, Warso, Lengyelorszag), majd a feliiluszot
dekantaltam. A mosast 200l 96%-os etil-alkohollal folytattam, majd ismét vortexeltem
¢s 13000 rpm-en 10 percig centrifugaltam. A centrifugalast kovetden a feliiluszot
kvantitativan eltavolitottam, a pelletet 10 percig szobahOmérsékleten szaritottam. A
szaradast kovetden a pelletet 35ul, RNazmentes vizben (Promega, Madison, USA)

oldottam fel.
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Szekvenalas

A teljes genom meghatarozashoz a tisztitott PCR-termékeket direkt médon — a
polimerdz lancreakcioknal hasznalt primerekkel - szekvenaltuk mindkét oldalrol. A

reakci6 elegyet (8. tdblazat) minden esetben PCR-fiilke alatt készitettem 6ssze 0,5 ml-es

Eppendorf csovekben.

Anyagok Kiindulasi Gyarto Kimért
Koncentracio térfogat

RNazmentes viz - Promega, Madison, USA 2,3 ul

Primer reverz 100uM Integrated DNA Technologies, 0,7 ul

. Leuven, Belgium -

Primer forward 100uM 0,7 ul

Big Dye Terminator - Applied Biosystems, Warrington, 2 ul

Cycle Sequencing Egyesilt Kiralysag

Ready Reaction Kit

(version 1.1)

PCR-termék - - Sul

Osszesen 10,7 ul

8. tablazat. A szekvenalasi reakcio osszetétele mintanként.

A szekvenalasi reakci6 PCR-késziilékben (Eppendorf Mastercycler Gradient,
Hamburg, Németorszag) tortént: 1 perc kezdeti denaturacié 96°C-on, majd 25 cikluson
keresztiil 15 masodperc denaturacié 96°C-on, 5 masodperc ,,annealing” 57°C-on, 4 perc
elongacié 60°C-on, végiil az utolso ciklus utan tovabbi 5 perc 72°C-on.

A szekvenalasi reakcio tisztitdsa egy uj 0,5ml-es Eppendorf cs6ben tortént,
melybe 5pul 136g/mol natrium-acetatot és 100ul 96%-os etil-alkoholt (Ethanol absolute,
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) mértem (1. oldat). A szekvenalasi reakcio
termékéhez 40 pl H2O-t adtam (2. oldat). Ezt kovetden a 2. oldatot az 1. oldathoz
mértem, majd vortexeltem (Labinco L46, Breda, Hollandia) és 30 percig 13000 rpm-en
centrifugaltam (MPW-65R Med. Instruments, Warso, Lengyelorszag). A feliiluszot
dekantaltam, majd 300ul 70%-os etil-alkohollal mostam, melyet 10 madasodperc
vortexelés ¢és centrifugalas (13000 rpm, 15 perc, 15°C) kovetett. A feliiluszot

kvantitativan eltavolitottam, majd a pelletet 50°C-on 3 percig szaritottam (Alpha
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Laboratories DB1010, Eastleigh, UK). A szaritds utan 20ul Hi-Di (highly deionized)
formamide-ban (Applied Biosistems, Warrington, UK) oldottam fel. Ezt kdvette a
hevités 95°C-on 2 percig (Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburg, Németorszag),
majd a mintat 20 percig jégbe tettem. A mintdk szekvenaldsa a laboratoriumunk
automata kapillaris szekvenatoraval (ABI PRISM 310 Genetic Analyser, Applied
Biosystems, Stafford, USA) tortént a gyartd eldirdsai szerint.

Szekvencia- és filogenetikai elemzés

A nyers szekvencia adatok javitasa utan a kromatogramot Chromas Lite v. 2.33
szoftverrel jelenitettem meg, majd a szekvencidkat GeneDoc programmal (version 2.6,
DNASTAR) illesztettem és elemeztem a prototipus MC polyomavirus szekvenciajaval
(GenBank: EU375803) 0Osszehasonlitva. MEGA program (Molecular Evolutionary
Genetic Analysis, MEGA version 5.2) segitségével filogenetikai agrajzot késztettem
neighbour-joining modszerrel (bootstrap N=1000), Jukes-Cantor korrekcios rata
figyelembevételével, az MC polyomavirusok ¢és az eddig ismert prototipus

polyomavirusok teljes szekvencidinak felhasznalasaval.

II. HORCSOG BORTUMOR ES VIZSGALATA

Vizsgalati anyagok

Fekete sziriai him horcsdg (Mesocricetus auratus) ismeretlen eredetii tumoros
bdrelvaltozdsabol szdrmazoé mintat, valamint ugyanezen allat nem tumoros nativ
szovetmintait (bor, farok, méj és tiidd) vizsgaltunk molekularis, korszovettani, valamint
immunpatoldgiai modszerekkel. Az allatot 2013 januarjadban néhdny napos koraban
vasaroltak egy szlovakiai kisallat-kereskedésben, majd ezt kdvetden haziallatként
tartottak Pécsett.

A kontroll vizsgalatokhoz mintdkat gytjt6ttiink noninvaziv modon tovabbi
fekete sziriai horcsog egyedektdl. Ennek érdekében 2018 majusdban és juniusaban
harom kiilonb6z6 tulajdonostol (orvostanhallgatok) tovabbi harom, a mintavétel
idépontjaban klinikailag egészséges, haziallatként tartott, 12-21 honapos fekete sziriai

horesogbol (n = 2 néstény és n = 1 him) friss bélsarmintakat gytijtottiink Pécsett.
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Szekvencia-fiiggetlen, random nukleinsav amplifikacio és viralis metagenomika

Az index horcsdg arcanak teriiletérdl vett, nativ bortumor szévetmintat viralis
metagenomikai moddszerekkel vizsgaltuk (Victoria, 2009). Roviden, a szovetmintat
foszfattal pufferalt sooldatban (PBS) homogenizaltuk, 0,45 pm-es porusnagysagu steril
szirén (Ultrafree-MC HV 0.45 um, Millipore) atsziirtiik, majd centrifugaltuk (6000X g,
5 min) (Phan et al., 2013). A filtratumot nukledzok keverékével (TurboDNase, Appl.
Biosystems; BaselineZero DNase, Epicentre Biotechnologies; Benzonase nuclease,
Novagen; RNase A, Fermentas) kezeltik, hogy a kapsziddal védett viralis
nukleinsavakon kiviill a mintdban 1évé minden egyéb nukleinsavtdl lehetdleg
mintaban (Victoria et al., 2009). A virdlis nukleinsavat QIAamp Viral RNA Mini Kittel
(QIAgen, Hilden, Germany) izolaltuk a gyartd leirds szerint. A virdlis RNS és DNS

konyvtarakat szekvencia-fliggetlen random primerekkel (képlete: 5°vég - 20 ismert
nukleotid+Ng-3’vég, ahol az N random nukleotid) parhuzamosan RT-PCR ¢és PCR-

amplifikaciokkal készitettiik (Victoria et al., 2009). A cDNS konyvtarat az extrahalt
RNS-bdl a ScriptSeqTM v2 RNA-Seq Library Preparation Kit (Epicenter) segitségével
készitettiik. A ¢cDNS konyvtarbol szdrmaz¢ véletlenszerti PCR/RT-PCR-amplikonokat
¢s az extrahalt DNS-t, 0j generacios MiSeq Illumina platformon szekvenaltuk a gyartd
utasitasai szerint és a korabban leirtak szerint (Phan et al., 2013). A metagenomikai
leolvasasokat rendeztiik, de novo Osszeillesztettik (Deng et al., 2015), majd nagy
ateresztd képességii bioinformatikai mddszerekkel (Phan et al., 2013) a read és contig
szekvenciakat 6sszehasonlitottuk a GenBank (Benson et al., 2013) fehérje-adatbazisaval,
BLASTx (2.2.7 verzid) segitségével (Altschul et al., 1997), a cut-off 0,01 E-érték
alkalmazasaval. Az 0j generdcios szekvenalas és a bioinformatikai adatfeldolgozas a
Blood Systems Reseach Institute (ma Vitalant Research Institute, San Francisco, USA)

kozremiikddésével késziilt Eric Delwart Ph.D. laboratorium-vezet6 iranyitasaval.

Teljes viralis genom meghatarozas

A friss daganatmintat, valamint a farokbol, a bérbdl, a majbol és a tiidobol
szarmazo6 daganatmentes szdveti mintdkat Potter-Elvehjem 6rlével (Sigma-Aldrich Co.,
Miinchen, Németorszag) kiilon-kiilon homogenizaltuk a keresztkontaminacio elkeriilése

érdekében.
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Az RNS-t és a DNS-t kiilon extrahdltuk a mintdkbol. Az RNS-t TRI reagens
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) alkalmazaséaval izolaltuk 50-50 mg
frissen homogenizalt szovetmintdkbol, valamint 150-150 pl mennyiségi 40
tomeg/térfogat% széklet-szuszpenziokbol (0,1 M foszfattal pufferdlt séoldatban). A
DNS-izolalasat innuPREP DNA Mini Kit segitségével (Analytik Jéna, Németorszag)
végeztiik a gyarto utasitdsai szerint.

A genomidlis DNS eltavolitdsdhoz az extrahdlt RNS mintdkat DNaz I-gyel
(Thermo Scientific USA Waltham, MA) emésztettiik, Mg*" jelenlétében egy oran at
37 °C-on. A DN4az kezelés hatékonysagat reverz transzkriptdz enzimmentes RT-PCR-el
ellendriztiik. Az RT-nested PCR-hez az 5 'LTR és P10 genomiélis régidkhoz specifikus,

kiilsO €s belsO primer parokat hasznaltuk (9. tablazat).
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A fekete sziriai horcs6gbdl azonositott retrovirdlis szekvencia teljes genomjat
(BSHRV/2013/HUN, GenBank azonosité: MK304634) ,,primer-walking” technikéval
hatdroztuk meg a tumorszovetbdl kinyert DNS-b6l PCR-modszerrel. A szekvencia-
specifikus oligonukleotid primereket a virdlis metagenomika segitségével meghatarozott
retroviralis read-ek ¢és contig-ok felhasznalasaval terveztik. A genom két végét,
valamint a provirus szomszédos kromoszomalis régioit Thermal Asymmetric Interlaced
PCR-(TAIL-PCR) modszerrel vizsgaltuk (Liu és Whittier, 1995). A TAIL-PCR-
modszerrel és a virdlis metagenomika segitségével meghatarozott szekvenciat
konvenciondlis PCR-el és ,,long range” polimerdz lancreakcioval (Boros et al., 2012)
ellendriztik. A PCR-termékeket mindkét irdnyban megszekvenaltuk BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (version 1.1, Applied Biosystems,
Warrington, Egyesiilt Kiradlysag) segitségével, majd automata kapillaris szekvenatoron

(ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Stafford, USA) futtattuk.

Szekvencia- és filogenetikai elemzés

Az azonositott retorvirdlis szekvencidt és a GenBankban taldlhatd mas
retrovirusok szekvencidival ClustalX (version 2.1) (Thomson et al., 1997) program
segitségével illesztettiik és GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc, Multiple
Sequence Alignment Editor and Shading Utility v.2.7.000, 2006) (Nicholas et al., 1997)
programmal értékeltiikk. A filogenetikai vizsgdlatok a pol és az env génrégiok altal
koédolt fehérjék aminosav szekvencidi alapjan késziiltek MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, version 6) programmal (Tamura et al., 2013). A
filogenetikai 4grajz megrajzolasahoz neighbor-joining modelleket alkalmaztunk 1000-

szeres ismétlés (bootstrap) mellett.

Szovettan

A korszovettani vizsgalatra szant mintadkat 10%-os formalinnal fixaltuk, majd

paraffinba agyaztuk. Ezt kovetden mikrotommal 5 um vastag szeleteket készitettiink,

melyeket hematoxilinnel és eozinnal megfestettiink.
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In situ hibridizacio

Minta elokeszitése

Két, egyenként 191/193nt hosszl, egyszall, szensz és antiszensz Digoxigenin-

11-UTP-vel (DIG, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) jelolt RNS probak (9.

crcr

crer

oligonukleotid primereket terveztiink (13. dbra, 9. tablazat). PCR-reakcionként az egyik
primer 5’ vége egy T7 RNS polimeraz promoterszekvenciat (taatacgactcactataGgg, ahol
a nagybetiivel szedett guanozin [G] bazisrol kezdddik az RNS atiras) tartalmazott (9.
tablazat). Az igy kapott PCR-termékeket horizontalis gélelektroforézis utan az agardz
g¢élbol kivagtuk, majd szilika-oszlopos moddszerrel (QIAquick Gel Extraction Kit,
Qiagen, Németorszag) a gyartoi protokollnak megfelelden tisztitottuk. A tisztitott PCR-
termékek mennyiségét NanoDrop (ThermoScientific, Waltham, MA, USA)
mikrospektrofotométerrel ellendriztiik. A tisztitott, T7-prométert tartalmazé PCR-
termékekrdl TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (ThermoScientific
Waltham, MA, USA) segitségével in vitro Dioxigenin-tartalmu (DIG-11-UTP, Roche)
RNS-t szintetizaltunk a gyartdi protokollnak megfelelden. Az eldallitott DIG-jelolt RNS
probakat RNeasy Mini Kit (Qiagen, Németorszag) alkalmazasaval tisztitottuk. Az RNS
extraktumok integritasanak, hosszanak ¢s hozamdnak értékeléséhez a tisztitott mintdkat
1%-osagardz gélben futtattuk etidium-bromiddal és a RiboRuler™ RNS hosszmarkerrel
(ThermoScientific Waltham, MA, USA). Az eldallitott DIG-jelolt specifikus szensz és
antiszensz RNS-probdkat retrovirdlis DNS ¢és/vagy RNS kimutatdsara hasznéltuk a
formalinnal fixalt paraffinba agyazott szOvetmintdkon in situ hibridizacidos moddszer

alkalmazasaval.

Az FFPE szakaszok kromogén in situ hibridizacioja

A 10 um  vastagsagl, formalinnal fixalt paraffinba  agyazott
tumorpreparatumokat deparaffinalltuk ¢és rehidraltuk xilol és csokkend etanol-
koncentraciok felhaszndlasaval (100-50%). Az 50%-os alkoholos mosast kovetden a
preparatumokat 1xNaCl-tartalmu foszfat pufferrel (pH 7,4, 1xPBS) mostuk. A rehidralt
metszeteket Proteinase K-val (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) emésztettiik
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37°C-on 10 percig, majd 1xPBS végzett alapos mosas utdn a mintakat frissen készitett
4%-os paraformaldehiddel 5 percig szobahdmérsékleten (RT) utofixaltuk.

1xPBS-ben torténé mosas utan a lemezeket acetilaltuk 0,25% ecetsavanhidridet
tartalmazé 0,1 M trietanol-amin-pufferrel (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) (pH
8,0). Az el6hibridizéaciot 42°C-on, 2 o6ran at végeztiik egy el6hibridizécios pufferben,
amely 50% deionizéltformamidot, 4x natrium-citrat-s6oldatot (SSC), 2,5x Denhardt-
oldatot és 0,25% ¢éleszté RNS-t tartalmazott. Az eldhibridizacié utan a lemezeket 80°C-
on inkubéltuk 5 percig (DNS denaturalas), majd 42°C-on egy éjszakén at a hibridizacios
pufferben, amely 50% deionizaltformamidot, 4x SSC, 2,5x Denhardt's oldatot, 0,5%
élesztd RNS-t, 10% Dextran szulfatot és 1,4 ug/ml szensz vagy antiszensz DIG-gel
jelolt probékat tartalmazott. A lemezeket 2xSSC-vel mostuk 42°C-on 2x15 percig, majd
ezt kovetden 1xSSC-vel 42°C-on 2x30 percig mostuk razoégépben. Ezutan a metszeteket
0,1v/v% Triton X-100-at tartalmazé 1xPBS-ben (1xPBS-T) mostuk, és 10% FBS-t
tartalmazé 1xPBS-T-ben inkubaltuk (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) egy 6ran at
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a metszeteket egy €jszakan 4t 4°C-on inkubaltuk 1%
FBS-t és 1:1000-ban higitott alkalikus foszfataz konjugalt anti-DIG Fab (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MI, USA) antitestet tartalmazo 1xPBS-T-ben. Miutan négyszer mostuk
1xPBS-T-vel 15 percig, ¢s 100 mMTris-sel (pH 9,5), 100 mM NaCl-oldattal 3x5 percig,
a metszeteket nitro-kék tetrazolium klorid/5-brom-4-klor-indolifoszfat p-toluidin soval
(NBT/BCIP) hivtuk elé, 100 mM-os Tris (pH 9,5), 100 mM natrium-klorid és 1 mM
levamisol eleggyel higitva harom 6rdn keresztiil. A kromogén reakcidt 1xPBS és dH20-
ban végzett alapos mosassal allitottuk le. Végiil a metszeteket 87%-os glicerinnel fedtiik

be.

Az integralt BSHRYV bétaretrovirus genom kopiaszamanak meghatarozasa qPCR-

modszerrel

Az integralt virus kopiaszam abszolut szamszeriisitéséhez daganat, farok, méj €s
tiid6é szovetmintakat hasznaltunk (10 ng DNS/minta), a SYBR Green alapu qPCR-
modszert alkalmazva, a gyartd utasitdsai szerint (Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). A qPCR-reakcidelegy 12,5 pl 2 x
Maxima SYBR Green/ROX qPCR mastermixet ¢s 0,3-0,3 ul 20 uM HamREV-2310-F
¢s HamREV-2413-R oligonukleotid primereket (gag gén, 9. tablazat), valamint 10-10
ng izolalt templat DNS-t tartalmazott 25 pl végtérfogatban. A qPCR termikus program
egy eldinkubacios 1épéssel kezdddott (95°C, 10 perc), majd 39 ciklusbol allo
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lancreakciodt végeztiink 95°C-os 15 masodperces, 57°C-os 15 masodperces, és 72°C-os
33 masodperces 1épésekkel. Ezt kovette a disszociacios assay és a futtatas ABI 7500
gPCR thermal cycleren. A standard gorbe eldallitasdhoz 10-szeres higitast tisztitott
sorozatot (2,26x10° — 2,26x10%) (Genelet Gel Extraction Kit, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) és spektrofotometridsan (NanoDrop ND-1000) mennyiségileg
meghatarozott 428 bp hosszit PCR-t gag gén termékeket hasznaltuk. A standard
gorbéhez hasznalt PCR-termék tartalmazta a HamREV-2310-F és a HamREV-2413-R
qPCR-ek oligonukleotid-primereit. A standard gérbe meredeksége —3,398550 volt és a
szamitott PCR-hatékonysaga 99,92% volt.
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EREDMENYEK

I. MERKEL-SEJTES KARCINOMA ES MC POLYOMAVIRUS

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE), Pathologiai Intézetében 2007-2012 kozott
Osszesen 11 beteg esetében diagnosztizaltak Merkel-sejtes karcindbmat szovettani
(sejtmorfologia hematoxilin-eozin festés mellett, CK-20 pozitivitds ¢és TTF-1
negativitas) modszerekkel. A 11 betegnek 0sszesen 18 archivalt szovettani mintdja volt
elérhetd (3. abra). Harom beteget és a hozzdjuk tartozo paraffinba agyazott harom
szovettani mintat a rossz fixaltsdguk miatt kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl és

elemzésekbbl.

A vizsgalat menete

A 8 bevalogatott beteg klinikai adatait Osszegyljtottiik, majd a betegekhez
tartozo 15 szovetmintabdl - 10 paraffinba agyazott mintabdl deparaffinalast kdvetden,
az 5 nativ mintabdl kdzvetleniil - DNS-t izolaltuk. Az MC polyomavirus mellett tovabbi
négy uj (HPyV6, HPyV7, TSV, HPyV9) polyomavirus jelenlétét is kerestiik PCR-
modszerrel a 15 mintaban. Vizsgaltuk a PCR-modszerrel MCV pozitiv (MC+) és MCV
negativ (MC-) esetek kliniko-patologiai (életkor, szdvettani kép és limfovaszkularis
invazid, tarsbetegség) jellegzetességeit €s Osszefliggéseit. Egy esetben pedig az MC

polyomavirus teljes genomjat is meghataroztuk és elemeztiik.
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Beteg gydijtés
11 beteg, 18 minta

\

Vizsgalatainkbol kizarva
3 beteg, 3 minta

Klinikai adatok régitése (MedSol)
Szbvettani elemzés
8 beteg, 15 minta

«— ~

Nativ minta Paraffinos metszetblokkok

!

Deparaffinalas

/

DNS izolélas

8 beteg, 15 minta
MCV és tovabbi 4 Ujonnan felfedezett
polyomavirus keresése

!

Agardz elektroforézis

l

Teljes MCV genom meghatarozas

1 minta

Szekvencia elemzés

3. abra. A vizsgalat menete

A Merkel-sejtes karcinoma esetek epidemioldgiai, kliniko-patolégiai és virologiai

jellegzetességei

A 8 betegbdl 2 betegnek 3-3 mintdja, 3 betegnek 2-2 mintéja, mig 3 betegnek 1-
1 kiilonboz6 helyrdl vett szovettani mintdjat vizsgaltuk (10. tablazat). A 8 beteg koziil
harom (37,5%) beteg primer tumordb6l (2 minta), bdér (1 minta) ¢és
nyirokcsomoattéteibdl (2 minta) sikeriilt MC polyomavirust PCR-modszerrel kimutatni
(10. tablazat). Osszességében a 15 szdvetminta koziil 5-bdl (33%) lehetett MC
polyomavirus nukleinsavat azonositani. Egy beteg esetén a primer bdértumorban, a
nyirokcsomoéattétben ¢és a boOrmetasztazisban is jelen volt a virus. Az MC
polyomavirusra jellemzd PCR-termékek reprezentativ gélelektroforézis képét az 4. abra

szemlélteti (4. abra). A tovabbi négy, ujonnan felfedezett polyomavirus (HPyV®6,
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HPyV7, TSV, HPyV9) jelenlétét a 15 minta egyikébdl sem sikeriilt kimutatnunk PCR-

modszerrel.

MO MO MO+ MO+ MO- pezitiv negativ 100 bp
lcontroll kontroll ladder

«— 500bp

«— 308bp

4. abra. Merkel-sejtes polyomavirusra specifikus méretii PCR-termékek (308bp)
gélelektroforetikus képe. MC polyomavirus pozitiv: 3. é 4. mintak; MC
polyomavirus negativ: 1., 2. és 5. mintak. (jobb szélen: 100bp molekularis marker,
Promega)

A 10. tablazat 6sszefoglalja a vizsgélt 8 Merkel-sejtes karcindma diagnozissal
kezelt beteg epidemioldgiai, kliniko-patoldgiai €s virologiai jellegzetességeit. A 8 beteg
kozil 6 (75%) férfit és 2 (25%) nét talalunk, az MC polyomavirus PCR-pozitiv
betegeknél ez az arany 66% nd és 33% férfi. Evek szerint a szovettani diagnézis 1-1
esetben 2007-ben, 2008-ban és 2012-ben, 2 esetben 2010-ben és 3 esetben 2011-ben
tortént. A legfiatalabb beteg 55 éves, a legiddsebb 86 éves, a betegek atlag életkora 73,8
év volt (az MC polyomavirus PCR-pozitiv betegeknél az atlagéletkor 64,3 év volt). A
daganat lokalizacigjat tekintve nem talaltunk kiilonbséget az MC+ ¢és MC- eseteink
kozott. Egy, a legfiatalabb beteg kivételével (akinél a labszaran jelentkezett az MC+
primer daganat!), mindegyik esetben a tumor a fej-nyaki régioban (arc, homlok,
orrszarny, nyak) helyezkedett el. Mindegyik betegnél talaltunk az MCC-re hajlamosité
tényezoket, mint az immunszuppresszio (példaul: tartos oralis szteroid kezelés, kronikus

limfoid leukémia, krénikus obstruktiv tiidobetegség) €s/vagy az idds kor (10. tablazat).
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A szovettani mintdzatban morfologiai kiilonbségeket talaltunk a két csoport
kozott, melyek az 5. abran figyelhetoek meg (5. dbra). Mig az MC polyomavirus pozitiv
esetekben sokkal rendezettebb Osszbenyomdast mutatott a hematoxilin-eozin festésii
szovettani kép, kerek vagy ovalis alakl sejtekkel, vezikularis magokkal és egységes
citoplazmaval taldlkoztunk, addig az MC polyomavirus negativ esetekben sokkal
irregularisabb  0sszbenyomast mutatott a kép, valtozatos, polygonalis magva

daganatsejtekkel, eltérd citoplazmaval (6. dbra).

Al. valtozatos citoplazmaji és magvu,
nagy mitotikus és apoptotikus aktivitasu
MCC daganatsejt mezok

A2. laphamrak sejtcsoportok

A3. nekrotikus tertilet

B1. ovalis alaku, vezikuldris magva
MCC daganatsejt mezok

B2. kotészovetes sovény szélében
limfocitakkal

5. abra. Merkel-sejtes karcindma primer bortumorok jellegzetességei szovettani
metszetekben (hematoxilin-eozin; 14x nagyitas). (A) Merkel-sejtes polyomavirus
nukleinsav nem mutathaté ki; (B) Merkel-sejtes polyomavirus nukleinsav
kimutathat6 a mintaban PCR-moddszerrel. Az (A) abran laphamrak sejtcsoportok
is lathatoak (a szerzo sajat felvételei).

Ezenkiviil a primer daganat limfovaskuldris invéazidjanak jelenléte kozott is
kiilonbségeket talaltunk. Mig a virussal nem tarsuld esetekben mér a primer daganat
megjelenésekor megfigyelhetd volt a daganat széli részein a sejtek ér- ¢és
nyirokképletekbe vald betorése (6. abra), addig az MC pozitiv esetek egyikében sem
volt ez megfigyelhetd.
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Az esetek kortorténetének részletes bemutatasa

A legfiatalabb beteg (1. beteg) anamnézisében IV-es stddiumu COPD és
pszoriazis szerepelt (10. tablazat), utébbi miatt évekig PUVA kezelésben részesiilt.
Elsédleges daganat a labszaron jelentkezett, melyet 2011. junius 2-an sebészileg
részlegesen eltavolitottak a megjelenését kovetd 2 honap mulva. Az MCC szovettani
diagndzisat kovetden a beteget ujra operadltdk és széles sebészi kimetszést végeztek.
2011 novemberében a beteg combjan bdr, a ldgyékhajlatdban nyirokcsomoattét kertilt
felismerésre, melyeket széles sebészi kimetszésben eltavolitottak (7. é&bra), majd
CDDP+EPI séma szerinti kemoterapias kezelést kezdtek 2013. januar 14-én. A 4.
ciklust kovetd kontroll progressziodt igazolt. A kezelés 6. ciklusat kapta meg utoljara. A
beteg 2013. majus 17-én a Merkel-sejtes karcindma miatt elhunyt. Primer tumoranak

paraffinba agyazott mintdjabol, valamint bor €s nyirokcsom6 attéteinek nativ mintaibol

MC polyomavirust mutattunk ki PCR-moddszerrel.

7. abra. 1. beteg (A) bor- és (B) lagyéki nyirokcsomoattétei és utobbi sebészi
eltavolitasa. A képeken megfigyelhetok a tipusos erythrosquamosus pszoriazis
plakkok (alapbetegség) is. (Dr. Kadar Zsolt borgyogyasz szakorvos felvételei)
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A 2. nobeteg 68 ¢éves volt a Merkel-sejtes karcindma diagnozisdnak
idépontjaban, 2011-ben. 2004 oOta ismert pemphigus vulgaris betegsége, amely miatt
naponta 16 mg Methylprednisolont és 25 mg Azathioprint szedett. 2011. marcius 19-én
jelentkezett borgyodgydsznal bal orrszarnyan 1 hdnapja ndvekvd elvaltozas miatt,
amelyet klinikai megjelenése alapjan pyogén granuloménak feltételeztek. Eltavolitasara
2011. junius 6-ra kapott idépontot. A képlet gyors ndvekedése miatt ismét orvoshoz
fordult, igy miitétére elébb, 2011. majus 24-én kertilt sor, melynek paraffinba agyazott
mintdjabol MC polyomavirust mutattunk ki. A beteg az operacid6 Ota szoros
obszervacidban részesiil és mar tobb mint 11 éve tiinetmentes.

A 3. ndbeteg ismert i1szkémids szivbeteg, 1994-ben miokardidlis infarktusa volt,
2002-6ta ismert paroxizmalis pitvarfibrillacioja. 2004 decemberében harmas
koszoruérmiitéten, 2011 juniusadban pacemaker beiiltetésen esett at. 2010. december 6-
an egy vidéki korhazban az orrbemeneti nyildsarol egy 10 mm atmérdji, tomott
tapintati nodulus eltavolitasa tortént meg, mely a beteg elmondasa szerint ekkor mar 3
honapja novekedett. A szovettan Merkel-sejtes karcindmat igazolt. 201 1. marcius 30-an
nyaki UH és UH vezérelte finomtii aspiracids biopszia (FTAB) tortént, melynek soran
jobb oldalon submandibuldrisan nyirokcsomoattétre deriilt fény. Teljes nyaki
blokkdisszekciora 2011. majus 9-én keriilt sor. A betegtdl a mutét soran eltavolitott
nyirokcsomok koziil szovettanilag igazoltan metasztatikusnak és nem metasztatikusnak
diagnosztizalt nativ mintdkat vizsgaltunk. A primér daganat nem allt a rendelkezésiinkre,
csak az firasos szOvettani lelet. Csak a szovettanilag is A&ttétesnek bizonyult
nyirokcsomoébdl sikeriilt PCR segitségével MC polyomavirust kimutatni. A beteg az
operacid oOta szoros obszervacioban részesiil €és mar tobb mint 11 éve tlinetmentes.

Az 5. férfibeteg az MCC diagnozisanak idépontjaban, 2010. november 13-4n 77
éves volt. 2005 ota ismert kronikus limfoid leukémidja, 2007 ota pedig 2-es tipust
cukorbetegsége. A beteg homlokan, a fejteté irdnydba huzoéddan hirtelen novo
képletként jelent meg az MCC 2010 8szén, amely az eltdvolitaskor 3x3x2cm-es vérzo
felszinli €s ulceralt volt (8. dbra). Az MCC-td] balra kaudéalisan Sx5mm-es pigmentalt
retikularis tipusu seborrhoeds keratosist tavolitottak el az MCC-vel egy idében, 2010.
oktober 28-an. E paraffinba &agyazott Merkel-sejtes karcindma mintabol MC
polyomavirust nem tudtunk kimutatni PCR-mddszerrel. A beteg a miitétet kovetden 1

hoénap mulva elhunyt.

57



F + iy

8. abra. Merkel-sejtes karcinoma a megjelenését koveté 1 hénap mulva. A bal
oldali képen, a tumor jobb fels6 sarkaban seborrhoeas keratosis is megfigyelheto
(dr. Kadar Zsolt borgyogyasz szakorvos felvételei).

A 8. betegnél az MCC szomszédsagaban in situ lapham karcinoma, 4. 6. és 7.
betegek esetében bazalioma volt megfigyelhetd. Ezekben az esetekben egyik
alkalommal sem sikeriilt kimutatnunk MC polyomavirust PCR-moédszerrel sem az MCC,
sem a tarsuld daganatokbol, sem az attétes nyirokcsomokbol (1 nativ és 8 paraffinba

agyazott minta). A négy beteg koziil harom elhunyt (10. tablazat).
A Merkel-sejtes polyomavirus teljes genomjanak meghatarozasa

A 70 éves 3. nlbeteg nyirokcsomodattétének nativ szdvetmintdjabol
meghataroztuk az MC polyomavirus teljes, 5392 nukleotid hosszisagu genomjat
(GenBank: KC202810). A polyomavirus 10 nukleotidban (0,19%) tér el a prototipus
MC polyomavirustol (EU375803). Megtaldltuk a virdlis onkogenezisben kiemelt
stop kodont eredményezd, csonkold pontmutaciot (citozinbol—timin) a virusgenom

nagy T (LT)-fehérjét kodolo részében, az 1461. nukleotid pozicidban (9. dbra).
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9. abra. Az MC polyomavirus nagy T (LT)-fehérjét kodolo genomrészében stop
kodont (TGA) eredményezd, csonkolé pontmutacié [citozinbdl (C) — timin (T)]

szekvencia képe.

A prototipus humédn polyomavirusok teljes genomja alapjan készitett filogenetikai
elemzés a 10. abran lathat6. Az MC polyomavirus filogenetikailag elkiiloniil az eddig
ismert emberi polyomavirusoktdl és leginkabb az els6ként felfedezett, egér fiiltomirigy-
daganat kivaltasara képes polyomavirussal (MPyV) van rokonsagban. Az abra azt is jol
szemlélteti, hogy a kiilonbozd foldrajzi térségekbdl szarmazd MC polyomavirusok
genomjaiban egymashoz képest csak igen kevés nukleotid eltérés van.

89 JCV (NC_001699
100 —I:BKV (5\423_122) )
99 L SV40 (102400)
MWPyV (KC549592)

98 l— HPyV9 (HQ696595)
83 TSV (GU989205)
100 WUV (GU296394)
{ KIV (NC_009238)
HPyV6 (NC_014406)
4100: HPyV7 (NC_014407)

MPyV (NC_001515)

100

100 |MC NC (NC_010277) USA
100 7673/2011/F-IUN (KC202810) Hungary
73| Isolate 85 (JF813002) USA MC
polyomavirus
FraMerk24 (JN383841) Franciaorszag
TKS (FJ464337) Japan
P
0.2

10. abra. Egyes prototipus polyomavirusok és az MC polyomavirusok filogenetikai
elemzése a teljes genom nukleotid sorrendje alapjan (neighbor-joining maédszer,
Jukes-Cantor korrekcios rata, 1000X-es ismétlés, MEGA 5.2).
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II. HORCSOG BORTUMOR ES VIZSGALATA

Esettanulmany és kliniko-patologia

Egy hobbiallatként tartott horcsdg (Mesocricetus auratus) arca és a nyaka
terliletén tumoros bdrelvaltozasra lettek figyelmesek a gondozoi a vasarlast kovetd
harom hoénappal késébb. Az els6 elvaltozas megjelenését kovetden 3 hét leforgasa alatt
25 mm atmérdjlre nott és borattétnek imponald elvaltozas jelent meg az allat mellkasan
is (11. abra). A kisallat altalanos allapota gyorsan romlott. Komoly taplalkozési
nehézségeket jelentett szdmara az arcan elhelyezkedo, kifekélyesedett tumor. A horcsog

Osszesen 6 honapig ¢lt. Az dallat szenvedése és a kedvezdtlen prognodzis miatt

allatorvosnal eutanaziat végezték el.

-
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11. dbra. Fekete sziriai horcsog post mortem, arc és a nyak teriiletén megfigyelheto

tumoros borelvaltozasokkal.

A post mortem — patologus altal elvégzett - boncolas soran a fekete sziriai
horcsog testtomege 40 g volt. A tumor kemény, tomor tapintatt, koriilirt, fehér és bor
szinli volt. A vagott feliileten homogén, sziirkés szovetek altal koriilirt nagy koézponti

nekrozis volt lathato (12. abra). A mellkason, tobb, jol koriilirt, 0,7 cm atmérdja,
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kemény tapintata attétek voltak megfigyelhetdek, vagott feliileten fehér szinnel. A test

mas részein nem észleltiink szemmel 1athato attéteket.

12. abra: A mellkason a tumor vagott feliilletén homogén, sziirkés szovetek altal

koriilirt nagy kozponti nekrozis, valamint az arc teriiletén kifekélyesedett tumor

lathato.

Viralis szekvencia azonositasa metagenomikai modszerekkel

Az allat arcarol szarmazd primer daganatos szovetet viralis metagenomikai
modszerrel vizsgaltuk. In silico és de novo analizist kovetden kevés, dsszesen 5593
szekvencia leolvasast kaptunk, amelyek virusokkal mutattak hasonldésagot (BLASTx
cut-off E-érték < 1071%). Ezek koziil 2284 leolvasas a Retroviridae viruscsaladhoz, 613 a
human endogén retrovirus elemekhez, 1622 egyéb, illetve 1074 nem osztalyozott
virusokkal mutattak hasonlosagot. A Retroviridae viruscsaladhoz tartozé leolvasasokat

kivalasztottuk és elemeztiik.
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Retroviralis szekvencia meghatarozasa

A metagenomikai modszerekkel azonositott retroviralis szekvencidk alapjan
tervezett szekvencia-specifikus primerparok felhaszndldsdval a retrovirdlis DNS
szekvenciat kimutattuk a tumoros szovet DNS-¢ébdl, valamint a madj, tiid6, farok
szovetmintaibol is PCR-modszerrel. Ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy a
retroviralis szekvencia integralt formaban lehet jelen a gazdaszervezet genomjaban,
mint endogén retrovirus. Megjegyzendd, hogy a viralis RNS csak a ,,nested" PCR-
vizsgéalat masodik PCR-korében volt kimutathaté a daganat DNéz-zal kezelt RNS-
mint4jaban, a tumor nélkiili szervek tobbi RNS-mintajabol azonban nem.

A tumorszévet DNS mintdjabol ,,primer walking" modszerrel, TAIL-PCR-
modszerrel és tobbszords kontroll PCR-reakciok segitségével meghataroztuk a teljes
retroviralis genomot, amelyet fekete sziriai horcsdg retrovirusnak (BSHRV=black
Syrian hamster retrovirus, GenBank: MK304634.1) neveztiink el. A BSHRV genom
teljes hossza 8784 nt. A genomszerkezet tipikus retroviralis genomszervezddést mutat:
5'LTR-gag-pro-pol-env-3'LTR (13. abra). A BSHRV kdédolja a kapszid/nukleokapszid
(gag) fehérjéket, a genom replikdcidjahoz sziikséges reverz transzkriptdz és integraz
enzimeket (pro/pol) és a burokfehérjét (env). Mivel a BSHRV genom az eddig ismert
Osszes alapvet6 retrovirus genom elemet és fehérjét kodolja (13. abra), ezért a genomja

alapjan teljes bétaretrovirusnak tekinthetjiik.
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Long terminal repeats (LTRs) elemzése

A BSHRV genom 5’ és 3’ végein 1028 nt és 899 nt hosszu LTR szekvencidk
vannak. A virus LTR szekvencidi a TIGCCAC szekvenciaval kezdddnek és TGGCAGs7s4-
el fejezédnek be. A BSHRV 5' és 3' LTR-jeinek 80%-os a nukleotid sorrend szekvencia-
azonossaga.

A BSHRV  S5SLTR elején, 16 nt  hosszi  tandem  ismétlést
(T197213 TCAAGGGATATTTTA212/228) talaltunk magas T-tartalommal (44%) (13. abra).
Konzervalt elemek, mint a TATA box (TATAAAAA) a 738-745 nukleotid poziciokban, az
AATAAA-motivum (AGTAAA) a 759-764 nukeotid poziciokban talalhato és C/T-gazdag
szakaszok is megtalalhatoak a BSHRV 5'LTR-ben (13. ébra). Az US' (unique 5’ region =
egyedi szekvencia az 5’ régidban), a terminalis ismétlés (R) és az U3 'régiok becsiilt
hossza 745 nts, 13 nts és 270 nts az 5' LTR-en beliil (13. 4bra).

A sejtes tRNS-t (tRNALys3) koté 18 nt hosszusagi konzervalt primerkoto hely
(primer-binding site, PBS) a BSHRV 5'LTR termindlis részén talalhato
(TGGCGCCCGAACGGGGGAC a 895912 nt kozott). Ez a PBS (PBS (Lys3))
Osszehasonlitva a HIV, SIV ¢s MMTV PBS-ével 1 nukleotiddal tér el egymastol, a 907
helyzetben (A—G) (Das, 1995). A PBS ¢és a gag régi6 start kodonja kozotti
szekvenciahossz 116 nt; a T-tartalom 27% (A + T = 55%), ¢és nem tartalmaz
ismétlédéseket.

A prototipus MMTV (GenBank: X97044) 5’LTR-hez képest a BSHRV 5’LTR
293 nt-dal révidebb és egymassal csak 39,1% nt hasonlésagiiak. A BSHRV 5'LTR, a
Phodopus  sungorus (dzsungariai horcsog) endogén retrovirus MRS-Ps 5'LTR
(GenBank: M63643), valamint a BSHRV 5'LTR ¢és az 5'LTR torpe horcsdg endogén
retrovirus MRS-X3 (S77169) kozott viszont a nukleotid hasonldésag magas (96% ¢és
94%). E két 5’LTR szekvencia (elérhetd kodold régiok nélkiil) 1991-ben (Tikhonenko
etal., 1991) és 1994-ben (Vasetskii, 1994) keriilt a GenBank adatbazisaba.

A 3'LTR hossztsaga 899nt, és egy 18 nt hosszu polypurine traktussal kezdddik
(PPT, ASTA6G4A2 a 7885-7902 nt poziciok kozott) (13. ébra), amely részt vesz a
pozitiv szalu DNS szintézisben (Bowman, 1996). Az U5', R és az U3' régid becsiilt
hossza a 3'LTR-en beliil 751 nt, 13 nt és 135 nt (13. dbra). Az 5'LTR-nek megfelelden a
BSHRYV 3'LTR-ben felismerhetok a konzervativ 3'LTR-elemek, mint példaul a TATA
box (TATAAAAA) a 8629-8636 nt kozott és az AATAAA-motivum (AGTAAA) a
8650-8655 nt pozicioknal. A BSHRV 3'LTR-je nem tartalmaz ismétlédéseket. A
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BSHRV 3'LTR ¢és a torpe horcsog endogén retrovirus (GenBank: S77150) 3'LTR

kozotti nukleotid hasonldsag 93%.

Kadolo régio elemzése

A gag 1égi6 kezd6 kodonja (A1020UGG) az 1029-1031 nt pozicidk kézott van. A
gag, a pro/pol és az env harom kiillonbozo leolvasasi keretben vannak kodolva (13.
abra). A gag 534 aminosav hosszisagu és tartalmazza a pl0 és p24 strukturalis
bétaretrovirus fehérjéket, az un. ,,zinc knuckle"-t és az un. “zinc-finger” proteineket (13.
abra). A BSHRV gag protein 57 aa-val révidebb, mint a MMTYV gag proteinje, és csak
56% aa hasonlosagot mutat az MMTV megfeleld gag proteinjéhez (GenBank:
AF228552). A pro tartalmazza a dezoxiuridin 5'-trifoszfat nukleotidohidrolaz (dUTPéz,
trimeric dUTP diszfoszfatdz) domént. Mivel a gag-pro/pol gén transzlacioja
riboszomalis keretcsuszassal (,,frameshifting") torténik, a proteinek pontos N- és C-
terminalis végeit nehéz megnevezni. A pro/pol szakasz a retropepszint (aszpartat
protedzt), az alapvetd retrovirus enzimeket, igy a reverz transzkriptazt (RT), az RNéaz H-
t és az integraz enzimeket kodolja. A pol gén a 3,370 nt-t6l a 6,036 nt-ig helyezkedik el
a genomban. Az erésen konzervalt YMDD aminosav motivum szekvenciaja (tirozin
(Y), metionin (M), aszparaginsav (D) és aszparaginsav (D)) a viralis RT katalitikus C
doménjében talalhato (Tipples, 1996). A BSHRV pro/pol poliproteinek (~1,099aa) csak
63%-ban hasonloak a MMTV megfeleld fehérjéjével (GenBank: AF228551). Az env
gén a felszini és a transzmembran glikoproteineket kodolja, beleértve a virusburok
glikoproteinjét is és az 5867 nt és az 7885 nt (672 aa) kozotti poziciokban helyezkedik
el. A BSHRYV env polyprotein csak 50%-o0s aa hasonldsagot mutat a MMTV megfeleld
proteinjével (GenBank: AF228552). Az env géntdl 3’ iranyban nem taldltunk leolvasasi
keretet, amelyet start kodon eléz meg, ami arra utal, hogy a BSHRV nem kddolja az
MMTV-szerti szuperantigént (sag) a 3'LTR-ben.

A BSHRV LTR terminalis régidinak nukleotid sorrendjének meghatarozasakor
feltehetéen a gazdaszervezet genomjaba is beleszekvenaltunk, de a proviralis BSHRV
lehetséges integracios helyét (vagy helyeit) a gazdaszervezetben nem lehetett
meghatarozni, mivel a sziriai horcsog (Mesocricetus auratus) teljes gazdagenom-

szekvenciaja ez idaig ismeretlen.
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Filogenetikai analizis

A BSHRYV pol ¢s env fehérjéken alapuld filogenetikai elemzéseket a MEGAG6
program neighbor-joining mddszerével €s a bétaretrovirusok referencia szekvencidinak
felhasznaldsaval végeztiik el (14. abra). Filogenetikai szempontbol a BSHRV a MMTV
bétaretrovirussal egy agon helyezkedik el, a MMTYV bétaretrovirushoz all legkozelebb,
ugyanakkor a BSHRYV 1) bétaretrovirus fajt képviselhet, mas ismert bétaretrovirus fajok

rokonsagi kapcsolataival 6sszehasonlitva (14. dbra).

Szovettani lelet

A primer és a metasztatikus daganat hematoxilin-eozinnal festett szdvettani
metszete jol differencialt laphdmsejtes karcinomat mutatott. A szovettani metszeteken a
fibroblasztikus neostroma langnyelvszerti infiltracioja figyelheté meg, centralisan

keratinizalt tumorsejt fészekekkel (15A és 15B abra).

In situ hibridizacio

A BSHRV-specifikus  hibridizaci6 elsésorban a laphdm proliferald
daganatsejtjeire korlatozodott, amelyek szamos koncentrikus keratin csomot képeztek
(15. 4abra). A hibridizacidkat a tumorsejtek magjaban lehetett megfigyelni, mind
szekvencialis, mind antiszensz probaval hibridizalt metszetekben (15C és 15D abra).
Ezenkiviil a hibridizacios szignalok lokalizacioja 1ényegében azonos volt a szensz és az
antiszensz probakkal jelolt metszetekben (15C és 15D ébra). Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a probak a BSHRYV integralt proviralis DNS-ét mutattak ki, nem pedig a
viralis RNS-t.
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A BSHRYV keresése tovabbi horcsogok bevonasaval

A BSHRYV szekvencia horcsogokben valo elterjedtségének vizsgalatara tovabbi
haziallatként tartott egyedektdl vettlink mintdt non-invaziv médon. A mintavétel
idépontjaban klinikailag egészséges, 12-21 hdénapos fekete sziriai horcsogoktol (n=2
néstény és n=1 him) egy—egy friss bélsarmintat gyljtottiink. A harom allattol
Osszegylijtott székletmintak egyikének DNS extraktumabol a BSHRV bétaretrovirus
szekvencia nested-PCR ¢és szekvendlds moddszereivel kimutathato volt. A
felsokszorozott 538nt hosszu gag génszekvencia 99,4%-o0s nukleotid hasonldsagot
mutatott a BSHRV/2013/HUN megfelel6 régiojaval.

A BSHRV-pozitiv bélsarral rendelkezd ndstény allatot nyomon kovettiik. Az
allatnal 1,5 éves kordban eldszor a hasan, majd a mellkasan tumoros bdérelvaltozadsok
(szOvettanilag igazolt, tobbszords fibromak) jelentek meg (16. abra). A horcsdg
természetes pusztulasat (2018. november 22.) kovetden a post mortem fibroma, tiid6 és
maj szovetmintakbol a BSHRV genomszekvencia ugyancsak kimutathatd volt PCR és

szekvenalas modszereivel.

16. abra: A 1,5 éves néstény sziriai horcsog hasan és a mellkasan lathaté tumoros

bérelvaltozasok.
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A BSHRV Dbétaretrovirus genom kopiaszamanak meghatarozasa qPCR-

modszerrel

A gPCR-vizsgalat eredményei alapjan a laphamsejtes bérdaganatos fekete sziriai

horesog (1. allat) tumor, maj és tiidé mintai hasonld mennyiségli (integralt) virus kopiat

tartalmaztak (~1,18x10*ng DNS, 11. tabl4zat), mig a farok mintdban majdnem kétszer

akkora volt a virusgenom képiaszama (2,03x10*ng DNS, 11. tablazat). Erdekes modon

a virusgenom kopiaszdma a 2. ndstény allat szovetmintdiban egy nagysagrenddel

magasabb (1,11x10°/ng és 1,76x10°/ng DNS kozott) volt, mint a laphdmsejtes

bordaganattal rendelkez6 allatnal (1. allat) (11. tablazat).

Vizsgalt allat  Minta tipusa  Atlagos Ct SD Atlagos képiaszam / ng
DNS
Horesog 1 bortumor 20,38 0,078 1,18x10*
(laphédmsejtes  ma4j 20,43 0,349 1,17x10*
bérdaganatos)  tiido 20,37 0,064 1,20x10*
farok 19,59 0,039 2,03x10*
Horcsog 2 fibroma 16,40 0,057 1,76x10°
(fibrémas) maj 17,71 0,052 1,11x10°
tiido 16,45 0,026 1,70x10°

11. tablazat. A BSHRYV bétaretrovirus genom abszolut kopiaszamai két sziriai horcsog

kiilonb6z6é szdveti mintdiban SYBR-Green alapu qPCR alkalmazasaval. Ct: ciklus

kiiszobérték (Cycle threshold), SD: szoras, ng: nanogramm.
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MEGBESZELES

Az onkogén virusok a daganatos megbetegedések egyik koroki tényezdiként
szerepelhetnek. Becslések alapjan az emberi daganatos megbetegedések 15-20%-at
mikroorganizmusok, ezen belill virusok okozzdk. A jelenleg ismert onkogén virusok
kozott DNS (EBV, HPV, HBV, HHV-8 ¢és MCV) és RNS (HCV és HTLV-1) genomu
virusok egyarant vannak. Feltehetoen az ismert emberi onkogén tumor virusok sora még
nem teljes. Jelenleg is szdmos kutatds foglalkozik mar ismert, potencidlisan
daganatkeltd virusok, illetve eddig még ismeretlen daganatkeltd virusok vizsgalataval és
leirdsaval, emberi ¢és allati eredetli tumoros megbetegedésekben (Plummer et al., 2016).
Jelentésen neheziti a viralis fert6zés €s az adott daganat kozotti ok-okozat 6sszefliggés
bizonyitasat, hogy sok esetben hosszabb i1dd is eltelhet az események kozott, a
daganatkeltd hatas az események eldrehaladtaval tobbfaktorossa valhat, még ha a
daganatos folyamatok meginditasaban az adott feltételezett virusnak szerepe is lehetett.
Kiilon szinesiti, izgalmassag teszi, egyben meg is neheziti a helyzet tisztan latasat, hogy
az adott virdlis genom sok esetben exogén virusként és endogén, a gazdasejt genetikai
allomanyéba integralddott genomszekvenciaként is jelen lehet, illetve funkcionalhat.

Munkankban egy emberi és egy allati daganatos bdrbetegség virlis etiologiai
hatterét kerestiik kiillonb6z6, korszeri szekvenciafiiggetlen ¢és szekvenciafiiggd
molekuléris biologiai modszerek segitségével. Az emberi Merkel-sejtes karcindma
esetében egy frissen leirt daganatkelté virus, az MC polyomavirus kliniko-patoldgiai
szerepét vizsgaltuk bdrdaganatos huméan beteganyagunkban; a sziriai horcsog
ismeretlen eredeti bérdaganata esetében pedig a szekvenciafiiggetlen virdlis
metagenomika eszkozével igyekeztiink - a lehetdségekhez képest — az esetleges viralis

eredetli etiologiat feltarni.

Merkel-sejtes polyomavirus és Merkel-sejtes karcindma

A Merkel-sejtes karcinoma oOtven éve ismert, ritka emberi daganatos
megbetegedés (Toker, 1972). Ebben az esetben is a megszaporodott, szerzett
immunszuppressziv allapotok vezettek elébb a korkép szdmanak megnovekedéséhez,
majd ezt észlelve, a korkép fert6zo eredetének bizonyitasdhoz (Feng et al., 2008).

A Merkel-sejtes karcinoma szovettani diagndzisat kdvetden, tumoros szovetbol

vett mintaib6l MC polyomavirust tudtunk kimutatni molekularis modszerekkel és egy
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esetben meghataroztuk a daganatkeletkezésben kulcsszereppel bird csonkold
pontmutécid helyét is.

Eseteinket tanulmanyozva megallapitottuk, hogy klinikailag egyik esetiinkben
sem meriilt fel az MCC gyanlija a korszdvettani vizsgalatot megelézden, azaz az
elvaltozas a klinikai gyakorlatban differencialdiagnosztikai problémat okoz. Téves vagy
nem teljes irdnydiagnézisként leggyakrabban pyogén granuloma, bazalioma, laphamrak
¢s keratoakantoma szerepeltek. Ezen elvaltozasok koziil azonban tobb olyan is
megtalalhatd, amelyek nem igényelnek siirgds, széles sebészi kimetszést, szemben a
gyorsan progredialé Merkel-sejtes karcinoméval. E daganat esetében kiilonosen fontos a
korai felismerés és az adekvat kezelés, hiszen amennyiben a primer tumor kisebb, mint
2 cm a varhat6 5 éves tulélés 60-79%, amennyiben nagyobb, mint 2 cm 50-60%, azon
betegeknél, akiknél kimutathatok nyirokcsomoattétek 42-52%, addig az elsd tavoli attét
megjelenésekor (IV. stadium) ez csak 17-18% (Lemos, 2010; Sridharan et al., 2016;
Frohm et al., 2016; Becker et al., 2017a; Fondain et al., 2018; Vandeven et al., 2018).

Munkénk egyik legfontosabb célkitlizésének éppen azt tartjuk, hogy az MCC
korképpel kapcsolatos 1j ismeretek, eredmények és terapias lehetdségek a hazai klinikai
gyakorlatba mieldbb atkeriiljenek. Ugy a kockazati tényezék ismerete és lehetdség
szerinti  csokkentése, mind az elvaltozas korai felismerési és kezelési
bizonytalansagainak csokkentése hozzajarul — véleményiink szerint mar most is — az
érintett betegek tulélésének novekedéséhez. Kiilondsen tanulsdgosnak tartjuk a fiatal, 55
éves férfi beteglink torténetét. Hiszen egy alapvetéen nem haldlos alapbetegség
(pszoriazis) minden bizonnyal orvosi (PUVA) kezelése (az MCC rizikot kozel 100X-ara
noveli!) vezethetett az MCC kialakuldsahoz, majd a beteg (korai) haladldhoz. Ez felhivja
a figyelmet, egyrészrol arra, hogy pszoriazisos betegeknél amennyiben lehetdség van ra
¢ljiink a szdmos 11j, modern szisztémads terapias lehetdségek egyikével, masrészrél hogy
ezt az erds rizikofaktort ismerni (és lehetdség szerint keriilni) kell, valamint az ezzel a
modszerrel kezelt betegeket kovetni sziikséges €s gyanus borelvaltozas esetén mieldbb
be kell avatkozni. Ez azt is jelenti, hogy mas daganatos megbetegedéshez hasonloan, az
MCC esetén is fontos az egyes tarsszakmak kozotti egylittmiikodés (,,team munka”). Az
¢észleld orvoson kiviil, els6dlegesen a borgydgydsz, a patologus, az onkologus, a
sugarterapeuta, a radiologus, a sebész és adott esetben a mikrobiolégus tudaséara és
0sszehangolt munkdjara is szlikség van.

A Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan 2015-ben 24, 2016-ban 33, 2017-ben 30,
2018-ban 33, 2019-ben pedig 25 MCC eset keriilt bejelentésre a hazai adatbazisba (Dr.

Kenessey Istvan személyes kozlés), amelyek feltehetden nem fedik a valds
72



esetszamokat (Varga et al., 2009). Bar vizsgalatunk kis mintaszamu és eredményei
retrospektiv adatokra és archivalt szovettani mintdkra tdmaszkodnak, de mégis
levonhatok fontos kovetkeztetések. Az epidemiologiai jellegzetességek kozil ki kell
emelni, hogy az atlagéletkor a nemzetkozi irodalmi adatoknak megfeleld (70 év) volt a
betegeinknél (73,8 év) (Becker et al., 2017a). A nemi arany az altalunk vizsgalt betegek
korében enyhe férfi dominanciat mutatott (66%) az irodalomban olvashatokhoz
hasonloan (59%). A daganat lokalizaciojat tekintve nem taldltunk kiilonbséget a virussal
tarsuld és nem tarsuld esetek kozott. Egy, a legfiatalabb beteg kivételével (12,5%)
(akinél a természetes fénytdl rendszerint védett borteriileten, a labszaran jelentkezett a
primer daganat) mindegyik esetben a tumor a fej-nyaki régidkban (arc, homlok,
orrszarny, nyak), napsugarzasnak erdsen kitett borfelszineken helyezkedett el, szintén
az irodalmi adatokhoz hasonléan. Mindegyik betegnél talaltunk az MCC-re hajlamosité
tényezoket, mint az immunszuppresszid (példaul: tartos oralis szteroid kezelés, kronikus
limfoid leukémia) és/vagy az idds kor. Harom betegiink anamnézisében is szerepelt a
krénikus obstruktiv tiidobetegség. Az Gjonnan feltart adatok arra utalnak, hogy a COPD
patogenezisében dontd szerepet jatszik az immunrendszer diszfunkcioja, koztik a
regulatoros T sejtek, effektor T sejtek, valamit mieloid eredetli szupresszor sejtek
funkcionalis zavara. Ezen sejtek altal kozvetitett immunvalaszok létfontossagiiak nem
csak a szervezet fertdzésekkel szembeni védelmében, hanem kulcsszerepet jatszhatnak a
tumor-immunitasban is (Bhat et al., 2015, Wilkinson et al., 2017). A metasztazisok
leggyakoribb helyei az eseteinknél is a bdr és a nyirokcsomd voltak, azonban az
irodalomi adatoktol eltérd gyakorisagban taladlkoztunk a nyirokcsomoattéttel. Nyolcbol
hat (75%) esetben volt ez megfigyelhet6. Ez részben azzal magyardzhatd, hogy a
daganatok késon keriiltek felismerésre, illetve a kezelések sem voltak kelléen adekvatak.

Vizsgalataink eredményei kozvetleniill hasznosithatok a laboratoriumi
diagnosztika teriiletei mellett a klinikai betegellatasban is. Véleményiink szerint egy
beteg(ség)csoport jol definidlt elkiilonitése az elsd 1épés egy korkép wvalddi
megismeréséhez €s ez vezethet el a korai felismeréshez, a hatékony kezeléséhez,
megeldzéséhez. Az MCC diagnosztikdja szovettani vizsgalaton alapul, az MC virus
kimutatdsa azonban még nem képezi a rutin diagnosztika részét. Tapasztalataink alapjan,
mar a szOvettani vizsgalattal gyanitani lehet, hogy a mintaban jelen van-e az MC
polyomavirus. A virus negativ daganatok szovettani képén sokkal irregularisabb,
valtozatos, polygonalis magvi daganatsejteket lathatunk, helyenként vilagos, kevésbé
egységes citoplazmaval. Az MC polyomavirus pozitiv daganatok tipusos morfologiat

mutatd kerek vagy ovalis alaku, vezikularis magokkal és egységesebb citoplazméval
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rendelkez6 sejtekbdl allnak. Vizsgélataink timogatjak azt az elképzelést is, miszerint az
MC polyomavirus jelenléte a szovettanilag Merkel-sejtes karcinomak (egységesebb
szOvettani mintazat, limfovaszkularis invazié hianya) korében jobb prognézissal tarsul
(Sihto et al., 2009; Waltari et al., 2011; Nardi et al., 2012; Higaki-Mori 2012). A
halalozads az MCV pozitiv és MCV negativ csoportunkban 33%, illetve 80% volt.
Egyre biztosabban kijelenthetd a kiilfoldi és hazai tapasztalataink alapjan, hogy a
virussal nem tarsuld esetek ©Onallé kliniko-patoldgiai entitasok lehetnek, amelyek
klinikai megjelenésiikben hasonldak, de szdvettani képiikben ¢és lefolyasukban
elkiilonithetéek a virust hordoz6 valtozatoktol. Ez a jovében meghatarozo jelentséggel
birhat, amennyiben célzott terapids eszkozok allnak a rendelkezésre. Az MC
polyomavirus negativ esetekben gyakran taldlkozhatunk mas bdrdaganatokkal is,
melyek patogenezisének megértésében segithet az a kutatdsi eredmény, miszerint a
Merkel-sejtek epidermalis (és nem crista neuralis) eredetliek, azaz elvben az epidermalis
premalignus progenitor sejtek ham vagy neuroendokrin irdnyba is fejlddhetnek (Van
Keymeulen et al., 2009; Woo et al., 2010). Tehat ezen esetekben a daganat feltehetéen
éretlen sejtekbdl indulhat ki, ami mar 6nmagdban magyardzatul szolgalhat az MC
polyomavirus negativ esetekben megfigyelhetd kedvezoétlenebb prognozisra. Ugyan az
MC polyomavirus jelenléte és a genomjanak integracidja az MCC sejtek
kromoszémajaban igazolni latszik szerepét a daganat kialakuldsdban, ennek pontos
patomechanizmusa még sok kérdést vet fel €s tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az MC polyomavirus genom kozvetlen molekularis kimutatdsara PCR modszer
segitségével keriilhet sor a biopszias mintavételt vagy a sebészi kimetszést kdvetden.
Amennyiben lehetéség van ra, célszerli nativ mintat vizsgalni, mert igy a viralis
nukleinsav kimutatisanak sokkal nagyobb az esélye (Martel-Jantin et al., 2012). A
paraffinba 4gyazott mintakbol késziilt PCR-vizsgalatok esetén a kimutatds esélye — a
nukleinsav karosodasok miatt — a nemzetk6zi adatok szerint mindenképpen kisebb, ezen
beliil nagymértékben fiigg a kimetszés és a fixalas kozt eltelt id6 hosszusagatdl, a
fixalas mindségétdl, a deparaffindlds technikdjatol és attol is, hogy a minta, mely
részébol torténik a kimetszés. Figyelmet érdemel az is, hogy onmagiban az MC
polyomavirus nukleinsav kimutatisa nem jelent egyet a karcindbma diagndzisaval. A
jelen ismeretek szerint csak a gazdasejt genomjaba integralodott, majd mutéciot
szenvedett viralis eredetli nukleinsav tehetd feleldssé a daganatos elfajulasért. Ez
hasonl6, mint amit az MC polyomavirus legkdzelebbi rokon virusainal, a human

papillomavirusokndl mar jol ismerlink. A virus ,artatlanul” jelen lehet (azaz
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kimutathaté) pl. a méhnyakon, de csak a megfert6zott gazdasejt genomjaba
integralodott papillomavirus tehet6 felelossé a méhnyakrakért (Crosbie et al., 2013).

Az MC polyomavirus kimtatasara mas — ritkdbban alkalmazott - modszerekkel is
lehetéség van, igy példdul immunhisztokémiaval, az MCV st fehérjére ellen termelt
poliklonalis antitest (st-1) vagy az LT fehérjére kifejlesztett (CM2B4) monoklonalis
antitest alkalmazasaval, valamint in situ hibridizacid segitségével is (Matsushita et al.,
2014). Ezek koziil a mddszerek koziil a leginkabb alkalmazott az MCV kimutatasara a
CM2B4 antitest alkalmazé immunhisztokémia (Iwasaki et al., 2013), azonban e
moddszer érzékenysége ¢és specificitasa joval elmarad a PCR-ét6l (Kuwamoto et al.
2013). Egyes kutatok CM2B4-pszeudonegativ vagy pszeudopozitiv MCC esetekrdl is
beszamoltak, azaz immun negativak voltak CM2B4-re annak ellenére, hogy az MCV
DNS kimutathat6 volt PCR technikaval (Busam et al., 2009, Shuda et al., 2009, Iwasaki
et al., 2013), illetve immunpozitivak voltak CM2B4-re annak ellenére, hogy az MCV
DNS-t nem volt kimutathatdé PCR modszerrel (Kuwamoto et al., 2013). Az egyelére
csak kisérletes stadiumban 1€vo st fehérje ellen kifejlesztett poliklonalis antitest (st-1)
szenzitivitasa és specificitdsa is jobbnak tlinik a CM2B4 antitestnél, de ennek
eldontésére még tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Leitz et al., 2014; Matsushita et al.,
2014). Az in situ hibridizacid érzékenysége és specificitdsa Osszemérheto a PCR
modszerével. Alkalmazasa kiilndsen akkor javasolt, ha nem all rendelkezésiinkre nativ
tumor minta, csak formalin fixalt. Amennyiben a jovOben terapias konzekvenciaja is
lesz az MCV jelenlétének vagy hidnyanak az MCC-ben, akkor javasolt a két modszer
egylittes alkalmazasa a diagnosztikai hibdk csokkentése érdekében (Matsushita et al.,
2014). Jelen tudasunk szerint a PD-1/PD-L1 terapids utvonalon hat6 gyogyszerekre
adott terdpias valasz az MCV pozitiv és negativ esetekben megegyezd (Becker et al.,
2018b; Uchi, 2018; Harms et al., 2018).

Az eddig megismert, kiilonbozé foldrajzi térségekbdl izolalt MC
polyomavirusok genomjaiban egymdshoz képest csak igen kevés nukleotid eltérés
talalhat6d. Beteglinkb6l meghatarozott MC polyomavirus is atlagosan csak minden 540.
nukleotidja kiilonbozik a prototipus virustél (benne a csonkold pontmutacioval).
Feltehetéen e kettdsszali DNS genomu virusok evolicids muticids ratdja — a teljes
genomra vonatkoztatva — alacsony lehet. Ez azt is jelentheti, hogy a molekularis
diagnosztikai kimutatdsuknadl a genom valtozatossagbol kovetkezd nehézségekkel
kevésbé kell szamolni, mint a nagy mutdcids rataval jellemezhetd RNS virusoknal.
Bizunk benne, hogy a jovOben, a kidolgozott, megfeleld érzékenységli, differencialo
(akar mennyiségi és mutacido mérésen alapuld) molekularis bioldgiai technikédk, mind a
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virus kimutatasa, mind pedig a biomarkerként szolgalé nagy T-antigén elleni antitest
kimutatasa esetén fontos diagnosztikai €s prognosztikai jelentdséggel birhatnak ma;jd.
Az MC polyomavirus az els6 igazolt emberi daganatkeltdé polyomavirus, melyet
mai tudasunk szerint a Merkel-sejtes karcindma korokaként tekintiink. Az agressziv
karcinoma fertdz6 koreredete szemléletvaltast eredményez a patogenezis, a diagnosztika
¢s reményeink szerint a jovOben a kezelés €s a megeldzés teriiletén is. Az MCC
patomechanizmusanak részletes feltarasa elvezethet specifikus kezelési modszerek
megalkotasdhoz. A virdlis eredetbdl értelemszertien az is kdvetkezik, hogy ez a stlyos
kimenetelli daganatos betegség — a hepatitis B virus és a papillomavirus okozta
daganatokhoz hasonldéan - a jovében talan vakcindval megel6zhetd vagy célzottan

kezelheto lehet.

Black Syrian hamster retrovirus (BSHRYV) és horcsog bértumor

Szovettani elemzés, viralis metagenomikai/Qj generacios szekvenalés, in situ
hibridizaci6é, PCR és RT-PCR moddszerek felhasznalasaval egy fekete sziriai horcsdg
(Mesocricetus auratus) bOrtumor mintajat vizsgaltuk a lehetséges virdlis etiologiai
hattér felderitése érdekében. A fekete sziriai horcsog ismeretlen eredetli bordaganata
differencialt laphamsejtes borkarcinomanak bizonyult szovettani vizsgalatokkal. A
virdlis metagenomikai/ij generacids szekvenalds modszereivel vizsgdlva a
szOovetmintabol legnagyobb szamban retrovirdlis szekvencia leolvasasok keletkeztek. A
retroviralis szekvencia leolvasasok alapjan, kiilonb6z6 molekularis modszerek (pl.
primer walking, TAIL PCR) haszndlatdval meghatarozhat6 volt a teljes retroviralis
genom, amelyet long-range PCR-modszerrel ellendriztiink €s szekvendldst kdvetden
elemeztiink. A teljes retrovirus szekvencia, amelyet Black Syrian hamster retrovirusnak
(BSHRYV) neveztiink el, tipikus bétaretrovirdlis genomhosszal és genomszerkezettel
(5'LTR-gag-pro-pol-env-3'LTR) jellemezhetd. Mivel a BSHRV genom az eddig ismert
Osszes alapvetd retrovirus genom elemet €s fehérjét kodolja (Hayward et al., 2013),
ezért a genomja alapjan teljes bétaretrovirusnak tekinthetjiik. A prototipus MMTV
bétaretrovirussal ellentétben azonban a sag (szuperantigén) gén (Ross, 2010) az 3'LTR-
ben nem talalhat6 meg. Hasonléan a kdédolod régiokhoz, a nem kodold 5° és 3’LTR
jellemezhetéek. A BSHRYV teljes ¢és gyakorlatilag épnek tiind LTR/k6dold genomrégioi
a virus replikacidjanak és potencidlisan életképes retrovirusok eldallitasanak egyik

elofeltétele.
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A szekvencia- és filogenetikai elemzések azt mutattdk, hogy a kiillonbozo
BSHRV fehérjék csak 50-63%-ban hasonlitanak mas, eddig ismert bétaretrovirusok
adott fehérjéihez. igy a BSHRV tavoli rokonsagban all az ismert bétaretrovirusokkal, de
feltehetden egy U0j bétaretrovirus fajt képviselhet (https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_9th_report/reverse-transcribing-dna-and-rna-viruses-
2011/w/rt_viruses/161/retroviridae). A legkozelebbi hasonldsagot a bétaretrovirusok
kozott, az egér emlétumor virushoz (MMTV) taldltunk. Ez azért tarthatd érdekesnek és
fontosnak, mert az MMTV egerekben az onkogén bétaretrovirusok fontos prototipusat
képviseli, és amelyet dsszefliggésbe hoztak az emberi emlérakkal is (Ford et al., 2003).
Egy 1) MMTV-szerii bétaretrovirus teljes szekvenciajanak meghatarozésa, egy 0j emlds
gazdafajban noveli az ismereteket a bétaretrovirusok genomdiverzitasarol, a lehetséges
gazdafaj spektrumrol, illetve a fert6zés lehetséges forrasardl is. Az 0j bétaretrovirus
nukleotid szekvencia varians ismeretében érdemes lenne az ,MMTV” PCR-
szirdvizsgalatokban alkalmazott primereket és probakat ujratervezni, és ezeket
kiprébalni mind emberi, mind pedig a kiilonb6z6 allati prevalencia vizsgalatokban. Ez
ujabb adatokkal és eredményekkel szolgidlna az MMTV-szerli virusok és az emberi
emldtumorokkal kapcsolatos kérdéskorben.

A BSHRV bétaretrovirus DNS-szekvencidja kimutathatdé volt PCR ¢és
szekvenalas modszereivel a tumorszovet DNS-kivonataib6l, valamint az ugyanazon
fekete sziriai horcsog Osszegy(ijtott maj-, tid- és farok szovetmintaibol. Erdekes
modon, a virdlis RNS csak a nested-PCR vizsgadlat méasodik PCR-korében volt
kimutathat6 a daganat DN4z-zal kezelt RNS-mintdjaban, a tumor nélkiili szervek tobbi
RNS-mintajaban azonban nem, amely alacsony szintli viralis RNS-expressziora utal a
daganatos szovetben. A teljes virdlis genom, igy a virdlis LTR genom végek
meghatarozasanal feltehetleg a gazdasejt genom elemeit is meghataroztuk. Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy a BSHRV retroviralis szekvencia integralt formaban
van jelen a vizsgalt szovetek gazdasejteinek genomjdban, mint endogén retroviralis
szekvencia, azaz provirus. Ezt tdmasztja alad az in situ hibridizdcidés mddszer eredménye
is, ahol a specifikus retroviralis célmolekulat csak az érintett sejtek sejtmagjaban
lehetett azonositani. Az integracido helyét, illetve az esetleges tobbszordés genom
integracio lehetdségét, a masolatok szamat, e munka keretében nem vizsgaltuk.

A BSHRYV bétaretrovirus jelenlétét €s elterjedtségét harom tovabbi horcsog
mintdinak bevonasaval vizsgaltuk. A BSHRV retrovirus DNS-szekvencidjat sikertilt
kimutatni egy tovabbi horcsdg székletmintdjaban (valdszinilileg a székletben 1évo

gazdasejtekbdl), majd ugyanennek az allatnak post mortem gyujtott szovetmintaibol.
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Erdekes médon ez az éllat is daganatos elvaltozasokat mutatott, ennek az allatnak a
hasan és mellkasan alakultak ki tbbszords fibromak.

A BSHRYV bétaretrovirus genom mennyiségi vizsgalati eredményei alapjan a
laphamsejtes bérdaganatos és a nem tumoros szovetek kozott jelentds kiillonbség nem
volt kimutathaté ugyanabban az allatban. Erdekes modon ugyanakkor a fibromas éllat
kiilonbozd szovetmintdiban kozel egy nagysagrenddel nagyobb virdlis kopiaszamokat
kaptunk a laphamsejtes bordaganatos allat szovetmintdihoz képest. Az 1j, BSHRV
bétaretroviralis szekvencia kimutatdsa, sejten beliili lokalizacidja, a virdlis nukleinsav
mennyiségi vizsgalata azonban Onmagaban még nem ad informdaciét semmilyen
korképben, igy daganatos megbetegedés patogenezisében betdltott szerepére sem. A
BSHRYV ¢és a horcsog bordaganata kozotti ok-okozati kapcsolatot egyelére még nem
tisztazott. Annak bizonyitdsara vagy kizarasara, hogy a BSHRV, hasonléan mas
onkogén retrovirusokhoz (Braoudaki et al., 2011), befolyasolja vagy hozzdjarul az
onkogén transzformacios folyamatok kialakulasahoz és igy képes normal sejteket
rosszindulatt sejtekké alakitani, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Vizsgélatainkig még nem szdmoltak be BSHRV vagy BSHRV-szerii
bétaretrovirus-szekvencidk kimutatasarol horcsogokben. A BSHRV azonositasaval és
teljes genomjanak meghatarozasaval azonban szdmos tovabbi nyitott kérdés meriil fel.
A BSHRYV potencialis exogén formajat (virion) €s ha van, atvitelének modjat/modjait
nem hataroztuk meg. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a BSHRV és a BSHRV-szertii
bétaretrovirusok prevalencidjanak, a gazdafajok sokféleségének, szerepének és bioldgiai
jelentéségének meghatarozasdhoz horcsogokben és ha vannak kozvetlen viralis rokanai,
mas emlésokben is.

A mikroorganizmusok szerepe ¢és a fert6z0 betegségek jelentdsége korantsem
tekinthetd lezart kérdésnek. Szinte naponta szembesiiliink a mikrobialis vilag Gjabb ¢és
Ujabb, kordbban nem ismert aspektusaival. A mikroorganizmusok és a daganatos
megbetegedések kapcsolata ebbdl a szempontbol mindig is bdvelkedett az
ellentmondasokban, az eredmények lassu elfogaddsaban vagy elfelejtésében, a
dogmakban ¢és a zsdkutcakban is. Sokfaktoros, id6ében elnytlt és Osszetett
korfolyamatok révén az ok-okozat bizonyitdsa nehéz. Vizsgalatainkban prekoncepciok
nélkiil igyekeztiink az ismereteket bdviteni egy frissen leirt emberi daganatot okozd
virussal kapcsolatban, illetve potencidlisan viralis hatteret kerestiink egy hobbiallatként
tartott horcsog daganatos elvaltozasabol. A koriilottiink 1évo vilag tudomanyos igényti

feltérképezése vezethet el minket a koriilottiink all6 €l6vilag leirasdhoz és megértéséhez.
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Merkel-sejtes polyomavirus
mint a Merkel-sejtes carcinoma
/ / V4 /
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Az emberi daganatok mintegy 20%-dban bizonyithat6 valamilyen fert6z6 viralis agens koéroki szerepe. A Merkel-sejtes
carcinoma ritka, igen agressziv, bizonytalan eredetd, vélhetSen a ham stratum basale rétegébdl kiindulé daganat.
Els6sorban az idéseket és az immunszuppresszalt személyeket érinti, tobbnyire a napfénynek kitett bértertileteken,
kiilonosen a fej-nyaki régidkon jelentkezik. Gyakorisiga rohamosan novekszik, nemritkdn differencialdiagnosztikai
problémat okoz. A Merkel-sejtes carcinomakbol 2008-ban egy DNS-polyomavirust (Merkel-sejtes polyomavirus)
sikertilt azonositani, amely megnyitotta az utat a daganat valodi kéroki hitterének feltirdsihoz. Az elvaltozis fert6z6
— virdlis — kéreredete szemléletviltist eredményez a patogenezis és remélhetSleg majd a kezelés tertiletén is. Az isme-
retek hazai klinikai gyakorlatba valé miel6bbi dtkertilése érdekében vallalkoztak a szerzék a Merkel-sejtes carcinoma
és az elsG emberi daganatkelt§ polyomavirus, a Merkel-sejtes polyomavirus osszefoglaldsara.

Orv. Hetil., 2013, 154, 102-112.

Kulcsszavak: Merkel-sejtes polyomavirus, Merkel-sejtes carcinoma, b&rdaganat

A probable etiological role for Merkel cell polyomavirus in the development
of Merkel cell carcinoma

Approximately 20% of the tumours in humans are associated with contagious viral agents. Merkel cell carcinoma is
a rare and highly aggressive tumour which may originate from the epidermal stratum basale, although the origin is
still controversial. This tumour is most commonly found in elderly and immunocompromised patients in sun ex-
posed areas, especially in the head and neck regions. Merkel cell carcinoma often causes a diagnostic challenge with
a dramatically increasing incidence. In 2008, a DNA tumour virus, a polyomavirus (Merkel cell polyomavirus) was
detected in Merkel cell carcinomas, and this finding helped to understand the etiological background of the disease.
The infectious — probably viral — etiology resulted in a paradigm shift in pathogenesis and, hopefully, in therapy as
well. This review summarizes the current knowledge related to Merkel cell carcinoma and the first oncogenic human
polyomavirus, the Merkel cell polyomavirus, to promote the clinical adaptation of the information.

Orv. Hetil., 2013, 154, 102-112.
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Roviditések

AIDS = (aquired immunodeficiency syndrome) szerzett im-
munhidnyos tiinetegytittes; HIV = humdn immundeficientia
virus; IgG = immunglobulin G; LT = (large T protein) nagy T
fehérje; MC = Merkel-sejtes polyomavirus; MCC = (Merkel-
cell carcinoma) Merkel-sejtes carcinoma; PCR = polimeriz
lancreakcid; st = (small t protein) kis t fehérje; SV40 = Simian
vacuolating virus 40; UV = ultraviola; VP = (viral protein) vi-
rusfehérje

A Merkel-sejtes carcinoma (MCC) ritka, igen agressziv,
bizonytalan eredetd, vélheten a him stratum basale
rétegébdl kiinduléd (neuroendokrin? /epithelialis?) daga-
nat. A sejtféleség elsé leirdja (1875) [1], egyben késGbbi
névadoéja Friedrich Sigmund Merkel (1845-1919) német
anatémus, hisztopatologus volt, mig a bdr, eredetileg
wtrabecularis” carcinoma néven megnevezett elsé le-
ir6ja Cyril Toker volt 1972-ben [2]. A daganat elsGsor-
ban az idéseket és az immunszuppresszilt személyeket
érinti és tobbnyire a napfénynek kitett bérteriileteken,
kiilondsen a fej-nyaki régiokon jelentkezik. Az immun-
szuppressziv kezelések terjedése és a diagnosztika fej-
16dése miatt azonban évrél évre rohamosan novekszik a
felfedezett esetek szdma. Mivel koran ad attétet, ezért
rendkiviil fontos a gyors felismerés, az egyéb bdérdaga-
natoktdl (példdul bazilsejtes carcinoma) vald elkiilo-
nités és a szakszer( kezelés. Kiilonos jelentéséget az ad
a koérképnek, hogy 2008-ban egy DNS-tumorvirust, egy
polyomavirust sikeriilt a Merkel-sejtes carcinomakbol
azonositani, amely megnyithatja az utat a daganat va-
16di koéroki hitterének feltarasihoz. Az elviltozas im-
mar valészind fert6z6 — virdlis — koreredete szemlélet-
valtast eredményez az etiolégia mellett a patogenezis és
a kezelés teriiletén is. Az ismeretek hazai klinikai gya-
korlatba valé mielébbi dtkertilése érdekében véllalkoz-
tak a szerzGk a Merkel-sejtes carcinoma és polyomavirus
osszefoglaldsdra.

1. tabldzat | A jelenleg ismert emberi polyomavirusok jellegzetességei
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Polyomavirusokrél réviden

A polyoma gorog eredetd elnevezés, a ,,poly” jelentése
sok, az ,,oma” jelentése daganat. A Polyomaviridae csa-
lad els6 tagjit Gross 1953-ban irta le, mint filtrilhato
fert6z4 agenst, amely a fiiltGmirigytumor kivaltasara ké-
pes egerekben [3]. Mdr ekkor felmeriilt a gyant, hogy
létezhetnek emberi és emberi daganatokban is szere-
pet jatszd polyomavirusok. Azonban az els§ igazolha-
téan emberi daganatot okozé polyomavirus —a Merkel-
sejtes carcinomavirus — leirasdig 2008-ig kellett varni
[4]. A Polyomaviridae csalid kiilon emlitésre mélto,
nem emberi, de dllatokban daganatkeltd tagja az SV40
(Simian vacuolating virus 40) majompolyomavirus. Az
SV40 polyomavirus prototipus dgens a virusok okozta
daganatkeltés tanulmdnyozdsiban [5]. Ezért nagy riadal-
mat okozott, amikor kideriilt, hogy 1955-1961 kozott
(egyes kelet-eurdpai orszigokban 1980-ig!) az emberi
poliovirus oltéanyagok (Sabin és Salk) elGallitasa sordn
hasznalt majomsejtvonalak SV40-fert6zottek voltak.

A Polyomaviridae csaladnak jelenleg 10 tipusa ismert
emberben. Az els§ felfedezett emberi polyomavirus a
BK-virus volt, amelyet 1971-ben azonositottak veseat-
iiltetésen atesett beteg vizeletébdl, aki a monogramja-
val a virus névadodjava is vilt [6]. Ezt kovette a JC-po-
lyomavirus (John Cunningham-polyomavirus), amelyet
szintén 1971-ben izolaltak progressziv multifokalis leu-
koencephalopathias beteg agyszovetébdl, és egyben iga-
zoltdk a virus koroki szerepét is [7]. Ezt kovetSen 35 év
telt el a kovetkez8 emberi polyomavirusok felfedezé-
séig. Ezek a KI- (Karolinska Institute-polyomavirus) és
a WU- (Washington University-polyomavirus) polyo-
mavirusok voltak [8, 9]. 2008 o6ta tovabbi hat Gj em-
beri polyomavirust fedeztek fel: MC- (Merkel-sejtes po-
lyomavirus, az 6todik a sorban) [4], HPyV6 és HPyV7
(humaén polyomavirus 6 és 7) [10], TSV (Trichodyspla-
sia spinulosihoz kapcsolt polyomavirus) [11], HPyV9
(human polyomavirus 9) [12] és a MWPyV (Malawi-

Virus neve  Felfedezés éve  Minta, amelybdl a viruspartikuldkat kimutattak — Altala okozott betegség B&vebb
irodalom
BKV 1971 Légati valadék, vizelet Enyhe léguti fert6zés, haemorrhagids cystitis, [97]
nephritis (vesetranszplanticion tesett egyénekben)
JCcv 1971 Légat valadék, vizelet, agyszovet Progessziv multifokalis leukoencephalopathia [98]
KIv 2007 Légati viladék, széklet Légati megbetegedés [99]
WUV 2007 Légati valadék, széklet Légati megbetegedés [100]
MCV 2008 Kaposi-sarcoma, CLL, Merkel-sejtes Merkel-sejtes carcinoma [101]
carcinomasejtek, egészséges egyének
szdjiireg- és 1égz6ham
HPyV6 2010 Bor Még nem ismert [10]
HPyV7 2010 Bor Még nem ismert [10]
TSV 2010 Trichodysplasia spinulosa, bér Trichodysplasia spinulosa [102]
HPyV9 2011 Vérszérum és csont Még nem ismert [12]
MWPyV 2012 Széklet Még nem ismert [13]
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polyomavirus) [13]. A jelenleg ismert emberi polyoma-
virusokrdl a legfontosabb tudnivaldkat az 1. tablazat
foglalja Ossze.

Merkel-sejtes polyomavirus (MC)
Felfedezés

Feny és munkatarsai 2008-ban 10 Merkel-sejtes carci-
nomamintibdl nyolc esetben metagenomikai és mély-
szekvenaldsi modszerrel korabban ismeretlen polyoma-
virust azonositottak, amelyet Merkel-sejtes polyoma-
virusnak (MC) neveztek el. Nyolcbdl hat esetben sike-
rilt igazolni, hogy a virdlis DNS integrilédott a tu-
morsejtek genomjiba is és hogy az MC-polyomavirus-
fert6zés megelézi a tumorsejtek klondlis novekedését
[4]. A mddszertanok kiillonbozdsége ellenére is az MC-
polyomavirus jelenléte a Merkel-sejtes carcinomak 71—
94%-4ban kimutathat6 [14, 15, 16, 17, 18].

Morfologin, genomszerkezet

ez

A polyomavirus 45 nm atmérdjd, ikozahedralis szim-
metridja, 72 kapszomerbdl allo, kerek, burok nélkiili vi-
rus. A kapszomert a VP1, VP2 és VP3 virusfehérjék
alkotjak. A VP1 molekuldk spontan virusszerd partiku-
lakka is rendezddhetnek iires nukleokapszidot alkotva
[19]. A virusgenom kovalensen zart, a prototipus 5387
bazispar hosszusaga, cirkuldris, kettés szala DNS-t tar-
talmaz. A virdlis genom hirom régiéra oszthaté: korai,
késSi és regulator régiok. A korai régié nem struktu-
rilis onkoproteineket, a kis T (st) és nagy T (LT) fehér-
jéket koédolja. Ezek koziil az LT nemcsak a virdlis rep-
likdci6 elinduldsat idézi el6 a DNS-hez val6 kotédésével
és cellularis osztddasi faktorok aktivalasival, hanem
kapcsolatba 1ép szamos sejtosztédasban kulcsfontossaga
tehérjével, amelynek eredményeként a fert6zott sejt az
S fazisba 1ép at. Ez a mozzanat fontos szerepet tolt be
a sejt rosszindulat daganatos dtalakuldsiban [20]. Az
st onkoprotein nélkiilozhetetlen a tumorsejtek noveke-
déséhez [21]. A kés6i régid a strukturalis fehérjéket
kédolja (VP). A VP1 a gazdasejtreceptorhoz valé kots-
désben jatszik szerepet. A viralis genom replikici6éjanak
helye a sejtmag [20].

Patogenezis: a Merkel-sejtes polyomavirus
daganatkelts szerepe

Ugyan az MC-polyomavirus jelenléte és a genomjanak
integracidja az MCC-sejtek kromoszémajaban igazolni
latszik szerepét a daganat kialakulasiban, ennek pon-
tos patomechanizmusa még sok kérdést vet fel. Felte-
het6leg 0Osszetett, tobblépesds, a gazdaszervezettdl is
fiiggd folyamatrol lehet szo, hiszen a virus kimutathaté
MCC-s vagy egyéb bdérdaganatban szenvedd betegek-

7oz

ben az egészségesnek tling borteriiletekbdl, de a szdj-

treg- és a 1égz6hambdl is [22, 23, 24]. Tovabba, az
MC a t6bbi polyomavirushoz hasonléan az egészséges
populaciéban is megtaldlhaté [10]. Forditva, az MCC-k
egyotodében nem mutathaté ki MC-polyomavirus,
amely esetekrél azonban egyre biztosabban kijelent-
hetd, hogy 6nall6 klinikopatoldgiai entitasrdl lehet szo,
amelyek szovettani képiikben hasonléak, de lefolyasuk-
ban elkiilonithetéek a virust hordozé valtozattdl [4].

Az MCC kialakulasanak fontos kezd§ lépése lehet a
virdlis DNS klondlis integracidja, amely véletlenszertien
(random moédon) szdmos helyen torténhet a sejtek ge-
netikai allomanyaban. Martel-Jantin és munkatirsai
atfogd vizsgilata alapjan leggyakrabban (21%-ban) az
5. kromoszéma érintett, de tovabbi nyolc kiilonbozé
kromoszéman (1., 3.,4.,6.,11.,14.,18., 19.) is taldltak
integraciét 5-16%-os gyakorisiggal, de a kromoszéman
belil minden esetben egyedi helyen. Megjegyzendd,
hogy az integracié kimutathatésigat technikai okok is
zavarhatjak. (Itt nagy jelentésége van a kiinduldsi minta
mindségének: a friss fagyasztott mintibol szokvinyos
modszerekkel joval nagyobb eséllyel mutathaté ki az
integracié, mint a formalinfixdlt mintakbol.) A daganat
keletkezésében szerepet jitszé gazdasejtgén jelenleg
nem ismert és az MC-polyomavirus kettGs szala cirku-
laris DNS-énck az integracidhoz sziikséges felszaka-
ddsdanak sincs kittintetett helye, bar ez leggyakrabban
(~70%) az LT (,large T”) régiéjaban kovetkezik be. Az
LT-régio6 teszi ki a teljes virdlis genom tobb mint felét
[15], ezért a megfigyelés részben ezzel is magyariz-
hat6. A legfontosabb szerepe a daganatképzidésben
azonban a virdlis LT-fehérje tumorbéli kifejez6dés mér-
tékének és moédjanak van. Ez az onkoprotein ugyanis
konzervélt szakaszokat hordoz (példiul a Dna], ,pocket”
fehérjekotd LXCXE és pp2A-kotS domének), amelyek
onkogén hatdsa egyéb polyomavirusokban (példaul:
SV40) miér bizonyitott [4]. A tumoros sejtek genom-
jaba integralt virus LT-antigén helikiz régidja jellem-
z6en kirosodast szenved (valdszintleg kiilsé hatdsra
kéros muticidk keletkeznek), hiszen a tumormentes ala-
nyok MC-polyomavirussal integralt himsejtjeiben (még)
nem taldlunk ilyet. A daganatos sejtekben a virusrepli-
kaciora jellemz6 LT-fehérje helikidz aktivitasa eltéinik
(a ,virus” ilyenkor mar nem fert6z8), ugyanakkor a k-
rosodott LT-fehérje a tumor kialakulasa felé tereli a fo-
lyamatokat [10, 15, 25]. Az LT-fehérje, tobbek kozott
a sejtek tumorszuppresszor fehérjéire hatva, gitolja azok
funkcidjat, emellett a cellularis survivin (baculoviral in-
hibitor of apoptosis repeat-containing 5: BIRC5a) on-
koprotein is megjelenik és expresszidja a tobbszorosére
emelkedik a sejtben [26]. Ennek az apoptodzist gitld fe-
hérjénck a megjelenése a daganat fenntartisiban jatszik
szerepet, a magi lokalizdcidja pedig rossz prognozissal
tarsul [26].

Tovabbi jellegzetességet mutat a szovettani mintdk-
ban a daganat érhildzata, amelyek hitterében VEGFR-2
(vascularis endothelialis novekedési faktor receptor 2)
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dllhat [27]. A faktor expresszidja Osszefliggést mutatott
a daganat méretével és attétképzd hajlamaval [28].

Az MCC kialakuldsiban tovibba szerepe lehet a jel-
atviteli Gtvonalakat célzé kutatdsok szerint az mTor
(mammalian target of rapamycin) receptoroknak, az
AKT /PI3C és Ras tGtvonalaknak [29].

A virussal fert6zottek koziil csak nagyon kevesekben
alakul ki Merkel-sejtes carcinoma, ez arra enged ko-
vetkeztetni, hogy az MC-polyomavirus-fert§zésen kiviil
mas tényezdk is fontos szerepet tolthetnek be a pato-
genezisben. Ilyen lehet példdul az ultraibolya (UV)/
ionizalé sugarzas. Erre utal, hogy a daganat a napnak
kitett bérfelszineken gyakrabban fordul el8, az UV su-
giarzas segitheti el6 a virdlis genom integraciojat és LT-
régiot csonkold muticiot, amelyek egyiittesen megsziin-
tetik a virus replikaciojat.

Az MCC epidemioldgiaja

Az 1970-1980-as években csak nagyon ritkan diagnosz-
tizdltak Merkel-sejtes carcinomat. Az 1990-es évek cle-
jén az immunhisztokémiai vizsgilatok fejlédésének és
a citokeratin-20 (CK-20) antitest bevezetésének ko-
szonhet6en mar konnyebbé vilt a diagnoézis felallitasa
[30, 31, 32]. Ezt kovetSen a jelentett esetek szama
gyorsan novekedett [33]. Az MCC elsGsorban a vild-
gosabb bdri és id&sebb egyéneket érinti. Az eseteknek
csak 10%-a fordul el§ az 50 évnél fiatalabb korosztaly-
ban. Az MCC valamivel gyakrabban érinti a férfiakat
(61,3%), mint a néket [34]. Az Egyesiilt Allamokban
az elmult 20 évben meghdromszorozédott (jelenleg
évente 1500 1j esetet fedeznek fel) [33], Hollandidban
az 1993-2007 kozotti idGszakban megduplizédott a
regisztralt MCC-betegek szama [35], tovabba spanyol
[36], olasz [37], osztrik [38], din [39] tanulminyok
és a hazai tapasztalatok is az MCC novekvd eléfordu-
lasarél szamolnak be. Ez részben a javulé diagnoszti-
kus lehet&ségekkel, valamint a napnak elzetesen kitett
id6s egyének ¢és az immunszuppresszilt betegek (pél-
ddul: szervtranszplanticio, szteroidkezelés, HIV, kréni-
kus lymphoid leukaemia stb.) névekvd szamaval is ma-
gyarazhaté [31]. Valdszintlleg az MCC-esetek szama
tovibbra is emelkedni fog a veszélyeztetett populicid
novekedése kovetkeztében. A prognozis jelentéségének
salyat noveli az, hogy az MCC mortalitisa tobb mint
hidromszor nagyobb (46%), mint a malignus melano-
manak (12%) az 6sszes diagndzisra vetitve [34, 40].

Hazai és sajat vizsgalatok

Vizsgdlataink sordn a Pécsi Orvostudomdnyi Egyetem
Patologiai Intézetében 2007-2011 kozott diagnoszti-
zalt Merkel-sejtes carcinoma eseteit egy 2009-es szegedi
vizsgalat eredményeivel vetettiik 6ssze [14]. Szegeden
hét betegbdl szarmazo kilenc parathinba dgyazott MCC-
mintat, Pécsen hét betegbdl szirmazo6 11 nativ és paraf-
finba dgyazott mintit vizsgiltunk: szovettani vizsgalat-
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tal kordbban Merkel-sejtes carcinomdnak diagnosztizalt
bérmintat és ezek nyirokcsomodttétét, MCC melletti
clhelyezkedésli bazalsejtes carcinomdt és laphdmrakot.
Ezenfeliil Szegeden tovidbbi random moédon kivalasz-
tott, paraffinba agyazott laphamrik- és bazalsejtescar-
cinoma-mintakban vizsgaltik a Merkel-sejtes carcino-
mavirus jelenlétét. A hazai eredmények egymast erdsi-
tik: PCR-vizsgalattal sem laphamrakbdl, sem bazilsejtes
carcinomdbdl, sem azokbdl az MCC-kbdl, amelyek e
tumorok mellett helyezkedtek el, nem sikeriilt MC-
polyomavirust kimutatni. Szegeden hét betegbdl ot-
ben, Pécsett pedig hét betegbdl hirombdl sikeriilt az
MC-polyomavirus jelenlétét PCR-moédszerrel igazolni.
A pécsi eseteknél megfigyeltiik, hogy az Gsszes olyan
mintiban, ahol koribban nem volt ugyanazon a helyen
vagy az MCC kimetszésének idejében mds daganatos
megbetegedés, PCR-vizsgilattal az MCC-virus jelenléte
igazolhaté volt. Szegeden a vizsgilt betegek atlagélet-
kora 73, Pécsett 72 év volt, a legfiatalabb Szegeden 56,
Pécsen 55 éves, a legid8sebb Szegeden 87, mig Pécsett
80 éves volt.

Egy 70 éves nébeteg Merkel-sejtes carcinomaja-
nak nyirokcsomoattétbdl szirmazé nativ mintajabol az
MCC-polyomavirus teljes genomjit megszekvenaltuk.
A genom csak 10 nukleotideltérést (0,19%) mutat a
prototipus MC-polyomavirustél. Ez az alacsony muta-
ciés rata (a virusgenom stabilitisa) az MC-polyomavi-
rusra jellemz6 tulajdonsag.

Az MCC klinikuma

A Merkel-sejtes carcinoma a bérén gyorsan nove, ti-
pusos formdjaban 1-2 cm nagysigt, tomott tapintatd,
fajdalmatlan, dltalaban pirosasrézsaszint, de lehet akar
kékeslila vagy bdrszind daganat (tumor), amely leg-
gyakrabban a fej-nyak régiéban jelenik meg [31]. Tobb-
nyire jéghegyszerfien a mélybe terjed, a laesiot fedd
felhdm az esetek tobbségében ép, rifeszil a tumorra és
fénylik, rajta ritkin ulceratio vagy megvastagodott sza-
ruréteg lathaté [32]. A carcinoma rendkiviil agressziv,
a kialakulasat kovet6en néhidny héten vagy hénapon
beliill ad attétet, elészor a kornyezd nyirokcsomodkba,
majd késébb tavoli nyirokszovetekbe, tavoli bortertile-
tekre és a zsigeri szervek barmelyikébe, f6ként mdjba és
tidébe (2. tablizat) [41].

Mivel a klinikai megjelenés, bar hordoz jellegzetes-
ségeket, de mégsem specifikus, a Merkel-sejtes carci-
noma gyandja a beteg elsé latogatisa sordn, sajnos, ma
még csak ritkin meriil fel. A kovetkezd klinikai korké-
pek viszont gyakran szerepelnek — tévesen — az elvilto-
zas elsé diagnézisaként: bazdlsejtes carcinoma, lap-
himcarcinoma, pyogen granuloma, keratoacantoma,
amelanocytds melanoma, benignus cysta, bdrfiiggelék-
tumor, bérlymphoma és egyéb metasztatikus neoplasia
[32]. Mivel ezek kozott a kérképek kozott jéindulatq,
illetve mérsékelt aggreszivitasu elvaltozasok is vannak,
cléfordul, hogy az észlel6 orvos az elviltozist nem
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2. tablazat A Merkel-sejtes carcinoma (MCC) attéteinek leggyakoribb he-

lye és gyakorisiga

MCC-ittétek gyakorisiga 107 beteg adata alapjin

Bér 28%
Nyirokecsomo 27%
Mij 13%
Tuds 10%
Csont 10%
Agy 6%
Csontvels 2%
Mellhdrtya 2%
Egyéb 4%

tartja veszélyesnek. Hazdnkban is gyakori, hogy a fizi-
kalis vizsgalattal ,,basaliomanak” téiné elviltozds miatt
a beteg hénapokkal késébb keriil mitétre, de ekkor
mar a Merkel-sejtes carcinoma gyors metasztatikus
képessége miatt a beteg menthetetlen stadiumba kerdil.
A diagnézis helyes feldllitisahoz ezért a szovettani
vizsgalat nélkiilozhetetlen.

Bonyolitja a képet, hogy az MCC mas malignus
bérdaganatok szomszédsagiaban is kialakulhat, mint
példdul a laphdmrik és a bazilsejtes carcinoma [42].
E daganatok kialakulasinak folyamata eltérhet az on-
allban megjelend Merkel-sejtes carcinomakétél [43].
Ez kiilonosen fontos a legjabb kutatdsi eredmények
tényében, miszerint a Merkel-sejtek talan epidermalis
(és nem crista neuralis) eredettick, azaz clvben az epi-
dermalis premalignus progenitor sejtek ham vagy
neuroendokrin irdnyba is fejlédhetnek [44, 45]. Az
eddigiek sordn vizsgilt laphdmrik szomszédsigdban
clhelyezkedd Merkel-sejtes carcinomdkbol MC-polyo-
mavirust sosem sikeriil kimutatni [46]. Sajit eseteink
kozott is el6fordult basaliomaval és egy madsik esetben
laphdmsejtes carcinomaval egy idGben és szomszédos
elhelyezkedésben a Merkel-sejtes carcinoma. Egyik eset-
ben sem taldltunk PCR-rel MC-polyomavirust a min-
takban.

Tobb korilményt ismeriink, amelyek befolyasolhat-
jak az MCC kialakuldsit, lefolydsat, a betegség prog-
noézisit. Az életkor (>55 év) mellett legfontosabbnak
az immunrendszert érint§ alapbetegségek tekinthetdk.
Merkel-sejtes carcinoma kockizata kifejezetten emel-
kedett AIDS-ben vagy egyéb szerzett immundeficiens
szindromakban (13-szoros), szervitiiltetésen dtesett
betegekben a krénikus immunszuppressziv kezelések
kovetkeztében (10-szeres) és krénikus lymphoid leu-
kaemidban (30-50-szeres). Ez alapjan feltételezhetd,
hogy a karosodott T-sejtes immunvalasznak fontos a sze-
repe a Merkel-sejtes carcinoma kialakuldsaban. Az UV
sugarzasnak valo tartés kitettség ugyancsak fontos
kockazati tényez8 [47]. Ez a daganat szinte kizardla-
gosan a fehér bérd embereket érinti a napnak kitett te-
riileteken, igy a nyakon, fejen, a kéz hati oldalan [31, 34,

47]. Azoknak a betegeknek, akik tobb izben PUVA-
(Psoralen UV-A) kezelésben részesiiltek (példaul pik-
kelysomor miatt), hozzavetSlegesen szdzszorosira no-
vekedik az esélye az MCC-re [48]. Annak ellenére,
hogy az UV sugirzas fontos korilmény, az esetek
5%-aban a fénytdl elzdrt teriileteken (példaul szemérem-
test, far) és hozzavetSlegesen 15%-ban fénytSl védett
bértertileteken (példaul has, comb) is megjelenhet a da-
ganat [31]. A Merkel-sejtes daganatokban ugyanaz az
UV hatésra jellemz6 p53 gén muticié is megfigyel-
hetd, mint a lapham- és bazilsejtes carcinomdkban, il-
letve solaris keratosisban [49].

Korel6zményként gyakran jellemz8, hogy a Merkel-
sejtes carcinomas beteg korabban mads, daganatos meg-
betegedésben is szenvedett [39]. Ezt tamasztjak ald sa-
jat betegeink is, hisz a hét betegbd&l hat esetében az
MCC-t megel6zte valamilyen daganatos megbetegedés
(példaul: krénikus lymphoid leukaemia, méhnyakrak,
basalioma).

Erdekes megfigyelés, hogy azok a Merkel-sejtes car-
cinomak, amelyekbdl az MC-polyomavirust sikertil ki-
mutatni, szignifikinsan jobb kimeneteltick [50, 51].
Emellett két tanulmany is aldtimasztja azt, hogy az
er6s immunvalaszkészség, a VP1 fehérje ellen termelt
specifikus antitest magas szintje és a CD8+ scjtek be-
szlir6dése a tumorba Osszefiggésben van a Merkel-
sejtes carcinoma jobb kimenetelével [52, 53]. Anden és
munkatirsai visszamendleg értékelték a  kovetkezd
szovettani viselkedés alapjan a Merkel-sejtes carcino-
mas betegek prognézisit: tumor vastagsiga, mikroana-
témiai struktrdk tumoros érintettsége (irha és/vagy
bor alja és/vagy mélyebb rétegek), a tumor névekedési
mintdzata (nodularis koriilhatdrolt vagy infiltralé) nyi-
rokér-besziir6dés, tumor lymphocytikkal valé beszi-
rédése, nekrozisa, ulceratio a tumor felett. A tobbvalto-
z6s analizis eredményeként azt taldltak, hogy a tumor
nodularis novekedése, alacsony mélysége és a lympho-
vascularis invazié hidnya szignifikins Osszefiiggésben
van a hosszabb taléléssel [54].

A tumor klinikai stidiumanak meghatirozasinal je-
lent8s szerepet jatszik a tumor mérete, nyirokcsomo-
vagy a tavoli attét megléte (3. tablizat). Mar 2 cm-nél
kisebb atmérGjli daganatndl is 60-80%-ra csokken az
otéves talélés. Az elérehaladott MCC-ben szenved§ be-
tegek 50%-dnak a talélése kevesebb mint kilenc hénap

[34].

MC-polyomavirus elleni ellenanyagok,
immunitas

Az MC-polyomavirus szeroprevalencidjit tobb kuta-
toéesoport is vizsgalta az egészséges népesség korében.
Ennek alapjan a felnétt lakossig 46-88%-a rendelke-
zik ellenanyaggal az MC-polyomavirus VP1 kapszidfe-
hérjéje ellen, tehat a népesség nagy része dtesik a fertGzé-
sen [55, 56, 57]. Amerikai és finn tanulmdnyok azt is
kimutattik, hogy a gyermekek kozt is nagy aranyban
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3. tablazat

A

| TNM-kritériumok (A) és staidiumbeosztésok (B) a legdjabb ajénlds alapjin (American Joint Committee of Clinical Oncology 2010. évi ajanldsa)

T N

M

Tx elsédleges tumor nem itélheté meg
To nincs elsédleges tumor
Tis elsédleges tumor in situ

T1 els6dleges tumor <2 cm

T2 elsédleges tumor >2 c¢m és <5 cm
T3 elsédleges tumor >5 cm N1 a mikrometasztazis!

T4 elsGdleges tumor csont-, izom- N1 b makrometasztizis?

vagy porcbesziirGdés

N2 in transit metasztazis?

No nincs regiondlis nyirokcsomoattét*
cNo klinikailag nem detektilhaté nyirokcsomodttée*

cN1 klinikailag detektalhaté nyirokcsomoattét*

pNo nyirokcsomé patoldgiai vizsgalata negativ

Nx regionilis nyirokcsomo-érintettség nem itélheté meg Mx tévoli dttét jelenléte nem itélhetd meg

Mo nincs tavoli attét
M1 tavoli attét jelenléte igazolt

M1 a tdvoli bér, bér alatti szovet
vagy nyirokcsomodttét

M1 b tiidGattée

M1 ¢ barmilyen zsigeri dttét

*Negativ a nyirokcsomé klinikai, patolégiai vagy mindkét vizsgilattal.

Klinikailag metasztatikus nyirokcsomoé-vizsgalata megtekintés, tapintds

és/vagy képalkotd eljarasok segitségével torténhet. cNo csak azokndl a betegeknél hasznélatos, akiknél nem tortént nyirokcsomo patologiai vizs-

galat.

IMikrometasztazis diagnosztizilhat6 Grszemnyirokcsomé eltavolitisa vagy elektiv nyirokcsomé-eltavolitds utan.
2Makrometasztazis dllapithaté meg, amikor klinikailag bizonyithaté nyirokcsomé-metasztizis és megerdsitik patologiai vizsgalatokkal biopszid-

bl vagy terdpids nyirokcsomo-eltavolitisbol szarmazd mintakbol.

3In transit metasztdzis olyan tumor, ami az elsédleges tumor és a drendlé regiondlis nyirokcsomok kozott helyezkedik el.

B
Stadiumcsoportok 1 éves virhaté 2 éves varhato 3 éves varhaté 4 éves virhato 5 éves virhaté
talélés talélés talélés talélés talélés

0 Tis No Mo NA* NA* NA* NA* NA*
TIA T1 pNo Mo 100 92 86 84 79
1B T1 cNo Mo 90 79 70 64 60
A T2/T3 pNo Mo 920 77 64 62 58
B T2/T3 cNo Mo 81 68 58 54 49
IIC T4 No Mo 72 59 55 48 47
IITA  Barmely T Nla Mo 76 57 50 45 42
IIIB  Barmely T N1b/N2 Mo 70 47 34 30 26
v Barmely T Biarmely N M1 40 26 20 18 18

*Nincs pontos adat, a varhat6 talélés hossza.

fordul el6 szeropozitivitds, az egyik tanulmdny szerint
kett6-0t éves kor kozott ez mar 43% [56, 58, 59]. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a fert6zés ideje gyer-
mekkorra tehetd, feltehetSen tiinetmentesen zajlik, és
beinditja a humorilis és sejtes immunvalaszt is.

Humordlis immunitds

Bar a VP1 felszini kapszidfehérje elleni antitestek el6-
forduldsa a teljes népességben magas, minden ezzel fog-
lalkozé kutatécsoport azt taldlta, hogy az IgG-antitestek
a VP1 és VP2 fehérjék ellen egyértelmiien magasabb
szintet mutatnak az MCC-betegekben [57, 58, 60].
Ennek oka jelenleg nem ismert, részben ellentmonda-
sos, mindenesetre 6nmagaban védelmet nem jelenthet
[53, 55]. A T-antigén elleni antitest azonban jobban
kapcsolédik az MCC-betegekhez és a betegség prog-

resszidjihoz. Mig a kontrollnépességbdl kevesebb mint
1%-ban, a Merkel-sejtes carcinomds betegek 40%-4bol
mutathaté ki ez az ellenanyag; s6t sikeres tumorelta-
volitds esetén szintje rohamosan csokken, kitjuldskor
— a mar nyilvinval6 tiinetek el6tt — ismét emelkedik,
azaz biomarkerként is szolgalhat [61, 62].

Sejtes immunitis

A sejtes immunitas csOkkenése mellett gyakrabban for-
dul el6 MCC [62]. Szovettani vizsgilatok tumort in-
filtral6 T-lymphocytak jelenlétét mutattak ki, amelyek
egyben prognosztikai jelentéséggel birnak [54]. A tu-
moron belili CD8+ lymphocytak infiltricidja fiigget-
len jelz6je az MCC jobb prognézisinak. Ez az im-
munvilasz olyan géneket indukal, amelyek citotoxikus
granulumokat, citokineket aktivilnak, mint példaul
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CCL19, lymhocyta aktivalta és CD8 receptorok [52].
Nechezen értékelhets a természetes 6l6- (NK-) sejtek
infiltriciéja a tumorban, hiszen az MCC-sejtek tobb
mint 90%-a expresszalja az NK-sejtek fontos immun-
hisztokémiai markerét, a CD56-ot [52]. Vérbdl és
Merkel-sejtes carcinomdkbdl (amelyekben igazolhato
az MCC-virus jelenléte) azonosithatéak immunogén
MC-polyomavirus-specifikus CD8+ és CD4+ T-sejtek.
Ehhez kapcsol6do specifikus T-sejt-vilaszok lehetnek
az MCC specifikus célzott terapidjanak kés6bbi cél-
pontjai is [63]. Az is nyilvanvald, hogy a tumorsejtek
képesek megkeriilni a gazdaszervezet immunvélaszat
[64]. ValészintsithetS, hogy az MCC-tumorsejtek hoz-
zajarulnak a mikrokornyezet immunszuppresszidjanak
el6idézésében, daganatsejtszubklonokat létrehozva, im-
munszuppressziot el6idézé citokinek, mint TGF-f,
Fas-ligand, IL-10 vagy T-sejteket gatlé galectin-1 és in-
doleamin 2,3-dioxigendz termelése révén [62, 65, 60,
67, 68, 69]. Toviabbd a tumorsejtek képesek az immun-
szuppressziv sejtek, mint példaul a CD4+-CD25+ regu-
latoros T-sejtek (T-reg) és a myeloid eredeti szuppresszor
sejtek termelését, aktivildsit és funkcidjit segitve hoz-
zdjarulni az immunrendszer tolerancidjanak kialakula-
sdhoz is [70, 71, 72].

Laboratériumi diagnozis
Szovettan

A sebészei kimetszést kovetSen a mintak patoldgiai fel-
dolgozasa sordn célszeri a formalinfixalt és paraffinba
dgyazott minta mellett nativ mintit is biztositani (ez
utobbit lasd késébb). A szovettani vizsgalat az MCC-t
dltaldban tomor, gobos boérelviltozasként mutatja be,
amely gyakran beterjed a bér alatti zsirszovetbe [73].
A tumor tomor fészkekbe vagy gerendakba szervez&d6
alacsonyan differencidlt, egyforma sejtekbdl épil fel,
ugynevezett kis kerek, kék sejtes tumorok csoportjiba
tartozik. A sejtek bazofil magjai viltozatos alaktak le-
hetnek a kerektdl az ovilisig, a kromatin a vesiculalttél
a so6-bors mintazatig [54]. A sejtmagvacska alig lat-
hat6. A citoplazma kevés és bizonytalan széld. Néhany
esetben viszonylag szabalytalan alaki magok latha-
téak. A daganatban szamos mitotikus alak és apopto-
tikus test, valamint helyenként nekrézis is lithat6. Az
apoptotikus index magas [73]. Rozetta kialakuldsa ritka
[74].

A daganat tok nélkiil novekszik, besz(ri a kornyezd
dllomanyt, olykor az ér- és nyirokképleteket is. A bo-
rit6 felham azonban altaliban jol elkiilonil a tumorha-
tarz6natol, ritkdn érintett [73]. A Merkel-sejtes carcino-
maknak kizarolagosan a felhamra korlitozott varidnsa
nagyon ritka, azonban Al-Ahmadie és munkatdrsai sze-
rint az ilyen esetek bizonyithatjik, hogy az MCC int-
raepidermalis neoplasiaként kezdheti az invaziot, ame-
lyet MCC in situnak neveznek [75].

Harom szovettani tipust lehet megkilonboztetni,
amelyek részben egymds mellett, egyazon tumorban is
el6fordulhatnak: a ritka trabecularis, a kis sejtes és a
gyakori intermedier tipust. A legfrissebb adatok szerint
a trabecularis forma a legjobban differencialt, jobb
prognoézissal, mig a kis sejtes a legdifferencidlatlanabb,
rosszabb prognoézissal. Ez azonban az dtfogd adatok
hianyiban és a kevert és dtmeneti formdk gyakorisiga
kovetkeztében nem tekintheté egyértelm@ hisztopato-
logiai Osszetiiggésnek [74].

Mivel az MCC mas malignus bérdaganatokkal egytitt
is kialakulhat, mint példaul Bowen-betegség, bazalsej-
tes carcinoma, leggyakrabban laphdmrak, ezért ezek jel-
legzetességei szinezik a szovettani képet. A laphdmrik
tobbnyire solaris keratosist vagy Bowen-kért fedd el-
rendezésben tiinik fel vagy in situ formdjiban elhati-
rolédva a dermalis MCC-komponenstSl. Atmenet a két
sejttipus kozott dltaliban nem lathatd [75, 76]. Busam
és munkatarsai érdekes felfedezést tettek: hét olyan
esetet vizsgaltak meg, amikor egymdas mellett fejlédott
ki a Merkel-sejtes és a laphamcarcinoma. Ezekben az
esetekben az MC-polyomavirust nem lehetett kimu-
tatni. VélhetSen e tirsmalignitds patomechanizmusa el-
tér a tobbi Merkel-sejtes carcinomaétol [46]. Sajat vizs-
gilatunkban is el6fordult ez a kapcsolat, egy 77 éves
térfi beteg homlokardl szirmaz6 minta esetében.

Mar szovettani vizsgilattal is lehet gyanitani, hogy a
mintaban jelen van-e a Merkel-sejtes polyomavirus, hi-
szen a virusnegativ daganatok szovettani képén sokkal
irreguldrisabb, véltozatos, poligondlis magvi daganat-
sejteket lathatunk, helyenként vildgos, kevésbé egységes
citoplazmaval. Az MC-virus-pozitiv daganatok tipusos
morfolégiat mutaté kerek vagy ovilis alaka, vesicularis
magokkal és egységesebb citoplazmaval rendelkez6
sejtekbdl allnak [77, 78]. Ezeket a kiilonbségeket az
1. dbra segitségével szemléltetjiik.

Bir az MCC kellGen jellegzetes, tipikus a szovettani
képe hematoxilin-eozinnal, toviabbi immunhisztoké-
miai vizsgalatok sziikségesek a diagnézis megerdsité-
s¢hez. Az MCC neuroendokrin és epithelialis markere-
ket is kifejez, valamint ezen tdlmenden jellegzetes, hogy
az esetek 97%-dban paranukledrisan pontszerti CK20-
pozitivitast (citokeratin-20) ad. A CK-20 marker nagy
jelentéséggel bir mas kicsi, kerek, kék sejtes dagana-
toktdl vald elkiilonitésben, amelyek CK-20 markerrel
negativak, példaul bazilsejtes carcinoma, malignus me-
lanoma, non-Hodgkin-lymphoma, metasztatikus kis
sejtes carcinoma [30, 79, 80].

Neuroendokrin immunhisztokémiai markerekkel po-
zitivitast mutat minden esetben példiul chromogranin
A-val ¢és synaptophysinnel, viszont TTF-1- (thyroid
transcripcids faktor-1) negativak, szemben a metaszta-
tikus kis sejtes carcinomakkal [81, 82]. A CK-7- (cito-
keratin-7) negativitas is ezt a diagnozist erdsiti [82].

Proliferacos aktivitds vizsgilatira hasznilt Ki-67-tel
az MCC-daganatos sejtek sejtmagjai 15-95%-ban po-
zitivak (atlag 50,6%, mediian 50%) [83]. A Ki-67 alkal-
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nagy mitotikus és apoptotikus aktivitasu
MCC-daganatsejtmezék

7 A2.Laphamcarcinomasejt-csoportok

1. abra

', . A3. Nekrotikus terilet

B1. Ovalis alaku, vesicularis magvu

MCC-daganatsejtmezék

B2. Kstészovetes sdvény szélében lymhocytakkal

Merkel-sejtes carcinoma primer bértumorok jellegzetességei szovettani metszetekben (hematoxilin-eozin; 12-szeres nagyitds).

a) Merkel-sejtes polyomavirus nincs jelen; b) Merkel-sejtes polyomavirus nukleinsav jelen van a mintiban PCR-médszerrel. Az a) dbran laphdm-

riksejtcsoportok is lithatoak (A szerzok felvételei)

mas prognosztikai markernek is, hiszen a magasabb Ki-
67-expresszio szignifikins Osszefiiggésben dll az MCC
rosszabb prognozisaval [84].

A melanomatél valé elkilonitésben segit az S-100
segit, amellyel MCC-negativ melanoma pozitiv [85].

CM2B4 monoklonilis antitestte]l immunhisztokémiai
vizsgalatok sordn ki lehet mutatni a Merkel-sejtes car-
cinomavirus LT antigénjét. Azonban ennek eredményét
kritikaval kell értékelni, hiszen nem elég specifikus és
szenzitiv a PCR-vizsgilattal dsszevetve [86].

Megfigyelték, hogy a tumorsejtck P63-kifejezése
rosszabb prognoézissal tirsul. Ez a marker nagy jelentd-
ségl a varhat6 progndzis megitélésében is [43, 46, 84].

Az MC-polyomavirus kimutatisa

A diagnosztika a szovettani vizsgalaton alapul. Nem
gyakorlat, de lehetGség van az MC-polyomavirus koz-
vetlen molekularis (PCR) kimutatisira is a sebészeti
kimetszést kovetGen. Célszerl nativ mintdt vizsgalni,
mert igy a viralis nukleinsav kimutatdsinak nagyobb az
esélye: a Merkel-sejtes carcinomdk frissen fagyasztott
mintaibol 88%-ban, a paraffinba dgyazott mintik ese-
tében csak 47%-ban volt sikeres a kimutatds [15]. A pa-
raffinba dgyazott mintdkbol késziilt PCR-vizsgalatok
értéke nagyban fligg a kimetszés és a fixalas kozt eltelt
id6 hosszusagatol, a fixdlds minGségétdl, a deparaffina-
lds technikajatél és attdl is, hogy a minta mely részébdl
metszenck ki. MC-polyomavirus elleni IgG-ellenanyag-
szintet ELISA-mé&dszerrel lehet kimutatni [87].

Kezelés

A Merkel-sejtes carcinoma megfelelé kezelésével kap-
csolatban még nincsenck jol bevalt terapids iranyelvek.
E daganat novekvs el6fordulasinak és az etioldgia ko-
vetkeztében azonban esszencidlis kérdés a kezelések
modernizéldsa. Jelenleg az MC-polyomavirus jelenléte
vagy hidnya azonban még nem befolyisolja az MCC
kezelését.

A jelenleg alkalmazott eljirds a teljes sebészi kimet-
szés, széles sebészi széllel, mélyen az izom bényéig,
azonban adjuvans radioterdpia vagy radioterapia mint
elsédlegesen vilasztandd gyégymod is megfontolhato
lehet6ség. Korai stidiumi MCC-k esetén tumormen-
tes sz¢It biztositd sebészi eljards esetében jo gyogyulasi
eredmények érhetSek el [88]. Boyer és munkatirsni
45, I. stddiumt Merkel-sejtes carcinomds sebészi re-
szekcién atesett beteget tanulmanyoztak. Hasz beteg a
mitétet kovetéen adjuvans radioterdpidban részesiilt,
mig masik 25 beteg nem. A kiegészit§ radioterdpidt
kap6 csoportban nem volt recidiva, de ahol csak se-
bészi eltavolitds tortént, négy esetben kitjult a daganat
[89]. Lewis és munkatdrsai is hasonlé eredményre ju-
tottak a vilag kiillonbozd részeirdl szarmazd 1254 eset
vizsgilatakor. Statisztikailag szignifikinsan kevesebb
volt a recidiva azon betegekben, akik a sebészi kezelé-
sek mellett kiegészité radioterdpidban is részestltek.
Anndl a betegpopuliciénal, ahol a betegek csak sebészi
kezelésben részesiiltek, 3,7-szer gyakrabban tapasztal-
tak a daganat kigjuldsat [90].
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A helyi széles sebészi kimetszést primer MCC-k ese-
tében gyakran a melanoma protokollja szerint viszik
véghez, 2 cm-es sebészi széllel, ha lehetséges, de nin-
csenek kovetéses vizsgalatok a reszekcids szél idedlis
mértékét illetGen [88]. Ha a primer laesio nem resze-
kabilis, megkisérelhet§ a radioterdpia dnmagiban. Az
ajanlott dozis 45-70 Gy [91].

Az Grszemnyirokcsomé-biopszia eredménye befo-
lydsolja a kezelést [92]. Tavoli dttétek kezelésében a
kemoterapia jatssza a vezet$ szerepet. A terapias fegy-
vertdr a platinaalapt szerek, mint példdul ciszplatin
vagy carboplatin, esetleg etoposid, doxorubicin. Akar
40%-ban is elérhetd terapids valasz, de csak rovid ideig
[88, 93, 94, 95]. Az intranzit metasztizisok esetén al-
ternativ megoldas lehet a radio- és a kemoterdpia
egytittes alkalmazasa. Kiterjedt, de lokalizalt laesiokndl
a radioterapia 6nmagdaban is j6 megoldas lehet.

A kitjul6é betegségek kezelésének terén nincs meg-
egyezés [88].

Az MCC patomechanizmusinak részletes feltarasa
elvezethet specifikus kezelési moédszerek megalkotdsa-
hoz [88]. A virilis eredetbdl értelemszertien az is kovet-
kezik, hogy ez a sulyos daganatos betegség a jov&ben
talan vakcindval megel6zhetd lehet.

Kovetkeztetések

A jelenlegi ismereteink szerint az emberi daganatok
mintegy 20%-dban mar most is bizonyithat6 valamilyen
fert6z6 virdlis dgens koéroki szerepe [96]. A Merkel-
sejtes carcinoma egy ujabb klinikai entitds abban a sor-
ban, amelynek hdtterében igazolhatéan daganatkelt
mikroba dll. Bar e kordbban ritka kérkép régéta ismert
volt, ebben az esetben is a megszaporodott, szerzett
immunszuppressziv allapotok vezettek elébb a kérkép
szamanak megnovekedéséhez, majd ezt észlelve, a kor-
kép fert6z8 eredetének bizonyitisihoz. Az Gjonnan
felfedezett, elsé igazoltan emberi daganatkelté polyo-
mavirus, az MC-polyomavirus bemutatasival a szerz6k
célja az volt, hogy az ismereteket a klinikum szdmdra
érthet6 formaban Osszefoglalja, hogy a virus dltal oko-
zott agressziv MCC - tudatosan — korai felismerésre
kertiljon és az id6beli kezeléssel a betegek szamara na-
gyobb esélyt adjunk a talélésre.
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Abstract Merkel cell carcinoma (MCC) is a rare, highly ag-
gressive skin tumour. In 2008, a Merkel cell polyomavirus
(MC) was identified in MCCs as a potential etiological factor
of MCC. The aims of this retrospective study were to investi-
gate the epidemiological, clinicopathological and virological
features of MCCs. Between 2007 and 2012, 11 patients had
been diagnosed with MCC by histological methods in Univer-
sity of Pécs, Hungary. In eight MCC cases MC was tested by
PCR (in primary skin lesions, lymph nodes/cutan metastases,
MCC neighboring carcinomas). Clinicopathological charac-
teristics (age, histological pattern, lymphovascular invasion,
co-morbidities) of MC-positive and MC-negative cases were
compared. MC was detected in three (37.5 %) out of eight
patients’ primary tumour or metastasis. The average age was
73.8 (64.3 in MC-positive group). Except the youngest,
55 year-old patient (the primary tumour appeared on his
leg), all tumours were found at the head and neck region.
Immunosuppression (steroid therapy, chronic lymphoid leu-
kaemia, chronic obstructive pulmonary disease) and/or old
age were characteristic for all cases. Histological pattern was
different in MC-positive and in MC-negative groups: MCCs
with MC showed more homogeneous histological pattern,
lack of lymphovascular invasion and were associated with
better prognosis (mortality rate: 33 % versus 80 %). MCC
associated with oncogenic virus is a newly recognized clinical
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entity. However, MC could not be detected in all histological-
ly proven MCCs. The well-defined selection of patients/
disease groups and better characterization of differences be-
tween MC-positive and negative cases is an important step
towards the recognition of the etiology and pathogenesis of
all MCCs.

Keywords Merkel cell polyomavirus - Merkel cell
carcinoma - Skin tumour - DNA tumour virus

Introduction

The pathogenic role of infectious agents has already been
proved in ~20 % of the human tumours. Merkel cell carcino-
ma (MCC) is a rare and highly aggressive type of skin cancer.
Its origin is uncertain, but it is thought that this (neuroendo-
crine?/epithelial?) carcinoma arises from the stratum basale [ 1,
2]. MCC affects mostly elderly and immunosuppressed pa-
tients, and it frequently occurs on sun-exposed areas of the
skin, especially at the head and neck region [3]. A DNA tu-
mour virus, a Merkel cell polyomavirus (MC), was identified
in MCC in 2008 [4]. The discovery opened new perspectives
for uncovering the etiology of the disease. The suggested in-
fectious — viral — origin of the disease results in attitude change
not only concerning the etiology, but also pathogenesis, diag-
nostics, and then in the future, prevention and therapy of
MCC. The importance of the prognosis is further emphasized
by the fact that the lethality of MCC is more than three times
higher (46 %) than that of malignant melanoma (12 %) related
to all diagnoses [5]. Since its discovery, MC polyomavirus is
detected between 71 and 94 % of the MCCs by PCR, world-
wide [6]. The MC polyomavirus is not well studied in Hun-
gary. Recently, MC polyomavirus was detected by molecular
methods in seven of the eight MCC lesions both in primary
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tumors and in recurrent lesions in University of Szeged,
Szeged, Hungary [7].

The aim of this study was the detection of MC polyomavi-
rus in our series of MCC samples in Southwest Hungary, and
the investigation of the epidemiological and clinicopatholog-
ical characteristics.

Materials and Methods
Sample Selection

Archived skin samples were collected retrospectively from the
period between 2007 and 2012 in the Department of Patholo-
gy, University of Pécs. The histological diagnosis relied on
haematoxylin-eosin morphology and immunophenotype,
using monoclonal antibodies as CK20, CD56, Synaptophysin,
ChromograninA and TTF1 [8]. All samples were reanalysed
histologically in 2012. Beside the primary MCC, the available
skin and lymph node metastases, and the basal and squamous
cell carcinomas adjacent to some MCCs were also tested.
Samples with inadequate DNA quality were excluded from
the study.

Viral DNA Isolation and PCR

Viral DNA was isolated from native (N = 6) or in paraffin
embedded (N = 9) tissue samples after deparaffinization using
commercial extraction buffer (BK virus PCR kit, Shanghai
Biotech, Brussels, Belgium) [9]. MC polyomavirus was de-
tected by PCR method as published previously [4]. In one
case, the total genome sequence of the MC polyomavirus
was determined by primer walking method.

Detection of non-MC Polyomaviruses in MCC Samples

Newly discovered polyomaviruses, polyomavirus 6, 7, 9 and
trichodysplasia spinulosa associated polyomavirus were also
screened by PCR method as published previously in MCCs
samples [10-12].

Epidemiological and Clinical Data

The patients’ data have been collected from the electronic
medical reports with special attention to the case history, co-
morbidities, potential immunosuppressive factors, location of
MCC and the time elapsed between the appearance of symp-
toms and the diagnosis. Clinicopathological characteristics
(age, histological picture and lymphovascular invasion, co-
morbidities) have been evaluated in MC-positive and MC-
negative cases.

@ Springer

Results

Altogether, 11 patients have been diagnosed histologically
with MCC in the Department of Pathology, University of Pécs
between 2007 and 2012. A total of 15 histological samples of
the 11 patients were available. Three patients and their sam-
ples were excluded from the study because of inadequate
sample quality.

Out of the eight patients, two had three different samples,
three had two different samples and three patients had one
sample each (Table 1). MC polyomavirus was successfully
detected by PCR in samples from three (37.5 %) patients’
primary tumours (2 samples), skin (1 sample) and lymph node
(2 samples) metastases (Table 1). In one patient (Nol), the
viral genome was present both in the primary skin tumour,
and in the skin and lymph node metastases (Table 1). The
histologically non-metastatic lymph node (patient No3) was
negative for MC by PCR. None of the 15 samples were pos-
itive for polyomavirus 6, 7 and 9 by PCR.

Table 1 summarizes the epidemiological, clinical, virolog-
ical and histopathological characteristics of the eight patients
investigated (Table 1). None of the preliminary clinical diag-
noses was MCC before the histological examination. Pyogen-
ic granuloma, keratoacanthoma, basal cell carcinoma and
squamous cell carcinoma were established as primary clinical
diagnoses. Out of the eight patients, 6 (75 %) were male and 2
(25 %) were female. In the case of the MC PCR-positive
patients, 66 % percent were female and 33 % were male.
The year-wise distribution of the histological diagnoses was
as follows: one patient in 2007, 2008, and 2012 in each, two
patients in 2010, and three patients in 2011. The youngest
patient was 55 year old, the oldest was 86. The patients’ av-
erage age was 73.8 (this was 64.3 in the case of the MC PCR-
positive patients). With the exception of the youngest patient
(the MC-positive primary tumour appeared on his leg), all
tumours were found at the head and neck region (face, fore-
head, nostril and neck). Factors predisposing to MCC such as
immunosuppression (e.g. prolonged oral steroid therapy,
chronic lymphoid leukaemia, chronic obstructive pulmonary
disease) and/or old age were found in all cases.

Morphological differences could be found in the histolog-
ical pattern of the MC-positive and MC-negative groups
(Table 1). In the MC polyomavirus-associated cases, the his-
tological samples have much more ordered structure (round or
oval cells with vesicular nuclei and homogeneous cytoplasm),
while the structure of MC-negative cases was much more
disordered (irregular, heterogeneous tumour cells having po-
lygonal nuclei and heterogeneous cytoplasm).

Additionally, there were differences regarding
lymphovascular invasion of the primary tumour (Fig. 1).
While lymphovascular invasion could be observed at the edge
of the MC-negative primary tumours, this could not be ob-
served in the MC-positive cases.
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Table 1 Epidemiological, clinicopathological, and virological Merkel cell polyomavirus can be detected by PCR; (B) Merkel cell
characteristics of the Merkel cell carcinoma including histopathological polyomavirus can not be detected by PCR. In picture (B), squamous
characteristics of primary skin tumours (Merkel cell carcinoma) in cell carcinomas can also be observed

histological samples (haematoxylin-eosin; 14-fold magnification): (A)

Epidemiological data Clinical data Histopathological results
Patients Age Date of the Type of the | Localization | Co-morbidities Lymphovascular Histological pattern
(sample) (years) (histological) sample polyomavirus invasion of
diagnosis (PCR) primary MCC
(i death)
Nol sample 55 June, 2011 MCC leg COPD, + - A: round or oval cells with vesicular nuclei and
O’ 1 psoriasis, hol
sample (f May, 2013) skin leg (native) (PUVA +
2 metastasis therapy)
53“;1315 lymph node | groin (native) +
No2 68 May, 2011 MCC nostril pemphigus + -
vulgaris,
steroid
therapy
No3 sample 70 December, 2010 | lymph node neck severe + -
9 1 (native) coronary
sample lymph node neck artery disease R
2 (histology
revealed no
metastasis)
No4 86 November, 2012 MCC face (native) stroke - + B: irregular, heterogeneous tumour cells with polygonal
Oﬂ basal cell nuclei, and heterogeneous cytoplasm
carcinoma
0,1 77 November, 2010 MCC forehead seborrheic - +
No5 (+ January 2011) (native) keratosis, CLL
No6 sarrllple 80 July, 2011 MCC face (native) COPD, - +
O’ san;ple (+ April 2012) | lymph node face basal cell -
car
sample basal cell face hypertonia R
3 carcinoma
No7 sample 77 October, 2007 MCC face COPD - +
O’ ! basal cell
Sa“;lﬂe (+ June 2010) lymph node neck carcinoma -
No8 sample 78 November, 2008 MCC neck squamous cell - + o 2% &
Cf‘ 1 carci ﬁf R S
sample (+ January 2009) | squamous neck . s mf
2 cell e D
carcinoma
(in situ)

(= w701 55 w0 & O il B3 (o ) [0 KEM
R 1 AT 3 ‘w- > ,“,..‘nv

squamous cell
carcinoma in situ

@ Preview

€ Viewing history

" Preview and
viewing history

Delete Viewing History A

Fig. 1 MC polyomavirus-negative Merkel cell carcinoma marked by asterix (*); invasion into a small vascular structure can be seen
(haematoxylin-eosin, 3.19-fold magnification). The invasion of in the small red square (12.76-fold magnification in the right upper
lymphovascular spaces by the tumour cells can be observed at the areas corner); and an in situ squamous cell carcinoma can also be seen
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Detailed Characteristics of the Cases

The medical history of the youngest patient (Nol) revealed
end stage COPD and psoriasis vulgaris (Table 1) treated with
PUVA for 8-years. The primary tumour appeared on his left
lower leg, which was incompletely excised surgically in
June 2, 2011, 2 months after the first appearance. After the
histological diagnosis of MCC, the patient experienced a rapid
re-growth of the tumour in the primary tumour site and en-
larged left inguinal lymph nodes were palpable upon physical
examination. In November 2011, primary tumour site was re-
operated with wide surgical margins and left inguinal block
dissection was performed (Fig. 2). Radiotherapy was intro-
duced to the left groin region. The dissemination of the disease
was detected on January 14, 2013. CDDP/EPI chemotherapy
was started according to the established guidelines. The

Fig. 2 Recurrent MCC at the primary site of the tumour (a), inguinal
lymph nodes metastasis (b) and its surgical excision (¢) (Patient Nol).
Erythro-squamous lesions due to psoriasis were also visible on the skin

@ Springer

control CT-scan showed progression after the 4th treatment
cycle. After 6 cycles of chemotherapy the patient died of pro-
gressive carcinoma in May 17, 2013. MC polyomavirus could
be detected in the paraffin-embedded sample of his primary
tumour and the native samples of the skin and lymph node
metastases.

Patient No2 was 68 when she was diagnosed with MCC in
May 2011. She was diagnosed with pemphigus vulgaris in
2004, and therefore she was administered methylprednisolone
and azathioprine daily. In March 19, 2011, there was a grow-
ing lesion on her left nostril for about 1 month, which was
diagnosed as pyogenic granuloma. She got a surgery date for
June 6, 2011 but due to the rapid tissue growth the surgery was
done on May 24, 2011. MC-polyomavirus could be detected
in the paraffin-embedded sample. Since the operation, the pa-
tient is under close observation, and no progression was found
to date.

Patient No3 with ischaemic heart disease had an acute
myocardial infarction in 1994. She was diagnosed with par-
oxysmal atrial fibrillation in 2002. She had triple coronary
bypass surgery in December 2004 and pacemaker implanta-
tion in July 2011. A firm, elastic nodule 10 mm in diameter
was removed from her nostril in a city hospital in December 6,
2010. By then, the nodule has already grown for 1 month. The
neck ultrasound and the ultrasound-guided fine-needle aspira-
tion biopsy (FNAB) revealed right-sided submandibular
lymph node metastasis in March 30, 2011. The neck block
dissection was carried out in May 9, 2011. The primary tu-
mour was not available for further analysis. MC polyomavirus
could be detected by PCR in the metastatic lymph node. Since
the operation, the patient is under close follow-up, and no
progression was found to date. In the native metastatic lymph
node sample the complete 5392 nucleotide long genome of
MC polyomavirus (KC202810) could be determined. The
polyomavirus differed from the prototype MC (EU375803)
in 10 nucleotides (0.19 %). Truncating point mutation (cyto-
sine to thymine) could be detected at nucleotide position
1461th of the large T (LT)-protein-coding part of the MC
polyomavirus genome.

Patient No5 was 77, when he was diagnosed with MCC in
November 13, 2010. Previously, he was diagnosed with
chronic lymphocytic leukaemia in 2005 and type-II diabetes
in 2007. The MCC appeared on his forehead and was rapidly
growing towards the vertex. The tumour was 3 x 3 x 2 cm in
size, bleeding, and ulcerated by the time of the surgery in
November 28, 2010 (Fig. 3). At the same time, a pigmented,
reticular type seborrhoeic keratosis 5 x 5 mm in size was also
excised left and caudally from the MCC. MC polyomavirus
could not be detected in the paraffin-embedded sample. The
patient died 1.5 month after the surgery.

Neighbouring MCC, squamous cell carcinoma in situ
could be observed in patient No8, and basal cell carcinoma
in patients No4, No6 and No7. In these cases, MC
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Fig. 3 Merkel cell carcinoma in the right frontal region with 1 month
history of appearance (Patient No5). Pigmented seborrhoeic keratosis is
visible at left and caudally from the MCC

polyomavirus could not be detected by PCR neither in MCC,
nor in associated tumours and metastatic lymph nodes (three
native and seven paraffin-embedded samples). Three out of
the four patients died meanwhile.

Discussion

Merkel cell carcinoma of the skin was first described by Toker
in 1972 as “trabecular carcinoma of the skin” [13]. As an
oncogenic virus associated cancer, it is a novel clinical entity.
Although this previously rare disease has been known for a
long time, the increasing number of the acquired immunosup-
pressive conditions has led to the increasing occurrence of the
disease, and later to the confirmation of the infectious origin
[3, 14]. In this study, MC polyomavirus was detected partly in
histological samples of MCC by molecular techniques, and in
one case the location of the truncating point mutation having
crucial role in tumour formation was identified.

None of the preliminary clinical diagnoses raised the sus-
picion of MCC before the histological examination in cases
above, emphasizing the differential diagnostic problem lead-
ing to incorrect or incomplete diagnoses in clinical practice.
Some of the conditions do not require urgent, wide surgical
excision as opposed to the rapidly progrediating MCC. The

early recognition of MCC is especially important, since the
expected S-year survival is 79 % in the early stage (I/A), but it
is only 18 % by the time of the appearance of the first distant
metastasis (stage IV) [5].

The improvement of knowledge, minimization of risk fac-
tors, early recognition and effective treatment highly contrib-
ute to the increase in MCC patients’ survival. We consider the
case of the young 55-year-old patient especially instructive,
since the development of the MCC and the patient’s (early)
death was probably activated by a medical treatment (PUVA)
of a basically non-lethal disease (psoriasis), which therapy
increases the risk of MCC nearly 100-fold [15]. This raises
the attention to the fact that risk factors should be known and
avoided as much as possible. Patients treated by any means of
immunosuppressive method should be followed up closely,
and in case of suspicious skin changes, an early intervention
is necessary. This also means that similarly to other tumour
types, MCC also requires cooperation of different specialists.
Close co-operation of the observing physician and the derma-
tologist, pathologist, oncologist, radiologist, surgeon and in
some cases the microbiologist may also be needed.

Although we worked with a relatively small cohort, and
our results are based on retrospective data and archival histo-
logical samples, we consider our findings important. Consid-
ering the epidemiological characteristics of our patients, we
should highlight that the average age (73.8 years) was in ac-
cordance with the published data (69 years), as was gender
distribution (66 % of our patients are male similarly to known
international data demonstrating a higher ratio — 59 % - of
MCC patients being males) [3]. Considering the localization
of the tumour, there was no difference between the virus-
associated and virus non-associated cases. Similarly to the
literature data, the tumour appeared at the head and neck re-
gion in all but one case. In our series in case of the youngest
patient the primary tumour developed on a naturally sun-
protected area of the leg. All patients’ history revealed some
factors predisposing to MCC, like immunosuppression and/or
old age. In our patients, the most frequent locations of the
metastases were the skin and the lymph nodes. This could
be observed in three quarter of the cases, which can be par-
tially explained by the fact that the tumours were diagnosed in
late stages, and the treatments were ineffective.

Our results can be useful not only for clinical practice but
also for laboratory diagnostics. The well-defined selection of
patients/disease groups and better characterization of differ-
ences between MC-polyomavirus positive and negative cases
is an important step towards the recognition of the etiology
and pathogenesis of all MCCs. The diagnosis of MCC is
based on histological examination. According to our observa-
tions, the presence of MC polyomavirus can already be sug-
gested based on the histological examination. The histological
pattern of the virus-negative tumour tissues shows much more
irregular, heterogeneous tumour cells with polygonal nuclei
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and sometimes light-coloured, less uniform cytoplasm. The
MC-positive tumour cells are round or oval; they have vesic-
ular nuclei and homogeneous cytoplasm. This study supports
the theory that among the histologically proven MCC (more
homogeneous histological pattern, lack of lymphovascular in-
vasion) the presence of MC polyomavirus is associated with
better prognosis [16—19]. Based on earlier experiences, it
seems certain that the virus non-associated cases might repre-
sent independent clinicopathological entity, that is similar to
the virus-associated type in its clinical manifestation, but dif-
fer from it histologically and development. Other types of skin
cancer are also commonly found in MC-negative cases, of
which the pathomechanism may be better understood in the
light of the recent discovery that Merkel cells have epidermal
(and not neural crest) origin. So, theoretically, the epidermal
premalignant progenitor cells may develop into epithelial or
neuroendocrine structures [1, 2, 20]. In MC polyomavirus-
negative MCC cases, other factors, such as ultraviolet irradi-
ation alone, immunosenescence and use of immunosuppres-
sants may be involved in the carcinogenesis [3]. Ionizing ra-
diation may also be related to the occurrence of MCC. Con-
sequently, the tumour presumably originates from immature
cells in these cases, which may explain the unfavourable prog-
nosis of the MC-negative cases by itself. Although the pres-
ence of the MC polyomavirus and the unequivocal integration
of'its genome into the genome of the MCC cells seem to prove
its role in the development of the tumour. However, the exact
pathomechanism still raises many questions and requires fur-
ther investigations [21].

It also deserves attention that the detection of the nucleic
acid of MC polyomavirus is not equal to the diagnosis of the
carcinoma. According to the present knowledge, only viral
nucleic acid integrated in the host cell’s genome can be re-
sponsible for the development of a malignant tumour [4, 21].
This phenomenon is similar to the carcinogenetic mechanism
of human papillomavirus, the closest relative of MC polyoma-
virus. The virus may be present “innocently” (i.e. it can be
detected) e.g. in the cervix, but only human papillomavirus
integrated into the genome of the infected host cell can be hold
responsible for cervix carcinoma.

There are only small nucleotide differences in the genome
of the MC polyomaviruses investigated in different geograph-
ical areas. Only every 540th nucleotide of MC polyomavirus
found in our patient differs from those of the prototype virus
(including the truncating point mutation that results in a stop
codon which has a prominent role in the viral oncogenesis).
This stops the viral replication and induces the pathological
cell proliferation. The former indicates that the evolutionary
mutation rate of these viruses having double-stranded DNA
genome — related to the whole genome — may be low. This
may also mean that the difficulties in the molecular diagnos-
tics originating from the genetic variability should be less
considered than that of the RNA viruses characterized by high
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mutation rate. Well-developed, sensitive, differentiating mo-
lecular biology techniques (based on either quantitative or
mutational measurements) will be of significant diagnostic
and prognostic importance in the detection of both the virus
and the antibodies against the large T antigen (used as a bio-
marker) in MCC diagnostics in the future.

MC polyomavirus is the first known cancer-causing poly-
omavirus in human, which has an association with MCC [4].
The potential infectious origin of this aggressive carcinoma
leads to a change in attitude in the field of its pathogenesis and
diagnostics. However, only detailed disclosure of the
pathomechanism of the MCC may lead to effective prevention
and specific treatment modalities. MCC with viral origin —
similarly to tumours caused by hepatitis B and papillomavi-
ruses — may be preventable by vaccines in the future.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Retroviruses (family Retroviridae) are important agents of humans and animals. This study reports the detection
Retrovirus and complete genome characterization of a novel endogenous retrovirus from the black Syrian hamster
Provirus ) (Mesocricetus auratus) with a squamous cell skin tumor. The proviral genome, tentatively named black Syrian
Betaretrovirus hamster retrovirus (BSHRV/2013/HUN, MK304634), was 8784 nucleotide in length with typical full-length
MMTV - - , s . -

Hamster betaretrovirus genome organization of 5’LTR-gag-pro-pol-env-3’LTR and with a characteristic mouse mammary
Tumor tumor virus-like (MMTV) betaretrovirus dUTPase domain but without a sag gene. The BSHRV gag (534aa), pro/

pol (~1099aa) and env (672aa) proteins had 56%/63%,/50% aa identity to the corresponding proteins of MMTV
(AF228552). The proviral DNA is detectable in tumor as well as in tumor-free cells by conventional PCR and
qPCR but only visible in the tumor cells by in situ hybridization. Low level retroviral RNA expression was found
only in the DNase-treated RNA tumor samples using RT/nested PCR. BSHRV/2013/HUN-like betaretrovirus
DNA was also identified from a faecal and tissue samples from 1 of the further 3 tested individuals by nested-PCR
and qPCR. Further research is needed to investigate the distribution, activity and etiological role of this novel
MMTV-like betaretrovirus species in hamster.

1. Introduction century progressed to include cats, cows, rats, mice, sheep, goats, sev-
eral primates, fish and humans (Dudley, 2011; Feller and Chopra, 1969;
Wang et al., 1995).

Endogenous retroviral elements comprise 8% of the total human

The members of the family Retroviridae are important pathogens of
humans and animals. The ability of some retroviruses to induce tumors

has been known since the turn of the 20th century. In 1908, Ellerman
and Bang described a chicken erythroleukemia that was caused by a
retrovirus followed by isolation of Rous sarcoma virus from a chicken
fibrosarcoma by Peyton Rous (Ellerman and Bang, 1908; Rous, 1911).
These discoveries mark the beginning of experimentation that led to our
current understanding of retroviruses as cancer-causing agents. Sub-
sequent studies extended the general paradigm to mammalian hosts.
The discoveries of Bittner and Gross revealed that mouse mammary
tumor virus (MMTV) retroviruses were associated with mammary epi-
thelial tumors and thymic lymphomas in mice (Bittner, 1936). The list
of animals affected by oncogenic retroviruses expanded as the 20th

genome (Lander et al., 2001). Modern-day exogenous retroviruses, as
well as the infectious predecessors of endogenous retroviruses (ERVs),
are demonstrably oncogenic (Young et al., 2013; Gonzalez-Cao et al.,
2016). Further, replication-competent ERVs contribute to cancer de-
velopment (Kassiotis and Stoye, 2017). Moreover, human cancers are
characterized by transcriptional activation of ERVs. These observations
combine to incriminate ERVs as potential causative agents of some
cancers, too (Kassiotis, 2014).

MMTV, formerly known as Bittner agent, has a causal role in the
majority of mouse mammary tumors in feral and experimental mice
(Ross, 2008). MMTYV is a prototype species of the genus Betaretrovirus in
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List of oligonucleotide primers used in this study. ISH: in situ hybridization, AS: anti-sense probe, S: sense probe, Lowercase letters in 5’-3’ sequence column: T = RNA

polymerase recognition sites.

Application

Primer name

5’-3’ sequence

PCR-product size (bp)

1st PCR round

1st PCR round

2nd PCR round (nested)
2nd PCR round (nested)
ISH AS probe production
ISH AS probe production
ISH S probe production
ISH S probe production
qPCR standard

qPCR standard

qPCR reaction

qPCR reaction

HamREV-972-F-out
HamREV-1643-R-out
HamREV-1036-F-in
HamREV-1622-R-in
HamREV-2847-F-ISH
HamREV-3038-R-T7-ISH
HamREV-6242-F-T7-ISH
HamREV-6435-R-ISH
HamREV-2540-R
HamREV-2113-F
HamREV-2310-F
HamREV-2413-R

CTGCAGTCCCGCCAGTGAAGATAG 672
CTCTGCCAATGCCCCTTGAA

ACTCGGGCTCAAAGGGACAGAAAA 587
GCCTATGGGTGGCAGGTATTC

GCTCTTGGGAAAGAGCTCCA 191
taatacgactcactatagggGCCTGTAGCTCAGGATTGGG
taatacgactcactatagggTTACATCCGGTGGTTTGGGG 193
CTGACAGGCAAACAACCAGC

TTTACATCTTGGGCAAATGCCA 428
CAGGGATTCARCAAGGCAATGA

GTATGTGCAGATGCCTCACC 104

CCTCCCCCATATGTCTGTTTC

the family Retroviridae (ICTV, 2011). Multiple double-stranded MMTV
DNA copies are also found in the chromosomal DNA (called integrated
or endogenous proviruses) of laboratory mice (Coffin, 1992). The virus
is mostly transmitted vertically (endogenous virus) when embryonic
germ-line cells are infected (Cohen and Varmus, 1979), but it is also
usually transmitted horizontally through maternal milk, as exogenous
virus or milk-borne virus (Bittner, 1936). MMTV-induced mammary
tumorigenesis is mediated by proviral integration, usually by enhancer-
mediated activation of nearby cellular oncogenes, although coding re-
gion insertions that alter the gene product have also been described
(Callahan and Smith, 2008; Ross, 2010). Additionally, the MMTV en-
velope (env) protein has been implicated in mammary tumorigenesis
(Katz et al., 2005). The identification of a retrovirus that causes breast
cancer in mice created great interest in determining whether similar
viruses exist in other species, particularly in humans (Spiegelman et al.,
1970; Axel et al., 1972; Mesa-Tejada et al., 1982; Keydar et al., 1984).
MMTV-like sequences were identified in humans using nested PCR
techniques (Wang et al., 1995; Liu et al., 2001; Lawson et al., 2010): a
human endogenous retrovirus K (HERV-K) human mouse mammary
tumor virus(HMTV)-like 2 (HML-2) (Hohn et al., 2013; Garcia-Montojo
et al., 2018) 90-98% homologous to MMTV has been detected in ap-
proximately 40% of breast cancers in American women (Wang et al.,
1995) but interpretation of these reports remains controversial.

Hamsters are popular pet animals with Syrian hamsters
(Mesocricetus auratus) and Djungarian hamsters (Phodopus sungaros)
being among the most frequently kept species. Reports of spontaneous
tumors in domestic hamsters are scarce, and most are individual case
reports (Kondo et al., 2008). The incidence of tumors in these two
species is quite different. In the integumentary system of Syrian ham-
sters' melanomas and cutaneous lymphoma are the most frequently
detected tumors, but both are low in incidence. However, the incidence
of cutaneous neoplasias is five times greater in Djungarian than in
Syrian hamsters and these are predominantly represented by mammary
tumors, atypical fibromas and papillomas (Jelinek et al., 2013).

In the 1960-1970's there were several reports of the isolation of
type-C-like retroviruses from hamster cells including the hamster leu-
kaemia virus (HaLV), the hamster sarcoma virus (HaSV) and the D-9
virus was described (Bassin et al., 1968; Kelloff et al., 1970; Somers
et al.,, 1973). These viruses have been reported to have little or no
endogenous reverse transcriptase activity and to be unable to transform
murine cells (Kelloff et al., 1970; Verma et al.,, 1974). In 1979, a
hamster retrovirus (HaRV) with typical type-C characteristics was de-
scribed in the continuous culture of natural hamster melanoma cell line
(Y-22). The virus differs from all other known hamster viruses in its
ability to transform murine as well as rat and hamster cells with ap-
parent one-hit kinetics (Russell et al., 1979). Since then there was no
further data in this research area.

This study reports the identification and characterization of the
complete genome of a novel MMTV-like betaretrovirus in an integrated

form (provirus) in black Syrian hamsters (Mesocricetus auratus) by
molecular and in situ hybridization methods.

2. Materials and methods
2.1. Specimens

Post mortem tumor specimen and tumor-free tissue samples from the
tail, liver, testes and lung were collected from a male black Syrian
hamster (Mesocricetus auratus) pet animal, euthanized for clinical rea-
sons, and used for molecular and histo/immunopathological in-
vestigation (Animal 1).

To acquire cellular nucleic acids in a non-invasive way, fresh faecal
specimens which are known to contain intestinal epithelial cells were
collected from another three, clinically healthy, 12-21-month-old black
Syrian hamsters (n = 2 female and n = 1 male) kept as house pets by
three different owners (medical students) in the town of Pécs
(Hungary), in May and June 2018 to test for the study sequence. One of
these animals (a 1.5-year-old female) died — because of old age - on
November 22, 2018. Different post mortem tissue specimens (skin, lung,
ovaries and liver) collected from this animal (Animal 2) were also
tested by (RT/) nested PCR (Table 1) for the studied virus.

2.2. Viral metagenomics

A tumor sample from the face (Fig. 1) of Animal 1 was subjected to
viral metagenomic analysis using random nucleic acid amplification of
enriched tissue associated viral particles (Victoria et al., 2009). Briefly,
phosphate-buffered saline-diluted (PBS) tissue homogenates were
passed through a 0.45 um sterile filter (Millipore) and centrifuged at
6000 x g for 5min (Phan et al., 2013). Then the filtrate was treated
with a mixture of DNases and RNases to digest unprotected nucleic
acids (Phan et al., 2013). Nucleic acids were then extracted (RNA ex-
traction without DNAase step) using the QIAamp spin-column tech-
nique (Qiagen, Hilden, Germany) and subjected to sequence in-
dependent random PCR/RT-PCR amplification. A ¢cDNA library was
constructed from the extracted RNA by ScriptSeqTM v2 RNA-Seq Li-
brary Preparation Kit (Epicentre). The random PCR/RT-PCR amplicons
from the cDNA library and the extracted DNA were sequenced by the
MiSeq Illumina platform according to the manufacturer's instruction,
and as described previously (Phan et al., 2013). Paired-end reads of
250 bp generated by MiSeq are debarcoded using Illumina vendor
software. Using an in-house analysis pipeline running on a 36-nodes
Linux cluster human and bacterial reads were subtracted by mapping to
human reference genome hg38 and bacterial nucleotide sequences from
nt using Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 2012). Adaptor and primer
sequences were trimmed using the default parameters of VecScreen (Ye
et al., 2006). The cleaned reads were then de-novo assembled using
Ensemble Assembler (Deng et al., 2015). The assembled contigs > 100-
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Fig. 1. Gross photography of the affected (euthanized) black Syrian hamster (Animal 1). (A) Primary skin tumor masses are visible on the face, neck and metastasis
on the chest area (black arrows). The tumor was circumscribed and white-brown in color. On the cut surface, a large central necrosis circumscribed by homogeneous
grayish tissue was apparent. (B) The metastasis on the chest was solid, well circumscribed, measured 0.7 cm in diameter and of white color on cut surface (white
arrow). No other metastasis was observed in other parts or organs of the body. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)

bp, along with singlets, were aligned to an in-house viral proteome and
nucleotide database using GenBank BLASTx and BLASTn using E-value
cut-off of 10~ '°. The significant hits to virus were then aligned to an in-
house non-virus-non-redundant universal proteome database using
DIAMOND (Buchfink et al., 2015). A web-based graphical user interface
was used to show the viral matches, along with taxonomy information
and processing meta-information. Metagenomic raw reads were sub-
mitted and deposited in the NCBI short read archive (SRA) under Bio-
Project PRJNA550124 (Experiment SRX6101754 and Run
SRR9335418).

2.3. Complete genome determination and sequencing

The freshly dissected tumor specimen and tumor-free tissue samples
from the tail, skin, liver and lung were homogenized separately using a
Potter-Elvehjem pestle (Sigma-Aldrich Co., Munich, Germany).

Total RNA and DNA were extracted in separate reactions from ap-
proximately 50 mg of freshly homogenized tissue samples and 150-
150 pl of 40 w/v% faecal suspensions (in 0.1 M PBS) using TRI Reagent
(Molecular Research Centre, Cincinnati, OH, USA) for RNA isolation
and innuPREP DNA Mini Kit (Analytik Jena, Germany) for DNA isola-
tion according to the manufacturer's instructions. To remove the
genomic DNA the extracted total RNA samples were digested with
DNase I (Thermo Scientific USA Waltham, MA) in the presence of Mg?*
for an hour at 37 °C. The efficiency of the DNase treatment was verified
by RT-nested PCR without the use of reverse transcriptase enzyme
which showed negative results. For the RT-nested PCR outer and inner
primer pairs targeting the 5’LTR (long terminal repeat) and P10 junc-
tion was used (Table 1).

The complete genome of the black Syrian hamster retrovirus
(BSHRV/2013/HUN, GenBank accession number MK304634) was de-
termined by a primer-walking method and PCR techniques using DNA
extract from the tumor tissue from Animal 1. Sequence-specific oligo-
nucleotide primers were designed using the retroviral reads and contigs
determined by viral metagenomics. Both ends of the genome and the
flanking chromosomal regions of the provirus were determined using
Thermal Asymmetric Interlaced PCR (TAIL-PCR) method (Liu and
Whittier, 1995). The sequences determined by TAIL-PCR and viral
metagenomics were verified by conventional and Long Range PCR
using reagents and methods described previously (Boros et al., 2012).

PCR products were sequenced directly in both directions using a
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied

Biosystems, Warrington, UK) with the specific primers and run on an
automated sequencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied
Biosystems, Stafford, USA).

2.4. Sequence- and phylogenetic analysis

ClustalX (version 2.1) and GeneDoc (version 2.7) software were
used to align, assemble and compare the study strain and the prototype
betaretroviral sequences available in GenBank. The phylogenetic tree
from the aligned amino acid sequences of the pol gene was constructed
by the neighbor-joining method using MEGA 6 (Tamura et al., 2013).
Bootstrap analysis of 1000 replicates was done to measure the sig-
nificance of branching.

2.5. Integrated viral genome copy number determination using quantitative
PCR (qPCR)

For the absolute quantification of integrated viral copy number of
tumor, tail, liver and lung tissue samples (10 ng DNA/specimen), the
SYBR Green-based qPCR method (Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) was used according to the
manufacturer's instructions. The qPCR reaction mix contained 12.5 pl
2 X Maxima SYBR Green/ROX qPCR mastermix and 0.3-0.3 pl of 20 uyM
strain specific HamREV-2310-F and HamREV-2413-R oligonucleotide
primers (gag gene, Table 1) and 10-10ng of isolated total DNA as
templates in the final volume of 25pl. The qPCR thermal program
contained a Pre-Incubation step (95 °C-10 min) followed by a 39 cycles
of quantification steps [95°C-15s, 57 °C-15s, 72°C-33s] and a dis-
sociation assay and ran both in a plate format on an ABI 7500 qPCR
thermal cycler. For the generation of the standard curve, a 10-fold di-
lution series (2.26E +06-2.26E+ 03) of purified (GeneJet Gel Extrac-
tion Kit, Thermo Scientificc Waltham, MA, USA) and spectro-
photometrically (NanoDrop ND-1000) quantified 428 bp long PCR
product of gag gene were used. The PCR product used for the standard
curve includes the target sequences of HamREV-2310-F and HamREV-
2413-R oligonucleotide primers (Table 1) of the qPCR reactions. The
gPCR assay contained three technical repeats of all samples and stan-
dards. The slope of the standard curve was —3.398550 and the calcu-
lated PCR efficiency was 99.92% (Supplementary Fig. S1).
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Fig. 2. Schematic organization of the betaretroviral genome of black Syrian hamster retrovirus (BSHRV/2013/HUN, GenBank accession number MK304634). The
full length of the provirus is 8784 nt. The sense and antisense ISH probes were located in the presumed dUTPase (sense) and the retroviral envelope protein-coding
(antisense) regions (gray lines above the scale). The figure is drawn to scale. Abbreviations: dUTPase = trimeric dUTP (deoxyuridine 5’-triphosphate nucleotide
hydrolase) diphosphatase domain; LTR = long terminal repeat; PBS = primer-binding site; PPT = polypurine tract; U3 = unique 3 region; R = terminal repeat;

U5 = unique 5 region.

2.6. Histopathology

Samples (Animal 1) for histopathological examination were fixed in
10% neutral buffered formalin, embedded in paraffin wax, sectioned at
5 um thick slices and stained with haematoxylin and eosin.

2.7. In situ hybridization

2.7.1. Probe production

Two, 191-nt-long sense, and 193-nt-long antisense Digoxigenin-11-
UTP (DIG, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) labeled RNA probes
(Table 1, Fig. 2) were produced using TranscriptAid T7 High Yield
Transcription Kit (Thermo Scientific USA Waltham, MA) and T7-pro-
moter-tagged silica-column (Qiagen, Germany) purified PCR products
as templates. The sense and antisense probes were located in the pre-
sumed dUTPase (sense) and the retroviral envelope protein-coding
(antisense) regions (Fig. 2).

The produced DIG-labeled RNA probes were purified using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany). For the evaluation of the integrity,
length and yield of the transcripts the purified samples were run on a
1% agarose gel with ethidium bromide along with RiboRuler™ RNA
Ladder (Thermo Scientific USA Waltham, MA). The produced DIG-la-
beled RNA probes were used for the detection of retroviral DNA and/or
RNA using in situ hybridization of formalin fixed paraffin embedded
slides.

2.7.2. Chromogenic in situ hybridization of FFPE sections

Slides of 10pum thick formalin-fixed paraffin embedded (FFPE)
sections were deparaffinized and rehydrated using xylene and des-
cending concentrations of ethanol (100% to 50%). The rehydrated
sections were digested with Proteinase K (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MI, USA) at 37 °C for 10 min. After extensive washing with 1 X phos-
phate-buffered saline (1xPBS, pH 7.4) the samples were post-fixed with
freshly prepared 4% paraformaldehyde for 5 min at room temperature
(RT). After washing in 1xPBS the slides were acetylated using 0.1 M
triethanolamine buffer containing 0.25% acetic anhydride (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MI, USA) (pH 8.0). The pre-hybridization was done
at 42°C for 2h in a pre-hybridization buffer containing 50% deionized
formamide, 4 X saline-sodium citrate (SSC), 2.5 % Denhardt's solution,
0.25% yeast RNA. After pre-hybridization the slides were incubated at
80 °C for 5min (DNA denaturation) then at 42 °C for overnight (probe
hybridization) in a hybridization buffer containing 50% deionized
formamide, 4 X saline-sodium citrate (SSC), 2.5 X Denhardt's solution,
0.5% yeast RNA, 10% Dextran sulphate and 1,4 ug/ml of the sense or
antisense DIG-labeled probes. The slides were washed in 2xSSC at 42 °C
for 2 X 15 min followed by washing in 1xSSC at 42 °C for 2 X 30 min in

a rocking shaker. After stringency washing the sections were washed
in1xPBS-0.1% Triton X-100 (1xPBST) and blocked in 1xPBST con-
taining 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA)
for an hour at RT. After blocking the slides were incubated overnight in
an antibody solution of 1xPBST, 1% FBS and 1:1000 alkaline phos-
phatase conjugated anti-DIG Fab (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA)
at 4 °C. After four times washing with 1xPBST for 15 min, and 100 mM
Tris(pH 9.5), 100 mM NaCl for 3x5min the sections were developed
with NBT/BCIP diluted in 100 mM Tris (pH9.5), 100 mM NaCl and
1mM levamisole for three hours. The chromogenic reaction was
stopped by extensive washing in 1xPBS and dH,O. The sections were
covered in 87% glycerol. In case of negative control slides the hy-
bridization procedure was the same except in the probe hybridization
step where probe-free hybridization buffer was used.

3. Results
3.1. Case description, clinical and gross pathology

A juvenile male black Syrian hamster (Mesocricetus auratus) (Animal
1) was purchased in a pet shop in Slovakia, in January 2013 and kept as
a pet in Hungary. Three months later a skin tumor developed on the
face and neck area of the hamster. During the following three weeks the
neoplasia reached 25mm in diameter and a skin metastasis on the
chest. The hamster survived for 6 months and was euthanized by a
veterinarian because of unfavorable prognosis (Fig. 1). At post mortem
pathology the black Syrian hamster body weight was 40 g. The tumor
was circumscribed and white-brown in color. On the cut surface a large
central necrosis circumscribed by homogeneous grayish tissue was ap-
parent (Fig. 1). The metastasis on the chest was solid, well circum-
scribed, measured 0.7 cm in diameter and of white color on the cut
surface. No other metastasis was observed in other parts of the body.

3.2. Detection of viral sequences by viral metagenomics

The primary tumor tissue from the face (Animal 1) was subjected to
viral metagenomics analysis. After in silico analysis and de novo as-
sembly, 5593 sequence reads were obtained showing similarity to
viruses (BLASTx cut-off E score <10~ '°). The detected sequences con-
taining > 100 reads were only from virus family Retroviridae
(N = 2284) and human endogenous retrovirus elements (N = 613). The
other (N = 1622) and unclassified (N = 1074) reads were non-viral
repeats and non-relevant sequences by in silico sequence analysis. The
reads corresponding to virus family Retroviridae were further analyzed.
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3.3. Determination of the retrovirus sequence

Using multiple sequence-specific primer pairs designed against the
metagenomic retroviral sequences the viral DNA sequence was detect-
able from the DNA extracts of the tumor tissue as well as the additional
analyzed tissue samples of liver, lung, testes and tail by PCR. These
results suggested that retroviral sequence(s) are present in the DNA
form likely integrated as a provirus in the hamster genome. Viral RNA
was only detectable in the 2nd PCR round of RT nested-PCR in the
DNase-treated RNA extract of the tumor but not in the other RNA
samples of tumor-free organs.

Using a primer walking method, TAIL-PCR, Long Range PCR (up to
8800 base pairs in length), multiple control PCRs and sequencing the
continuous, single and complete genome of the provirus, tentatively
named black Syrian hamster retrovirus (BSHRV/2013/HUN, GenBank
accession number MK304634), was determined and verified from the
DNA sample of the tumor tissue. The BSHRV genome is 8784 nucleotide
(nt) in length and the genome organization follows the typical retro-
viral genome structure, 5’LTR-gag-pro-pol-env-3’LTR with intact coding
regions (Fig. 2). BSHRV encodes the capsid/nucleocapsid (gag) pro-
teins; the enzymes (reverse transcriptase and integrase) needed for
genome replication (pro/pol) and the envelope proteins (env) that bind
the cell surface molecules used for virus entry. Because the BSHRV
genome encodes at least all known fundamental retrovirus genome
elements and proteins (Fig. 2) it is considered a simple betaretrovirus
(MK304634).

3.4. Analysis of the long terminal repeats (LTRs)

Betaretrovirus LTRs are one of the longest known among retro-
viruses, with a length exceeding 1000 nt. LTRs contain regulatory se-
quences such as promoters, polyadenylation signals/sites and en-
hancers, and can therefore dramatically influence the RNA expression
of both retroviral and nonretroviral sequences (Guntaka, 1993; Seifarth
et al., 2005). At both ends of the BSHRV genome there are 1028 nt-long
and 899nt-long 5’ and 3’ long terminal repeats (LTRs), respectively.
LTR sequences of the virus predicted to start with the sequence
T1GCCAC and ended with TGGCAGg7g4. The 5 and 3’ LTRs (in U3-R-U5
genome part) of BSHRV has 96% sequence identity to each other, re-
spectively.

At the beginning of the BSHRV 5’LTR, a 16 nt-long tandem repeat
(Tl97/213TCAAGGGATATTTTA212/228) with a hlgh T content (44(%))
were found (Fig. 2). Conserved elements like TATA box (TATAAAAA) at
nts 738-745, an AATAAA motif (AGTAAA) at nts 759-764 and C/T rich
stretch can be recognized in BSHRV 5’LTR, respectively (Fig. 2). The
predicted lengths of the unique 5’ region (U5’), the terminal repeat (R)
and the U3’ regions are 745 nts, 13nts and 270 nts within the 5’LTR,
respectively (Fig. 2). An 18 nt-long conserved primer-binding site (PBS)
that bound a cellular tRNA (tRNALys3) is located at the terminal part of
the BSHRV 5’LTR (TGGCGCCCGAACGGGGAC at nts 895-912). This
PBS (PBS(Lys3)) compare to the PBS of HIV, SIV and MMTV (Das et al.,
1995) is different with 1 nt at the position 907 (A — G). The region
between PBS and the gag start codon is 116 nt; the T content is 27%
(A + T =55%) and it does not contains any repeats. Compared to
MMTV (X97044) 5’LTR, the BSHRV 5’LTR is shorter by 293 nt and has
39,1% nt identity to each other. There is also a high degree of nt
identity (96% and 94%) between BSHRV 5°’LTR and Phodopus sungorus
(Djungarian hamster) endogenous retrovirus MRS-Ps (M63643) 5’LTR
and BSHRV 5’LTR and the 5’ LTR of dwarf hamster endogenous retro-
virus MRS-X3 (S77169), respectively, available 5’LTR sequences in
GenBank from years 1991 (Tikhonenko et al., 1995) and 1994
(Vasetskii, 1994).

The 3’LTR is 899 nt in length and is preceded by an 18 nt long
polypurine tract (PPT, ASTA6G4A2 at nts 7885-7902) (Fig. 2) involved
in plus-strand DNA synthesis (Bowman et al., 1996). The predicted
length of the U5, the R and the U3 regions are 751 nts, 13nts and 135
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nts within the 3’LTR, respectively (Fig. 2). Corresponding to the 5’LTR,
conserved 3’LTR elements like TATA box (TATAAAAA) at nts
8629-8636 and AATAAA motif (AGTAAA) at nts 8650-8655 can be
recognized in BSHRV 3’LTR, respectively. The 3’LTR of BSHRV does not
contains any repeats. There is a high degree (93%) of nt identity be-
tween BSHRV 3’LTR and dwarf hamster endogenous retrovirus
(S77150) 3’LTR.

Only at the express request of the manuscript Reviewer we com-
pleted the possible retroviral integration time based on the strongly
hypothesis-based mathematical calculation (t = k/2N; k = divergence;
N = nucleotide substitution rate of host genome) (Martins and Villesen,
2011). A wide range of possible integration time was calculated, be-
tween 1639 years to 6.7 million years, depending on the available nu-
cleotide substitution rate of rodent hosts. The authors do not draw
conclusions from this result because of its unreliability.

3.5. Analysis of the coding region

The start codon for gag is present at nts 1029-1031 (A;0290UGG).
The gag, pro/pol and env genes were encoded in three different reading
frames (Fig. 2). The gag is 534 amino acids (aa) long and contains the
structural betaretrovirus proteins, p10 and p24 (core nucleocapsid
protein), a zinc knuckle and the gag-polyprotein viral zinc-finger
(Fig. 2). The BSHRYV gag protein is 57 aa shorter than the gag protein in
MMTV and has 56% aa identity to the corresponding gag protein of
MMTV (AF228552). The pro includes the deoxyuridine 5’-triphosphate
nucleotide hydrolase (dUTPase, trimeric dUTP bisphosphatase, dut
gene) domain and the retropepsin (aspartate protease). Because the
gag-pro-pol gene is translated by ribosomal frameshifting, exact N- and
C-terminal ends of the pro proteins are difficult to assign. The pol gene
is comprised from nt 3370 to nt 6036. The pol encodes the basic ret-
roviral enzymes the reverse transcriptase (RT) including the RT thumb
domain, which is composed of a four-helix bundle, the RNase H tran-
scriptase and the integrase. The highly conserved aa sequence of tyr-
osine (Y)-methionine (M)-aspartic acid (D)-aspartic acid (D) (YMDD
motif) is present in the catalytic domain C of viral RT (Tipples et al.,
1996) as well as the active residues ((H)-histidine (C)-cysteine and D,D-
35(E)-glutamic acid) of the integrase (Fig. 2). The pro/pol polyprotein
(~1099aa) of BSHRV has 63% aa identity to the corresponding protein
of MMTV (AF228551). Env gene is comprised from 5867 nt to 7885 nt
(672 aa) encoding the surface and transmembrane glycoproteins in-
cluding the envelope glycoprotein of the viral envelope. The env
polyprotein of BSHRV has 50% aa identity to the corresponding protein
of MMTV (AF228552). No significant reading frame preceded by a start
codon is found downstream of the env gene, suggesting that BSHRV
does not encode a MMTV-like superantigen (sag) in 3’LTR.

The possible integration site (or sites) of the proviral BSHRV in the
host genome is could not be determined. Identical betaretrovirus coding
(intact) protein sequences were not identified in the available genome
of the Syrian hamster (Mesocricetus auratus) (taxid: 10036) and the
Chinese hamsters (Cricetulus griseus) genomes (taxid: 10029) using
blastx (Reference proteins, refseq protein database) in GenBank.
BLASTn search of the full length BSHRV genome (MK304634) against
MesAurl.0 - which contains genomic (non intact) scaffold sequences of
a female Golden Hamster (ID: GCA_000349665.1) - showed only
moderate sequence identity (65.81%) and low query coverage (40%) to
a scaffold sequence (ID: 01962; NW_004803565.1) as the closest match.
This result could suggest that BSHRV are not consistently present in all
genomes of golden hamsters or the available hamster genome se-
quences.

3.6. Phylogenetic analysis
Phylogenetic analysis of the translated pol and env genes of BSHRV

was performed using the neighbor-joining option in MEGA6 and re-
ference sequences from betaretroviruses indicating that BSHRV is
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Fig. 3. Phylogenetic analysis of the translated (aa) pol (A) and env (B) genes of BSHRV/2013/HUN (GenBank accession number MK304634, bold letters) using the
neighbor-joining option in MEGA6 and reference sequences from betaretroviruses. 1000 bootstrap replicates were analyzed. Bootstrap values > 50 are shown.
Sequences had been aligned using the Clustal X program. Vertical black lines indicate the prototype members of the known betaretrovirus species.

situated phylogenetically in a cluster with MMTV confirming the ge-
netic relationship (Fig. 3), however, it could represent a novel betare-
trovirus species.

3.7. Histological findings

The haematoxylin and eosin stained histological sections of the
tumor (Animal 1) demonstrate a well-differentiated squamous cell
carcinoma. The fibroblastic neostroma is infiltrated with typical flame-
like tongues of centrally keratinized tumor cell nests (Fig. 4A and B).

3.8. In situ hybridization

BSHRV-specific hybridization was predominantly restricted to the
proliferating tumor cells of the squamous epithelium which formed
numerous concentric keratin nodules (Fig. 4). The hybridizations were
observable mainly in the nuclei of the tumor cells in sections hybridized
with either sense or antisense probes (Fig. 4C and D). Furthermore, the
localization of the hybridization signals were essentially the same in the
sections labeled with the sense or the antisense probes (Fig. 4C and D).
These results suggest that the probes were detecting the integrated
proviral DNA of BSHRV not the viral RNA. There was no visible specific
hybridization signal in the negative control sections (Supplementary
Fig. S2).

3.9. Detection of BSHRV-like betaretrovirus sequence from further black
Syrian hamsters

One of the three DNA extracts from faecal specimens collected from
further three animals were strong positive for BSHRV-like betare-
trovirus by nested-PCR and sequencing. The amplified 538 nt long gag
gene sequence had 99.4% nt identity to the corresponding regions of
BSHRV/2013/HUN. This animal (a 1.5-year-old female, Animal 2) died
- because of the old age - on November 22, 2018. Different post mortem
tissue specimens (skin, lung, ovaries and liver) were collected and all
specimens tested also positive by nested PCR for the novel betare-
trovirus.

3.10. Integrated BSHRV-like betaretrovirus genome copy number
determination using gPCR

Based on the results of qPCR analysis the tumor, liver and lung
samples of the black Syrian hamster with differentiated squamous cell
skin cancer contained similar numbers of integrated viral copies
(~1.18E+04/ng DNA, Table 2), while the tail sample contained nearly
twice as large a copy number of integrated viral genomes (2.03E + 04/
ng DNA, Table 2). Interestingly, the integrated viral genome copy
numbers of the tissue samples of the tumor-free animal (Animal 2) were
ca. one order of magnitude higher (ranged between 1.11E + 05/ng DNA
and 1.76E+05/ng DNA) than the animal (Animal 1) with skin tumor
(Table 2).

4. Discussion

In this study, using viral metagenomics, histological analysis, in situ
hybridization, PCR, RT-PCR and qPCR approaches, we report the ser-
endipitous identification, complete genome characterization and ana-
lysis of a novel endogenous retrovirus sequence, that was named black
Syrian hamster retrovirus (BSHRV), in a black Syrian hamster
(Mesocricetus auratus) that presented with differentiated squamous cell
skin cancer. Taxonomically, the golden and Syrian hamsters are iden-
tical (M. aurateus) (https://www.ensembl.org/Mesocricetus_auratus/
Info/ Annotation). Black Syrian hamsters are color variations of M.
auratus.

The BSHRYV retroviral DNA sequence was detectable from the DNA
extracts of the tumor tissue as well as the additional analyzed tissue
samples of liver, lung, testes and tail collected from the same animal by
conventional PCR and qPCR. These results suggested that the retroviral
sequence(s) is possibly present in integrated form in this host germ-line,
as a provirus. Interestingly, the BSHRV retroviral RNA was detectable
only in the 2nd PCR round of RT nested-PCR in the DNase-treated RNA
sample of the tumor but not in the other RNA samples of tumor-free
organs which suggest a low level viral RNA expression in the tumor but
not in the other analyzed tissues. The BSHRV retroviral DNA sequence
was also identified in a faecal (most likely from host cells present in the
faeces) and other tissue samples (skin, lung, ovaries and liver) —
showing the same systemic distribution as in the diseased animal -
collected from an additional black Syrian hamster that was clinically
healthy at the time of the specimen's collection. Interestingly, the
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Fig. 4. Sections from squamous cell skin tumor of a black Syrian hamster (Mesocricetus auratus) (Animal 1) stained with Haematoxylin and eosin (A) and (B) and
chromogenic ISH using sense (C) or antisense (D) probes. Black arrows indicate the stained nuclei of BSHRV-positive tumor cells surrounding the concentric keratin
nodules (asterisks). White arrows indicate the BSHRV-negative, potentially tumor-free cells.

Table 2

Summary of the results of absolute quantification of integrated viral copy
number in a hamster with a skin tumor (Animal 1) and a clinically healthy
hamster (Animal 2) using SYBR-Green based qPCR. Ct: threshold cycle; SD:
standard deviation.

Tested Sample type Average Ct SD (Ct) Average copy number/ng
animals DNA
Animal 1 skin tumor 20.3888 0.078 1.18E+04
liver 20.4348 0.349 1.17E+04
lung 20.3701 0.064 1.20E+04
tail 19.5900 0.039 2.03E+04
Animal 2 skin 16.4016 0.057 1.76E+05
liver 17.7126 0.052 1.11E+05
lung 16.4566 0.026 1.70E+05

integrated viral genome copy numbers were > 10 times higher in tissue
specimens in tumor-free animal than animal with skin cancer. The as-
sociation between the BSHRV and the skin tumor in hamster remains
unknown. A non-viral etiology for tumor formation in the presented
case is also the possible. To prove that BSHRV, as do oncogenic retro-
viruses (Braoudaki and Tzortzatou-Stathopoulou, 2011), influences or
contributes to tumor genesis and therefore capable of transforming
normal cells into malignant cells will require further studies. Further
studies also need to investigate the origin of the BSHRV retroviral DNA
shedding in the hamster faecal sample. Interestingly, counterpart study
investigating the faeces for the “milk-transmitted” MMTV is not known
for mice - to our best knowledge.

The BSHRV retrovirus genome had full length and typical

betaretroviral genome features and organization of 5’LTR-gag-pro-pol-
env-3’LTR with the dUTPase domain but without the superantigen (sag)
gene in 3’LTR (Hayward et al., 2013). The continuous and single pro-
viral nucleotide sequence was verified by amplification of the full
length betaretrovirus genome by Long Range PCR and Sanger sequen-
cing. In the translated region, the gag gene encodes the characteristic
betaretrovirus elements p10, p24 (capsid), zinc knuckle and the zinc
finger. The pro gene encodes the dUTPase and the retropepsin. The pol
gene includes the reverse transcriptase (RT), the RNase H and the in-
tegrase. The env gene encodes the envelope proteins. The complete and
intact LTR/coding proviral genome regions of BSHRV are remarkable
and one of the prerequisites for a viral replication and production of
potential viable retrovirus particles.

By sequence- and phylogenetic analysis the proteins of the BSHRV
had high aa sequence diversity from the known members of the be-
taretrovirus species. BSHRV represents a potential novel betaretrovirus
species but its proteins had the closest relationship to the corresponding
proteins of mouse mammary tumor virus (MMTV) betaretrovirus.
MMTV is an important prototype member of the betaretroviruses as-
sociated with tumors in mice. In this context, the determination of a
novel sequence relative of MMTV-like betaretrovirus in a novel
mammal host species increases the knowledge of the sequence diversity
of these retroviruses. It would be worth considering this betaretrovirus
sequence variant in screening primer design for PCR in human and
animal prevalence studies in the future.

There are several important open questions related to BSHRV. Based
on the methods used in this study the endogenous retrovirus nature, the
DNA copy number(s) in the host genome and the integration site(s)
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remains unknown in either the tumor or the germ-line. The viral par-
ticle nature and the transmission mode(s) of the potential exogenous
form of BSHRV virions are also undetermined. Functional analysis of
BSHRYV by RNA expression in different tissues, electron microscopy and
Southern blotting with specific probes maybe brings us closer to the
answers. BSHRV or BSHTV-like complete betaretrovirus sequences have
not been reported from hamsters and could not be identified in the
available assembled genome databases of hamsters. Further study is
required to determine the prevalence and biological significance — in-
cluding in tumorigenesis - of BSHRV and BSHRV-like betaretroviruses
in different genetic lineages of hamsters and other mammals.
Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.meegid.2019.103995.
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