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BEVEZETES

A rosszindulati daganatok kialakuldsaért kiilonb6zé endogén ¢és exogén
tényezok tehetdk feleldssé. Az exogén tényezok kozott a karcinogén kémiai anyagok és
a fizikai sugarzas mellett jelentds szerep jut a daganatkelté mikroorganizmusoknak,
elsésorban a virusoknak. Emberben atfogd tanulmanyok igazoljak, hogy minden
hatodik daganat hatterében bizonyithaté fert6z6 agens koroki szerepe vilagszerte. Noha
ez a gyakorisag csak egy atlag, és valdszinlileg alulbecsiilt is, jelentds foldrajzi
kiilonbségeket is lathatunk. Kiilondsen a fejlédd orszagokat érintik sulyosabb
mértékben a fertdzd eredetii daganatos megbetegedések, ahol akar minden masodik
daganatos megbetegedésben is szerepet jatszhatnak €és egyben a fiatalabb népességet is
érintik.

A ma ismert emberi daganatot okozé Un. onkogén virusok kozott DNS és RNS
genomu virusok egyarant megtalalhatéak. Az emberi onkogén DNS virusok kozé
tartoznak az Epstein-Barr virus (EBV, Herpesviridae csalad), a Kaposi-szarkdémahoz
asszocialt herpeszvirus (KSHYV, Herpesviridae csalad), a human papillomavirus (HPV,
Papillomaviridae csalad), a hepatitis B virus (HBV, Hepadnaviridae csalad) ¢és a
Merkel-sejtes polyomavirus (Polyomaviridae csalad). Az emberi onkogén RNS genomu
virusok koz¢ a hepatitis C virus (HCV, Flaviviridae csalad), valamint a human T-sejtes

lymphotrép virus 1 (HTLV-1, Retroviridae csalad) tartozik.

A Merkel-sejtes karcinoma és polyomavirus

A Merkel-sejtes karcinoma (MCC) ritka, agressziv, a ham stratum basale
rétegébol kiindul6d daganat, amelynek elsé leiréja Toker volt 1972-ben. A Merkel-sejtek
eredete a mai napig vitatott, hogy vajon epidermalis keratinocita-szerti sejtekbdl vagy
idegrendszeri eredetli migralt &ssejtekbdl vagy pre/pro B-sejtekbdl szdrmaznak. A
daganat elsésorban az iddseket és az immunszuppresszalt személyeket érinti. Az MCC
gyorsan novo, szoliter, fajdalmatlan, altaldban pirosas-rozsaszinii, de lehet akar kékes-
lilas vagy borszinii tumor, mely leggyakrabban a napsugarzasnak erdsen Kkitett
borfelszineken, kiillondsen a fej-nyaki régiodban jelenik meg. Mivel a klinikai megjelenés
bar hordoz jellegzetességeket, konnyen Osszetéveszthetd klinikai vizsgalat sordn mas
benignus, semimalignus, illetve malignus -elvaltozasokkal (példaul bazalioma,
spinalioma, pyogén granuloma, keratoakantéma, amelanotikus melandéma, benignus

ciszta, borlimfoma €s egyéb metasztatikus neoplézia).
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Az MCC-kbdl Feng és munkatdrsainak 2008-ban egy DNS tumorvirust, a
Merkel-sejtes polyomavirust (MC) sikeriilt azonositani, amely megnyitotta az utat a
daganat valodi koroki hatterének feltardsahoz. Tiz MCC mintdbol digitélis
transzkriptom szubtrakcidos modszerrel 8 esetben azonositottdk a virust. Nyolcbol hat
esetben sikertilt igazolni, hogy a virdlis DNS integralodott a tumorsejtek genomjaba is.
Az elvaltozds immar valoszinli fert6z6 - viradlis — koreredete szemléletvaltast
eredményez az etioldogia mellett, a patogenezis, a diagnosztika €s reményeink szerint a
jovoben a kezelés teriiletén is. A progndzis jelentdségének stlyat noveli az, hogy az
MCC letalitasa tobb mint 3-szor nagyobb (46%), mint a melandmanak (12%) az dsszes
diagnoézisra vetitve. Ezt kovetéen a vilag minden tdjan megindult kutatdsok - az
alkalmazott modszertanok kiilonbozosége ellenére is - azt mutatjdk, hogy az MC
polyomavirus az MCC-k 71-94%-ban kimutathaté. Az MCC ndvekvd incidenciaja
figyelheté meg, amely az id6sek és az immunszuppresszalt betegek ndvekvd szdmaval,
lehetdségekkel magyarazhatd. Mivel mar kisméretii daganatként adhat attétet, ezért
kiilonds jelentdsége van a gyors felismerésének €s egyéb bdrdaganatoktol (pl. pyogén
granuldma, bazalidma) val6 elkiilonitésnek, valamint a szakszeri kezelésnek.

Az MCC diagnozisa nagyon ritkan torténik a klinikai kép alapjan. Rendszerint
mikroszképos vizsgélattal erdsodik a gyanti az MCC-re és immunhisztokémiai
vizsgélatokkal lehet megalapozott diagnozist felallitani. Mas neuroendokrin
daganatokhoz hasonléan gyakran megfigyelhetdk kicsi, kerek vagy ovalis sejtek
hiperkromatikus sejtmagokkal. A daganatban szamos mitotikus alak és apoptotikus test
is lathat6. Harom szdvettani tipust lehet megkiilonboztetni, amelyek részben egymas
mellett, egyazon tumorban is el6fordulhatnak: a ritka trabekuldris, a kissejtes és a
gyakori intermedier tipust. Madas kissejtes daganatoktol vald elkiilonitésben
immunhisztokémiai vizsgalatok nyujtanak segitséget. Neuronspecifikus enolézzal,
synaptophysinnel, chromogranin A-val és citokeratin 20-szal (jellegzetes pontszeri
mintdzatban) pozitivitast és S100-al, a TTF-1-el és a CK-7-el pedig negativitast mutat.

Ugyan az MC polyomavirus jelenléte és a genomjanak integracidja az MCC
sejtek kromoszomajaban igazolni latszik szerepét a daganat kialakuldsaban, ennek
pontos patomechanizmusa még sok kérdést vet fel és tovabbi vizsgalatokat igényel.
Feltehetoleg Gsszetett, tobb 1épcsds, a gazdaszervezettdl is fiiggd folyamatrdl lehet szo,
hiszen a virus kimutathato6 MCC-s vagy egyéb bérdaganatban szenvedd betegekben az
egészségesnek tlind borteriiletekrdl, de a szdjiireg- és a 1€gzOhambdl is. Tovabba, az

MCV - mas polyomavirusokhoz hasonléan - az egészséges populacidban is
2



megtalalhat6. Ugyanakkor, az MCC-k egydtddében nem mutathato ki az MC
polyomavirus, amely esetek talan 0Onalldé kliniko-patoldgiai entitast jelenthetnek,
amelyek szovettani képilikben hasonloak, de lefolyasukban elkiilonithetdek a virust
hordozé valtozattol. Az MCC kialakuldsanak fontos kezdd 1épése lehet a viradlis DNS
klonalis integracioja, amely véletlenszertien (random modon) szamos helyen torténhet a
sejtek genetikai allomanyaban.

A legfontosabb szerep a daganatképzddésben azonban a virdlis LT-fehérje
tumorbeli kifejez0dés mértékének ¢€s modjanak van. Ez az onkoprotein ugyanis
konzervalt szakaszokat hordoz (példaul a Dnal, ,,pocket” fehérje-koté LXCXE ¢és
pp2A-kotd domének), amelyek onkogén hatasa egyéb polyomavirusokban (pl.: SV40)
régidt csonkold mutdciot, amelyek egylittesen megsziintetik a virus replikaciojat. A
daganatos sejtekben a virus replikéciora jellemzé LT-fehérje helikaz aktivitasa eltlinik
(a ,,virus” ilyenkor mar nem fert6z6), ugyanakkor a karosodott LT-fehérje a tumor
kialakulasa felé¢ tereli a folyamatokat. Az LT-fehérje tobbek kozott a sejtek
tumorszupresszor fehérjéire hatva gétolja azok funkcidjat, e mellett a celluléris survivin
(= baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5: BIRC5a) onkoprotein is
megjelenik €s expresszidja a tobbszorosére emelkedik a sejtekben. Ennek az apoptozist
gatld fehérjének a megjelenése a daganat fenntartdsdban jatszik szerepet, a magi
lokalizacioja pedig rossz prognozissal tarsul.

Mivel az MCC mas malignus, illetve semimalignus bérdaganatokkal egytitt is
kialakulhat, mint példdul Bowen-kor, bazalioma, leggyakrabban laphamrak, ezért ezek
jellegzetességei is szinezhetik a szovettani képet. A laphdmrak tobbnyire aktinikus
keratozist vagy Bowen-kort fedd elrendezésben tiinik fel, elhatdrolédva a dermalis
MCC komponenstél. Atmenet a két sejttipus kozott altalaban nem lathato.
Feltételezhetéen e tars-malignitds patomechanizmusa eltér a tobbi Merkel-sejtes
karcindmaétol.

A daganat ritka eléfordulasa miatt jelenleg nincs standardizalt, egységes kezelési
protokoll az MCC kezelésére. Ez kiilondsen a lokalisan eldrehaladott esetekben jelent
problémat. E daganatnak a novekvd eldforduldsa miatt azonban elengedhetetlen kérdés
a kezelés korszeriisitése. A sebészeti kimetszés és a sugarterapia tovabbra is a terapia
fontos alappillérét képezi a kezdeti stadiumban.

Az MCC kezelése bortumor centrumokban, tapasztalt multidiszciplinaris
szemléletet kovetve javasolt. A jelenleg ajanlott eljards primer tumor esetén,

amennyiben a tdvoli metasztazis gyantija nem meriil fel, a teljes sebészi kimetszés, 1-2
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cm-es sebészi széllel, mélyen az izombdnyéig. Fontos prognosztikai jelentdsége miatt
javasolt az Orszemnyirokcsom6 eltavolitdsa, amennyiben sem klinikailag, sem
képalkotd eljarasokkal nem meriil fel nyirokcsomoattét. Amennyiben az Orszem
nyirokcsom¢ érintett, terapias limfadenektomia javasolt. 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 6téves tulélési rata, nyirokcsomoattétek jelenléte
esetében pedig 42-52%. Tavoli attéttel rendelkezd betegeknél 17-18%. 2016 elétt, az
immunterdpia bevezetését megel6zden a tavoli attétel rendelkez6 betegek kemoterapias
kezelése a kissejtes bronchidlis karcinoma terapids protokollja szerint torténtek. 2017-
ben az avelumab (anti—programmed death-ligand 1 (PD-L1)) bevezetése nagy attorést
jelentett az attétes MCC-ben szenvedd betegek kezelésében, hiszen a betegek egy

jelentds részében tartds remisszid érhetd el.

Retrovirusok és szerepiik az onkogenezisben

A Retroviridae csaldad tagjai fontos jelentdséggel biré emberi és allati
pathogének. A Retrovriridae viruscsaladba tartozd retrovirusok kisérletes tumort
indukalo képessége mar a 20. szazad forduldja ota ismert. Mar 1908-ban Ellerman és
Bang bizonyitotta, hogy sejtmentes sziirlettel a csirke leukémia egyik egyedrdl a
masikra 4tvihetd. 1911-ben pedig ugyanezt sikeriilt bebizonyitani a csirke szarkéma
esetén, amely Peyton Rous nevéhez flizédik. Rous retrovirusokkal kapcsolatos
felfedezései megalapoztak a késobbi onkogén retrovirus kutatdsok alapjait. Szédmos
onkogén virus keriilt leirasra kiilonbozd allatokbol, igy macskakbol, tehenekbdl,
patkanyokbol, egerekbdl, juhokbol, kecskékbdl, f6emldsokbdl, de még néhany halfajbol
is. Bittner és Gross felfedezései ramutattak arra is, hogy a retrovirusok dsszefiiggésbe
hozhatéak egerekben epitelialis eredetli emlétumorral és timusz limfomaval A
kordbban Bittner virusnak nevezett egér emlddaganat virus (mouse mammary
tumorvirus: MMTV) az emld8daganat kialakuldsanak egyik o etioldgiai tényezdje a
vadon €16 ¢€s a kisérleti egerekben is. Az MMTV egyben a Retroviridae viruscsalad,
Betaretrovirus nemzetség prototipusa is. Szdmos MMTV DNS-koépia taladlhaté meg a
leggyakrabban hasznalt laboratoriumi egerek kromoszomalis DNS-ében integralt
formaban, endogén provirusként. Az egerekben emlérakot okozo retrovirus azonositasa
nagy ¢érdeklddést valtott ki, hogy vajon vannak-e hasonld virusok mas fajokban, kiilonos

tekintettel az emberben.



Szamos tanulmany kimutatta, hogy az emberi mellrdkos sejtek és szovetek olyan
fehérjéket tartalmaznak, amelyek keresztreakcioba 1épnek az MMTV elleni
antiszérummal. Ezek a vizsgalatok azt is kimutattak, hogy bétaretrovirusok vannak jelen
emlddaganatos betegek anyatejében. Az MMTV-vel 90-98%-ban homolég human
emlétumor virust (HMTV) az emlédaganatok 40%-anal mutattak ki amerikai néknél
PCR vizsgalattal.

A human genomban talalhaté endogén retroviralis elemek a genom 8%-at teszik
ki. A mai exogén retrovirusok, valamint a genomban kddolt endogén retrovirusok
(ERV) fert6z6 elddei bizonyitottan onkogén potencidllal is rendelkeznek. Az emberi
rosszindulati daganatos megbetegedésekre a human ERV transzkripcios aktivalasa
jellemzd. Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az emberi daganatok
fontos koroki tényezdi lehetnek a human endogén retrovirusok.

A horcsogok népszerli hazidllatok. A leggyakrabban tartott fajok a sziriai
(Mesocricetus auratus) és a dzsungariai (Phodopus sungaros) horcsogok. A hazi
horesogok spontan eléforduld daganatairdl ez idaig nagyon kevés kézlemény sziiletett
¢s a legtobbjlik is csak néhany egyedi esetrdl szamol be. A horcsdgok retrovirusaival
kapcsolatban csak korlatozott ¢és régi (1960-1970 kozotti) ismeretek allnak

rendelkezésre.

CELKITUZESEK

Kutatasunk célja volt virdlis genomidlis szekvencidk keresése egy-egy borre
lokalizalodé human és allati daganattipusban kiilonb6z6 molekularis virologiai (PCR,
gélelektroforézis, szekvenalds, virdlis szekvencia azonositdsa metagenomikai, in situ
hibridizacio) és patoldgiai (minta fixalasa, festése, metszetkészités, immunhisztokémia)
modszerek segitségével. A vizsgélataink két részre bonthatéak: az MC polyomavirus
vizsgéalatira MCC daganatokbol emberben, illetve egy 1j endogén retrovirus

kimutataséara horcsog bérdaganatbol.

I. Az MC polyomavirus vizsgalata MCC daganatokban

e (¢l volt a 2008-ban felfedezett Merkel-sejtes polyomavirus (MC) keresése ¢€s
molekularis bioldgiai kimutatdsa dél-dundntali betegek 2007 és 2012 kozott

archivalt szovettanilag MCC-nek diagnosztizalt mintaibol.
5



e (¢l volt az MC polyomavirus jelenléte (vagy hianya) és az esetek kliniko-
patoldgiai jellemzdi kozotti 0sszefliggések feltarasa, elemzése.

e (¢l volt a kimutatott MC polyomavirus virusgenom meghatarozasa &s
tanulmanyozasa.

e (¢l volt tovabbi, 1j polyomavirusok (HPyV6, HPyV7, TSV, HPyV9) keresése

ugyanezen betegek bdorszovetmintaiban.

I1. Uj endogén retrovirus kimutatasa horcsog bérdaganatabol

crer

vizsgalata.

e (¢l volt a viralis metagenomikai eredmények és a potencialis viralis szekvenciadk
elemzése.

e (¢l volt a mintabol azonositott retrovirus teljes genomjadnak meghatarozasa
molekularis biologiai modszerekkel, a virusgenom elemzése és filogenetikai
Osszehasonlitdsa mar ismert rokon retrovirus referencia szekvenciakkal.

e (¢l volt a retrovirus genom (DNS és RNS) jelenlétének vizsgdlata in situ
hibridizaciés modszer segitségével a daganatos szovetmintaban.

e (¢l volt az uj retroviralis genomszekvencia keresése kvalitativ és kvantitativ

PCR-modszerek segitségével tovabbi horcsog egyedek kiilonb6z6 mintaibol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

I. Merkel-sejtes karcindma és Merkel-sejtes polyomavirus

Vizsgalati anyagok

Vizsgalataink soran a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE), Pathologiai Intézetében
2007-2012 kozott szovettani modszerekkel diagnosztizalt MCC-ben szenveddbetegek
archivalt szovetmintait vizsgaltuk, retrospektivan. A szdvettani diagnozis a hematoxilin-
antitestek (CK20, CD56, Synaptophysin, ChromograninA és TTF1) felhasznalasaval. A
metszeteket szovettanilag ujra elemeztiik. Nem csak a primer MCC-t, hanem ezek bor-

¢s nyirokcsomoattéteit, valamint ezek szomszédsagaban eléforduld bazalioma és
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laphamrak mintakat is tanulményoztunk. A nem megfeleld6 DNS mindségli mintdkat

nem vontuk be a tanulmanyba.

Epidemiolégiai és klinikai adatok

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai kozpontjanak etikai engedélyével
(iktatoszam: KK/718-1/2020) a betegek epidemiolodgiai és klinikai adatai, valamint a
patologiai leletek kigylijtése és ujraértékelése az eMedSolution (MedSol) medikai
rendszer segitségével tortént. Kiilon figyelmet forditottam az anamnézis elemzése sordn
a korelézmények, a tarsbetegségek, az esetleges immunszuppressziot okozo tényezok,
az MCC megjelenési helyének, a tiinetek jelentkezése €s a diagndzis kozott eltelt idonek
az Osszegyijtésére. A klinikopatologiai jellemzoket (életkor, szdvettani kép ¢és
lymphovascularis invazio, tarsbetegségek) Osszehasonlitottam az MC-pozitiv és MC-

negativ esetekben.

A paraffinba agyazott szovetmintak deparaffinalasa

Lehetdség szerint nekroézismentes, tiszta tumor szdvetet tartalmazd paraffinos
blokkbol készitett 5-6 db 10-20 pum vastag metszeteket xylene és etil-alkohol

segitségével deparaffinaltam.

DNS-izolalas és PCR

A virus DNS-t nativ (N=6) ¢s deparaffinalt (N=9) szévetmintakbol izolaltam a
BK polyomavirusreal-time PCR-kithez (BKV Real-time PCR-kit, Shanghai Biotech,
Shanghai, Kina) mellékelt extrakcios pufferrel a gyartd ajanlasa szerint. Az MC
primer-parral tortént, PCR-moédszerrel. Egy nyirokcsomdattét nativ mintajabol az MC
polyomavirus teljes genomjat meghataroztuk ,,primer-walking” modszerrel. Az jjonnan
felfedezett polyomavirus 6, 7, 9 és trichodysplasia spinulosa-asszocidlt polyomavirusok

az MCC mintdkbdl nem voltak PCR mddszerrel kimutathatok.



Agaroz gélelektroforézis, szekvenalas és filogenetikai analizis

A PCR-termékeket 1.5%-o0s, Tris-Borat-EDTA puffert és etidium-bromidot
tartalmaz6 agar6z gélben valasztottam el. A teljes genom meghatarozashoz a tisztitott
PCR-termékeket direkt modon, a laboratoriumunk automata kapillaris DNS
szekvenatoraval, a gyartdé eldirdsai szerint szekvendltam BigDye Terminator Kit
segitségével. A filogenetikai elemzéshez GenBank adatbézist, ClustalX, GeneDoc és

MEGA szoftvereket hasznaltunk.

I1. Fekete sziriai horcsog bortumor vizsgalata és a BSHRV

Vizsgalati anyagok

A fekete sziriai him horcsogot (Mesocricetus auratus) 2013 januarjaban néhany
napos kordban vasaroltdk, majd ezt kdvetden haziallatként tartottadk Pécsett, amelynek
arca ¢és a nyaka teriiletén tumoros bdrelvaltozasra lettek figyelmesek a gondozodi a
vasarlast koveté harom honappal késébb. Az elsd elvaltozas megjelenését kdvetden 3
hét leforgasa alatt 25 mm atmérdjiire nétt és borattétnek imponald elvaltozas jelent meg
az allat mellkasan is. A kedvezOtlen progndzis miatt az allatorvos eutanaziat végzett el.
A horcsog Osszesen 6 honapig ¢lt. Az ismeretlen eredetli tumoros borelvaltozasabol
szarmazo6 mintat, valamint ugyanezen allat nem tumoros nativ szovetmintait (bdr, farok,
méj ¢és tiidé) vizsgaltunk molekularis, korszovettani, valamint immunpatologiai
modszerekkel.

A kontroll vizsgalatokhoz mintdkat gytjtéttiink noninvaziv modon tovabbi
fekete sziriai horcsog egyedektdl. Ennek érdekében 2018 majusaban és juniusaban
harom kiilonb6zé pécsi 4llattulajdonostdl (orvostanhallgatok) tovabbi harom, a
mintavétel idépontjaban klinikailag egészséges, haziallatként tartott, 12-21 hdnapos
fekete sziriai horcsogtol (N=2 ndstény és N=1 him) gytjtottiink friss székletmintakat.
Az egyik ndstényallatnal 1,5 éves koraban eldszor a hasan, majd a mellkasdn tumoros
borelvaltozasok (szdvettanilag igazolt, tobbszords fibromak) jelentek meg. Az allat
elpusztulasat (2018. november 22.) kdvetden post mortem bor (fibréma), tiidé és maj
szovetmintakbol kerestiik a retrovirus jelenlétét (RT/) nested-PCR ¢és valos-idejii PCR

modszerekkel.



Viralis metagenomika

Az arc teriiletérdl vett, nativ bortumor szovetmintat viralis metagenomikai €s 1j
generacidos szekvenaldé moddszerekkel vizsgaltuk random nukleinsav amplifikacio

segitségével a viralis partikulak bekoncentralasat kovetden.

A teljes viralis genom meghatarozasa

A friss daganatmintat, valamint a farokbol, a boérbdl, a majbol és a tiidobol
szarmazd daganatmentes szoveti mintdkat kiilon-kiilon homogenizaltuk a
keresztkontamindci6 elkeriilése érdekében. Az RNS-t és a DNS-t kiilon extrahaltuk
frissen homogenizalt szovet- és bélsar mintdkbol.

A fekete sziriai horcsdgbdl azonositott retroviralis szekvencia teljes genomjat
(BSHRV/2013/HUN, GenBank azonosité: MK304634) , primer-walking” technikaval
hatdroztuk meg a tumorszovetbdl kinyert DNS-b6l PCR-modszerrel. A szekvencia-
specifikus oligonukleotid primereket a viralis metagenomika segitségével meghatarozott
retroviralis read-ek és contig-ok felhasznalasaval terveztik. A genom két végét,
valamint a provirus szomszédos kromoszomalis régidit Thermal Asymmetric Interlaced
PCR-(TAIL-PCR) modszerrel vizsgéaltuk. A TAIL-PCR-moédszerrel és a virdlis
metagenomika segitségével meghatarozott szekvenciat konvencionalis PCR-el és ,,long
range” PCR moédszerekkel ellendriztiik.

A PCR-termékeket direkt moédon szekvenaltuk (Sanger modszer) specifikus

primerekkel, majd automata szekvenatoron futtattuk.

Szekvencia- és filogenetikai elemzés

Az azonositott retorviralis szekvenciat és a GenBankban taldlhatdé mas
retrovirusok szekvenciaival ClustalX program segitségével illesztettiik €és GeneDoc
programmal értékeltiikk. A filogenetikai vizsgdlatok a pol és az env génrégiok altal
kodolt fehérjék aminosav szekvencidi alapjan késziiltek MEGA 6 programmal. A
filogenetikai 4grajz megrajzolasahoz neighbor-joining modelleket alkalmaztunk 1000-

szeres ismétlés (bootstrap) mellett.



Szovettan

A korszovettani vizsgalatra szant mintdkat 10%-os formalinnal fixaltuk, majd
paraffinba 4gyaztuk. Ezt kdvetéen mikrotdbmmal 5 pm vastag szeleteket készitettiink,

amelyeket hematoxilinnel és eozinnal megfestettiink.

In situ hibridizacio

Két, Digoxigenin-11-UTP-vel jeldlt, egyenként 191 nt hosszu szensz és 193 nt
hosszu antiszensz RNS probat allittunk elé TranscriptAid T7 High Yield Transcription

crer

crer

egy T7 RNS polimerdz promoterszekvenciat tartalmazott. Az igy kapott PCR-
termékeket horizontalis gélelektroforézis utdn az agardz gélbol kivagtuk, majd szilika-
oszlopos modszerre tisztitottuk. A tisztitott, T7-promotert tartalmaz6é PCR-termékekrdl
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit segitségével in vitro Dioxigenin-
tartalmt RNS-t szintetizaltunk. Az eléallitott DIG-jelolt RNS probakat tisztitottuk. Az
RNS extraktumok integritasanak, hosszanak és hozaménak értékeléséhez a tisztitott
mintdkat 1%-osagar6éz gélben futtattuk etidium-bromiddal. Az eldallitott DIG-jelolt
specifikus szensz ¢és antiszensz RNS-probdkat retroviralis DNS és/vagy RNS
kimutatdsara hasznaltuk a formalinnal fixalt paraffinba dgyazott szovetmintakon in situ

hibridizacios modszer alkalmazasaval.

Az integralt BSHRYV bétaretrovirus genom kopiaszamanak meghatarozasa qPCR-

modszerrel

Az integralt virus kdpiaszam abszolut szamszerisitéséhez daganat, farok, maj és

tiid6 szovetmintakat hasznaltunk SYBR Green alapi qPCR-modszert alkalmazva.
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EREDMENYEK

I. Merkel-sejtes karcindoma és Merkel-sejtes polyomavirus

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE), Pathologiai Intézetében 2007-2012 kozott
Osszesen 11 beteg esetében diagnosztizaltak MCC-t szovettani modszerekkel. Harom
beteget és a hozzajuk tartoz6 paraffinba agyazott harom szdvettani mintdt a rossz
fixaltsaguk miatt kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol és elemzésekbdl.

A 8 betegbdl 2 betegnek 3-3 mintdja, 3 betegnek 2-2 mintdja, mig 3 betegnek 1-
1 kiilonbozd helyrdl vett szovettani mintdjat vizsgaltuk. A 8 beteg koziil harom (37,5%)
beteg primer tumordbdl (2 minta), bér (1 minta) és nyirokcsomoattéteibdl (2 minta)
sikeriilt MC polyomavirust PCR-modszerrel kimutatni. Egy beteg esetén a primer
bértumorban, a nyirokcsomdattétben és a bormetasztazisban is jelen volt a virus. A
tovabbi négy, ujonnan felfedezett polyomavirus (HPyV6, HPyV7, TSV, HPyV9)
jelenlétét a 15 minta egyikébdl sem sikeriilt kimutatnunk PCR-modszerrel.

Klinikailag egyik esetlinkben sem meriilt fel az MCC gyantja a kérszovettani
vizsgalatot megeldzden. Téves vagy nem teljes iranydiagnozisként pyogén granuldoma,
keratoakantoma, bazalidma ¢€s laphamrak szerepeltek. A 8 beteg koziil 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 diagnozis 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 legidésebb 86 éves, a betegek atlag életkora 73,8 év volt (az MC polyomavirus
PCR-pozitiv betegeknél az atlagéletkor 64,3 év volt). A daganat lokalizaciojat tekintve
nem taldltunk kiilonbséget az MC-pozitiv és MC-negativ eseteink kozott. Egy, a
legfiatalabb beteg kivételével (akinél a labszaran jelentkezett az MC-pozitiv primer
daganat), mindegyik esetben a tumor a fej-nyaki régioban (arc, homlok, orrszarny,
nyak) helyezkedett el. Mindegyik betegnél talaltunk az MCC-re hajlamosito tényezdoket,
mint az immunszuppresszio (példaul: tartdés oralis szteroid kezelés, kronikus limfoid
leukémia, kronikus obstruktiv tiidébetegség) és/vagy az idos kor.

A szovettani mintdzatban morfologiai kiillonbségeket talaltunk a két csoport
kozott. Mig az MC polyomavirus pozitiv esetekben sokkal rendezettebb 6sszbenyomast
mutatott a hematoxilin-eozin festésii szovettani kép, kerek vagy ovalis alaku sejtekkel,
vezikularis magokkal ¢és egységes citoplazmaval taldlkoztunk, addig az MC
polyomavirus negativ esetekben sokkal irregularisabb 6sszbenyomast mutatott a kép,

valtozatos, polygonalis magvu daganatsejtekkel, eltérd citoplazmaval.
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crer

kiilonbségeket talaltunk. Mig a virussal nem tarsuld esetekben mar a primer daganat
megjelenésekor megfigyelhetd volt a daganat széli részein a sejtek ér- ¢€s
nyirokképletekbe valo betorése, addig az MC pozitiv esetek egyikében sem volt ez
megfigyelhetd.

Egy 70 éves nodbeteg nyirokcsomoattétének nativ szovetmintdjabol
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.

Az MC polyomavirus filogenetikailag elkiiloniil az eddig ismert emberi
polyomavirusoktol ¢€s leginkdbb az elsoként felfedezett, egér filtémirigy-daganat

kivaltasara képes polyomavirussal (MPyV) van rokonsagban.

I1. Fekete sziriai horcsog bortumor vizsgalata és a BSHRV

Esettanulmany és kliniko-patologia

A post mortem— patologus altal elvégzett - boncolas sordn a fekete sziriai
horcsog testtomege 40 g volt. A tumor kemény, tomor tapintata, koriilirt, fehér és bor
szinll volt. A vagott feliileten homogén, sziirkés szovetek altal koriilirt nagy kdzponti
nekrdzis volt 1athatd. A mellkason, tobb, jol koriilirt, 0,7 cm atmérdjii, kemény tapintata
attétek voltak megfigyelhetdek, vagott feliileten fehér szinnel. A test mas részein nem

észleltink szemmel lathatod attéteket.

Viralis szekvencia azonositisa metagenomikai modszerekkel

Az allat arcardl szdrmaz6 primer daganatos szovetet virdlis metagenomikai
modszerrel vizsgaltuk. In silico és de novo analizist kovetden kevés, Osszesen 5593
szekvencia leolvasast kaptunk, amelyek virusokkal mutattak hasonlésagot (BLASTx
cut-off E-érték < 107!%). Ezek koziil 2284 leolvasas a Retroviridae viruscsaladhoz, 613

a human endogén retrovirus elemekhez, 1622 egyéb, illetve 1074 nem osztalyozott

12



virusokkal mutattak hasonldsagot. A Retroviridae viruscsaladhoz tartozé leolvasasokat

kivalasztottuk és elemeztik.

Retroviralis szekvencia meghatarozasa

A metagenomikai modszerekkel azonositott retrovirdlis szekvencidk alapjan
tervezett szekvencia-specifikus primerparok felhasznaldsaval a retroviralis DNS
szekvenciat kimutattuk a tumoros szovet DNS-¢bdl, valamint a mdj, tiid6, farok
szovetmintaibol is PCR-moddszerrel. Ezek az eredmények azt mutathatjdk, hogy a
retroviralis szekvencia integralt formaban lehet jelen a gazdaszervezet genomjaban,
mint endogén retrovirus. Megjegyzendd, hogy a virdlis RNS csak a ,,nested" PCR-
vizsgéalat masodik PCR-korében volt kimutathaté a daganat DNéz-zal kezelt RNS-
mintdjaban, a tumor nélkiili szervek tobbi RNS-mint4jabol azonban nem.

A tumorszdvet DNS mintajabol ,,primer walking" modszerrel, TAIL-PCR-
modszerrel €s tobbszords kontroll PCR-reakciok segitségével meghataroztuk a teljes
retroviralis genomot, amelyet fekete sziriai horcsdg retrovirusnak (BSHRV=black
Syrian hamster retrovirus, GenBank: MK304634) neveztiink el. A BSHRV genom teljes
hossza 8784 nt. A genomszerkezet tipikus retrovirdlis genomszervezddést mutat:
5'LTR-gag-pro-pol-env-3'LTR. A BSHRV koédolja a kapszid/nukleokapszid (gag)
fehérjéket, a genom replikacidjadhoz sziikséges reverz transzkriptaz és integraz
enzimeket (pro/pol) és a burokfehérjét (env). Mivel a BSHRV genom az eddig ismert
Osszes alapvetd retrovirus genom elemet és fehérjét kodolja, ezért a genomja alapjan

teljes bétaretrovirusnak tekinthetjiik.

Filogenetikai analizis

A BSHRYV pol és env fehérjéken alapul6 filogenetikai elemzéseket a MEGAG6
program neighbor-joining modszerével és a bétaretrovirusok referencia szekvencidinak
felhasznalasaval végeztik el. Filogenetikai szempontb6l a BSHRV a MMTV
bétaretrovirussal egy agon helyezkedik el, a MMTYV bétaretrovirushoz 4ll legkozelebb,
ugyanakkor a BSHRV 1j bétaretrovirus fajt képviselhet, mas ismert bétaretrovirus fajok

rokonsagi kapcsolataival 0sszehasonlitva.
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Szovettani lelet

A primer ¢és a metasztatikus daganat hematoxilin-eozinnal festett szovettani
metszete jol differencidlt laphamsejtes karcinomat mutatott. A szdvettani metszeteken a
fibroblasztikus neostroma langnyelvszeri infiltracioja figyelhetd meg, centralisan

keratinizalt tumorsejt fészekekkel.

In situ hibridizacio

A BSHRV-specifikus hibridizaci6 elsdsorban a lapham proliferald
daganatsejtjeire korlatozodott, amelyek szamos koncentrikus keratin csomot képeztek.
A hibridizaciokat a tumorsejtek magjaban lehetett megtigyelni, mind szekvencialis,
mind antiszensz probaval hibridizalt metszetekben. Ezenkiviil a hibridizacids szignalok
lokalizacidja lényegében azonos volt a szensz és az antiszensz probakkal jelolt
metszetekben. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a probak a BSHRV integralt
proviralis DNS-ét mutattak ki, nem pedig a viralis RNS-t.

A BSHRYV bétaretrovirus kimutatasa tovabbi horcsog mintakbdl

A harom 4allattol 6sszegytijtott székletmintdk egyikének DNS extraktumabdl a
BSHRV bétaretrovirus szekvencia nested-PCR és szekvendlds modszereivel
kimutathat6 volt. A felsokszorozott 538nt hosszu gag génszekvencia 99,4%-o0s
nukleotid hasonlésagot mutatott a BSHRV/2013/HUN megfeleld régidjaval. A
BSHRV-pozitiv bélsarral rendelkezd ndstény allat természetes pusztulasat (2018.
november 22.) kdvetden a post mortem fibroma, tiidé és mdj szovetmintakbol a BSHRV
genomszekvencia ugyancsak kimutathatd volt PCR ¢és szekvenalas modszereivel.

A gPCR-vizsgalat eredményei alapjan a laphamsejtes bordaganatos fekete sziriai
horesog (1. allat) tumor, maj és tiidé mintai hasonld6 mennyiségli (integralt) virus kopiat
tartalmaztak (~1,18x10*ng DNS), mig a farok mintdban majdnem kétszer akkora volt a
virusgenom kopiaszama (2,03x10%ng DNS). Erdekes médon a virusgenom kopiaszama
a 2. néstény 4llat szdvetmintdiban egy nagysagrenddel magasabb (1,11x10°/ng és
1,76x10°/ng DNS kozott) volt, mint a laphamsejtes bérdaganattal rendelkez6 allatnal (1.
allat).
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MEGBESZELES

Az onkogén virusok a daganatos megbetegedések egyik kéroki 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. Feltehetéen 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 vizsgéalataval és
leirasaval, emberi és allati eredetli tumoros megbetegedésekben. Jelentésen neheziti a
viralis fertdz¢s és az adott daganat kozotti ok-okozat dsszefliggés bizonyitasat, hogy sok
esetben hosszabb id6 is eltelhet az események kozott, a daganatkeltd hatds az
események elérehaladtaval tobbfaktorossd valhat, még ha a daganatos folyamatok
meginditasaban az adott feltételezett virusnak szerepe is lehetett. Kiilon szinesiti,
izgalmassag teszi, egyben meg is neheziti a helyzet tisztdn latasat, hogy az adott viralis
genom sok esetben exogén virusként és endogén, a gazdasejt genetikai allomanyaba
integralodott genomszekvenciaként is jelen lehet, illetve funkcionalhat.

Munkénkban egy emberi és egy allati daganatos boérbetegség viralis etiologiai
hatterét kerestiik kiillonb6z6, korszeri szekvenciafiiggetlen ¢és szekvenciafiiggd
molekuléris biologiai modszerek segitségével. Az emberi Merkel-sejtes karcindéma
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 viralis
metagenomika eszkozével igyekeztiink - a lehetdségekhez képest — az esetleges viralis

eredetli etiologiat feltarni.

I. Merkel-sejtes karcinoma és Merkel-sejtes polyomavirus

A Merkel-sejtes karcindbma oOtven ¢éve ismert, ritka emberi daganatos
megbetegedés. Ebben az esetben is a megszaporodott, szerzett immunszuppressziv
allapotok vezettek elobb a korkép szamanak megnovekedéséhez, majd ezt észlelve, a
korkép fertdz6 eredetének bizonyitdsdhoz. Az MCC szdvettani diagnodzisat kdvetden,

tumoros szovetbdl vett mintdibol MC polyomavirust tudtunk kimutatni molekularis
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modszerekkel és egy esetben meghataroztuk a daganatkeletkezésben kulcsszereppel biro
csonkold pontmutacio 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 differencidldiagnosztikai problémat okoz. Téves vagy
nem teljes irdnydiagnozisként leggyakrabban pyogén granuloma, bazaliéma, 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 kiilondsen fontos a
korai felismerés és az adekvat kezelés, hiszen amennyiben a korai stdidiumban (I/A) a
varhat6 5 éves tulélés 60-79%, addig az els6 tavoli attét megjelenésekor (IV. stadium)
ez csak 18%.

Munkank egyik legfontosabb célkitlizésének éppen azt tartjuk, hogy az MCC
korképpel kapcsolatos 0j ismeretek, eredmények és terapias lehetéségek a hazai klinikai
gyakorlatba mielébb atkeriiljenck. Ugy a kockazati tényezok ismerete és lehetéség
szerinti  csOkkentése, mind az elvaltozas korai felismerési és kezelési
bizonytalansadgainak csokkentése hozzajarul — véleményiink szerint mar most is — az
érintett betegek ttlélésének novekedéséhez. Kiilondsen tanulsdgosnak tartjuk a fiatal, 55
éves férfi beteglink torténetét. Hiszen egy alapvetéen nem haldlos alapbetegség
(pszoriéazis) minden bizonnyal orvosi (PUVA) kezelése (az MCC rizikot kozel 100X-ara
noveli!) vezethetett az MCC kialakulasdhoz, majd a beteg (korai) haladldhoz. Ez felhivja
a figyelmet, egyrészrdl arra, hogy pszoridzisos betegeknél ezt az erds rizikofaktort
ismerni (és lehet6ség szerint keriilni) kell, valamint az ezzel a moddszerrel kezelt
betegeket kovetni sziikséges €s gyants borelvaltozas esetén mielébb be kell avatkozni.
Ez azt is jelenti, hogy mas daganatos megbetegedéshez hasonldéan, az MCC esetén is
fontos az egyes tarsszakmak kozotti egyiittmiikodés (,team munka”). Az észleld
orvoson kiviil, elsédlegesen a borgydgyasz, a patologus, az onkoldgus, a sugarterapeuta,
a radiologus, a sebész és adott esetben a mikrobiologus tudasara és Osszehangolt
munkdjara is sziikség van.

Bar vizsgélatunk kis mintaszamli ¢és eredményei retrospektiv adatokra és
archivalt szovettani mintdkra tdmaszkodnak, de mégis levonhatok fontos
kovetkeztetések. Az epidemiologiai jellegzetességek koziil ki kell emelni, hogy az
atlagéletkor a nemzetk6zi irodalmi adatoknak megfelelé (70 év) volt a betegeinknél
(73,8 év). A nemi arany az altalunk vizsgalt betegek korében enyhe férfi dominanciat

mutatott (66%) az irodalomban olvashatokhoz hasonléan (59%). A daganat
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lokalizacigjat tekintve nem talaltunk kiilonbséget a virussal tarsuld és nem tarsuld
esetek kozott. Egy, a legfiatalabb beteg kivételével (akinél a természetes fénytol
rendszerint védett borteriileten, a labszaran jelentkezett a primer daganat) mindegyik
esetben a tumor a fej-nyaki régidkban (arc, homlok, orrszarny, nyak), napsugarzésnak
erdsen kitett borfelszineken helyezkedett el, szintén az irodalmi adatokhoz hasonl6an.
Mindegyik betegnél talaltunk az MCC-re hajlamositd tényezdket, mint az
immunszuppresszio ¢€s/vagy az idés kor. A metasztazisok leggyakoribb helyei az
eseteinknél is a bdr €s a nyirokcsom6 voltak, azonban az irodalmi adatoktdl eltérd
gyakorisagban taldlkoztunk a nyirokcsomoattéttel. Nyolcbol hat (75%) esetben volt ez
megfigyelhet6. Ez részben azzal magyarazhatd, hogy a daganatok késén keriiltek
felismerésre, illetve a kezelések sem voltak kelloen adekvatak.

Vizsgéalataink eredményei kozvetleniil hasznosithatok a laboratoriumi
diagnosztika teriiletei mellett a klinikai betegellatdsban is. Véleményiink szerint egy
beteg(ség)csoport jol definidlt elkiilonitése az elsd 1épés egy korkép valodi
megismerés¢hez ¢és ez vezethet el a korai felismeréshez, a hatékony kezeléséhez,
megeldzéséhez. Az MCC diagnosztikdja szdvettani 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 magvu daganatsejteket lathatunk, helyenként vilagos, kevésbé
egységes citoplazmaval. Az MC polyomavirus pozitiv daganatok tipusos morfologiat
mutatd kerek vagy ovalis alakl, vezikularis magokkal és egységesebb citoplazmaval
rendelkez6 sejtekbdl allnak. Vizsgalataink tamogatjak azt az elképzelést is, miszerint az
MC polyomavirus jelenléte a szovettanilag MCC-ak (egységesebb szovettani mintdzat,
limfovaszkularis invazidé hianya) korében jobb prognozissal tarsul. A haldlozéas az MC-
pozitiv és MC-negativ csoportunkban 33%, illetve 80% volt. Egyre biztosabban
kijelenthetd a kiilfoldi és hazai tapasztalataink alapjan, hogy a virussal nem tarsuld
esetek onallo kliniko-patoldgiai entitasok lehetnek, amelyek klinikai megjelenésiikben
hasonloak, de szdvettani képilikben és lefolydsukban elkiilonithetéek a virust hordozo
valtozatoktdl. Ez a jovOben meghatarozd jelentdséggel birhat, amennyiben célzott
terapias eszkozok allnak a rendelkezésre. Az MC polyomavirus negativ esetekben
gyakran taldlkozhatunk mas bdrdaganatokkal is, amelyek patogenezisének
megértésében segithet az a kutatasi eredmény, miszerint a Merkel-sejtek epidermalis (és
nem crista neuralis) eredetliek, azaz elvben az epidermalis premalignus progenitor

sejtek ham vagy neuroendokrin iranyba is fejlédhetnek. Tehat ezen esetekben a daganat
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feltehetden éretlen sejtekbdl indulhat ki, ami mar 6nmagaban magyarazatul szolgalhat
az MC polyomavirus negativ esetekben megfigyelheté kedvezdtlenebb prognozisra.
Ugyan az MC polyomavirus jelenléte €s a genomjanak integracidja az MCC sejtek
kromoszémajaban igazolni latszik szerepét a daganat kialakuldsdban, ennek pontos
patomechanizmusa még sok kérdést vet fel és tovabbi vizsgalatokat igényel.

Figyelmet érdemel az is, hogy onmagaban az MC polyomavirus nukleinsav
kimutatasa nem jelent egyet a karcindma diagnozisaval. A jelen ismeretek szerint csak a
gazdasejt genomjaba integralodott, majd mutaciét szenvedett viralis eredeti nukleinsav
tehetd feleldssé a daganatos elfajulasért. Ez hasonld, mint amit az MC polyomavirus
legkdzelebbi rokon virusainal, a human papillomavirusokndl mar jol ismeriink. A virus
sartatlanul” jelen lehet (azaz kimutathat6) pl. a méhnyakon, de csak a megfertézott
gazdasejt genomjaba integralddott papillomavirus tehetd feleldssé a méhnyakrakeért.

Az eddig megismert, kiilonbozé foldrajzi térségekbdl izolalt MC
polyomavirusok genomjaiban egymashoz képest csak igen kevés nukleotid eltérés
talalhat6. Beteglinkb6l meghatarozott MC polyomavirus is atlagosan csak minden 540.
nukleotidja kiilonbdzik a prototipus virustél (benne a csonkold pontmutéicioval).
Feltehetéen e kettésszali DNS genomu virusok evolicids mutacids ratija — a teljes
genomra vonatkoztatva — alacsony lehet. Ez azt is jelentheti, hogy a molekularis
diagnosztikai kimutatdsukndl a genom valtozatossagbol kovetkezd nehézségekkel
kevésbé kell szamolni, mint a nagy mutédcids rataval jellemezhetd6 RNS virusoknal.
Bizunk benne, hogy a jovdében, a kidolgozott, megfeleld érzékenységli, differenciald
(akar mennyiségi és mutacié mérésen alapuld) molekuléris bioldgiai technikak, mind a
virus kimutatdsa, mind pedig a biomarkerként szolgal6 nagy T-antigén elleni antitest
kimutatasa esetén fontos diagnosztikai €s prognosztikai jelentdséggel birhatnak ma;jd.

Az MC polyomavirus az elsé igazolt emberi daganatkeltd polyomavirus,
amelyet mai tudasunk szerint a MCC korokaként tekintiink. Az agressziv karcindéma
fert6z6 koreredete szemléletvaltast eredményez a patogenezis, a diagnosztika ¢és
reményeink szerint a jovOben a kezelés és a megeldzés teriiletén is. Az MCC
patomechanizmusénak részletes feltardsa elvezethet specifikus kezelési modszerek
megalkotasahoz. A virdlis eredetbdl értelemszertien az is kovetkezik, hogy ez a stlyos
kimenetelli daganatos betegség — a hepatitis B virus és a papillomavirus okozta
daganatokhoz hasonldéan - a jovoben taldn vakcindval megelézheté vagy célzottan

kezelhet6 lehet.
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I1. Fekete sziriai horcsog bortumor vizsgalata és a BSHRV

Szovettani elemzés, viralis metagenomikai/tj generacios szekvenalds, in situ
hibridizacié, PCR és RT-PCR moédszerek felhasznalasaval egy fekete sziriai horcsog
(Mesocricetus auratus) differencialt laphamsejtes bortumor mintdjabol egy j endogén
retrovirus szekvenciat azonositottunk és hataroztunk meg, amelyet black Syrian hamster
retrovirus-nak (BSHRV, MK304634) neveztiink el.

A BSHRV bétaretrovirus DNS-szekvencidja kimutathatdé volt PCR és
szekvenalas modszereivel a tumorszovet DNS-kivonataibol, valamint az ugyanazon
fekete sziriai horcsog Osszegy(jtott maj-, tidé- és farok szovetmintaibol. Erdekes
modon, a virdlis RNS csak a nested-PCR vizsgdlat masodik PCR-korében volt
kimutathat6 a daganat DN4z-zal kezelt RNS-mintdjaban, a tumor nélkiili szervek tobbi
RNS-mintdjaban azonban nem, amely alacsony szintli viralis RNS-expressziora utal a
daganatos szovetben. A BSHRV bétaretrovirus jelenlétét és elterjedtségét harom
tovabbi horcsog mintdinak bevondsaval vizsgaltuk. A BSHRV retrovirus DNS-
szekvenciajat sikeriilt kimutatni egy tovabbi horcsog székletmintajaban (valdsziniileg a
székletben 1év0 gazdasejtekbdl), majd ugyanennek az allatnak post mortem gyQjtott
szovetmintaibol. Erdekes modon ez az allat is daganatos elvaltozasokat mutatott, ennek
az allatnak a hasan és mellkasan alakultak ki tobbszoros fibromak. A BSHRV és a
horcsog bordaganata kozotti ok-okozati kapcesolatot egyeldre még nem tisztazott. Annak
bizonyitasara vagy kizardsdra, hogy a BSHRYV, hasonléan mdas onkogén
retrovirusokhoz, befolyasolja vagy hozzdjarul az onkogén transzformacios folyamatok
kialakulasdhoz és igy képes normal sejteket rosszindulatu sejtekké alakitani, tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

A BSHRYV, tipikus bétaretroviralis genomhosszal és genomszerkezettel (5S'LTR-
gag-pro-pol-env-3'LTR) jellemezhetd. Mivel a BSHRV genom az eddig ismert dsszes
alapvetd retrovirus genom elemet és fehérjét kodolja, ezért a genomja alapjan teljes
bétaretrovirusnak tekinthetjiik. A prototipus MMTV bétaretrovirussal ellentétben
azonban a sag (szuperantigén) gén az 3'LTR-ben nem taldlhaté meg. A kdodolo régioban
a gag tartalmazza a pl0 és p24 strukturdlis bétaretrovirus fehérjéket, az un. ,,zinc
knuckle"-t és az Gn. “zinc-finger” proteineket. A progén tartalmazza a dUTPazt és a
retropepszint.A pro/pol szakasz a retropepszint (aszpartat protedzt), az alapvetd
retrovirus enzimeket, igy a reverz transzkriptdzt (RT), az RNaz H-t és az integraz

enzimeket kodolja. Az env gén a virusburok glikoproteinjét kodolja. A BSHRYV teljes és
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gyakorlatilag épnek tiind LTR/kddold genomrégioi a virus replikdcidjanak ¢és
potencialisan életképes retrovirusok eldallitasanak egyik eléfeltétele.

A szekvencia- és filogenetikai elemzések azt mutattdk, hogy a kiilonb6zo
BSHRV fehérjék csak kevéssé, 50-63%-ban hasonlitanak mas, eddig ismert
bétaretrovirusok adott fehérjéihez. Igy a BSHRV tavoli rokonsagban all az ismert
bétaretrovirusokkal, de feltehetéen egy 0j bétaretrovirus fajt képvisel. A legkozelebbi
hasonlosagot a bétaretrovirusok kozott, az egér emlétumor virushoz (MMTYV) talaltunk.
Ez azért tarthatd érdekesnek és fontosnak, mert az MMTV egerekben az onkogén
bétaretrovirusok fontos prototipusat képviseli, és amelyet Osszefliggésbe hoztak az
emberi emldrakkal is. Egy 1) MMTV-szerli bétaretrovirus teljes szekvenciajanak
meghatarozasa, egy ) emlds gazdafajban noveli az ismereteket a bétaretrovirusok
genomdiverzitdsarol, a lehetséges gazdafaj spektrumrodl, illetve a fert6zés lehetséges
forrasarol is. Az uj bétaretrovirus nukleotid szekvencia varidns ismeretében érdemes
lenne az ,MMTV” PCR-sziir6vizsgalatokban alkalmazott primereket és probakat
ujratervezni, €s ezeket kiprobalni mind emberi, mind pedig a kiilonboz6 allati
prevalencia vizsgalatokban. Ez Gjabb adatokkal és eredményekkel szolgdlna az MMTV-
szer(l virusok és az emberi emlétumorokkal kapcsolatos kérdéskorben.

A BSHRV azonositasaval és teljes genomjanak meghatdrozasaval azonban
szamos tovabbi nyitott kérdés mertil fel. A BSHRV potencialis exogén forméajat (virion)
¢s ha van, atvitelének modjat/modjait nem hataroztuk meg. Tovabbi vizsgalatokra van
sziikség a BSHRV és a BSHRV-szerli bétaretrovirusok prevalencidjanak, a gazdafajok
sokféleségének, szerepének ¢és  Dbioldgiai  jelentdségének  meghatarozasdhoz
horesdogokben, €és ha vannak kozvetlen virdlis rokonai, méas emldsokben is.

A mikroorganizmusok szerepe és a fert6z0 betegségek jelentOsége korantsem
tekinthetd lezart kérdésnek. Szinte naponta szembesiiliink a mikrobialis vilag jabb és
Ujabb, kordbban nem ismert aspektusaival. A mikroorganizmusok és a daganatos
megbetegedések kapcsolata ebbdl a szempontbol mindig is bodvelkedett az
ellentmondasokban, az eredmények lassu elfogaddsaban vagy -elfelejtésében, a
dogmakban ¢és a zsdkutcakban is. Sokfaktoros, id6ben elnyult 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 potencialisan viralis hatteret kerestiink egy hobbiallatként
tartott horcsog daganatos elvaltozasabol. A koriilottiink 1évd vildg tudomanyos igénytli
feltérképezése vezethet el minket a koriilottink 4allo ¢élovilag leirdsahoz ¢és
megértéséhez.
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	A fekete szíriai hím hörcsögöt (Mesocricetus auratus) 2013 januárjában néhány napos korában vásárolták, majd ezt követően háziállatként tartották Pécsett, amelynek arca és a nyaka területén tumoros bőrelváltozásra lettek figyelmesek a gondozói a vásár...
	A kontroll vizsgálatokhoz mintákat gyűjtöttünk noninvazív módon további fekete szíriai hörcsög egyedektől. Ennek érdekében 2018 májusában és júniusában három különböző pécsi állattulajdonostól (orvostanhallgatók) további három, a mintavétel időpontjáb...
	Virális metagenomika
	Szövettan
	A kórszövettani vizsgálatra szánt mintákat 10%-os formalinnal fixáltuk, majd paraffinba ágyaztuk. Ezt követően mikrotómmal 5 μm vastag szeleteket készítettünk, amelyeket hematoxilinnel és eozinnal megfestettünk.
	In situ hibridizáció
	Két, Digoxigenin-11-UTP-vel jelölt, egyenként 191 nt hosszú szensz és 193 nt hosszú antiszensz RNS próbát állíttunk elő TranscriptAid T7 High Yield Transcription kit segítségével. A szensz próba a vírus dUTP régiójához, az antiszensz a retrovírus buro...
	Esettanulmány és kliniko-patológia
	A post mortem– patológus által elvégzett - boncolás során a fekete szíriai hörcsög testtömege 40 g volt. A tumor kemény, tömör tapintatú, körülírt, fehér és bőr színű volt. A vágott felületen homogén, szürkés szövetek által körülírt nagy központi nekr...
	Virális szekvencia azonosítása metagenomikai módszerekkel
	Az állat arcáról származó primer daganatos szövetet virális metagenomikai módszerrel vizsgáltuk. In silico és de novo analízist követően kevés, összesen 5593 szekvencia leolvasást kaptunk, amelyek vírusokkal mutattak hasonlóságot (BLASTx cut-off  E-ér...
	Retrovirális szekvencia meghatározása
	A három állattól összegyűjtött székletminták egyikének DNS extraktumából a BSHRV bétaretrovírus szekvencia nested-PCR és szekvenálás módszereivel kimutatható volt. A felsokszorozott 538nt hosszú gag génszekvencia 99,4%-os nukleotid hasonlóságot mutato...

