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Prosztatarak

Hamsejt eredetli adenocarcinoma a prosztata széli lebenyében
El6fordulas:
Magyarorszag: incidencia kb. 2400/ férfiak 4. leggyakoribb daganatos
megbetegedése
mortalitas: kb. 1400/ év
Euro6pa: mortalitas: kb. 85000/ év
USA: 2008: incidencia 186.3000 (6sszes 4j rakos eset 25%-a)
egész életen at a kialakulas valoszintisége: 1:6
mortalitas: 28.700 (2. leggyakoribb rakos halalozas)

E-Amerika, E- és Ny-EU: incidencia itt a leggyakoribb, 2. leggyakotibb daganatos
halalok

Globalisan: 2008 incidencia: 679.000
mortalitas. 221.000
férfiak 3%-anak kozvetlen halaloka, incidencia mindeniitt emelkedik

Kb. 10-15% 6r6klott, 80-90% sporadikus
Diagnosztika: sziirés (felismert esetek atlag életkora 61 év/Eur6pa)

1410 sziirés /1 halaleset megelGzése

tiinetek

rectalis digitalis vizsgalat (RDYV)

PSA: prosztata specifikus antigén (epithelbédl glycoprotein, ng /ml)

biopszia: szévettan — Gleason- score (1-10), TNM (WHO 1997)

tumor markerek: CEA, PAP, vérbo6l, PCA3 vizeletb6l



Lehetséges koroki tényezdok

Eletkor: >40, legtobb eset 65-75 év
rassz (USA: feketék k6zott +15% incidencia, +38% mortalitas,
Nigéria, Uganda: 1. rakos megbetegedés)
legritkabb azsiaiakban (India, Pakisztan, Kina, Japan) - bevandorlok
¢életmad: uilés, taplalkozasi tényez6k, alkohol, elhizas, D-vitamin hiany
idiilt gyulladasok (83 mikroba)
kornyezet: cadmium (ipar, tejtermékek), névényvéddszerek,
trichloroethan (TCE),
N-nitrosobis(oxopropyl)amine (BOP), 3’,2’-dimethyl-4-aminobiphenyl
(DMAB)
dimethylformamid, acrylonitril, methylbromid,
N-methyl-N- nitrosourea (MNU)
synergista hatas androgénekkel
Védé tényezdk: ?, szelén, E vitamin, licopének (paradicsom),
diabetes mellitus (cs6kkent IGF-1)



Prosztatarak lefolyasa
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Drake C. G. et al. Nature Reviews Immunology August, 2010,10, 580-593




Or6kl6dé prosztatarakban
kimutatott mutans gének

Gene Chromosomal locus Putative function Staus in prostate cancer
ELAC? 17p Metal dependent hydrolose Unknawn
RINASEL Iy Ribonuclease that clegrodes virol and celluiar RNA and can produce Deleted
apoplosis on viral infechion
MSR] Bp Encodes o macrophage scavenger receplor responsible for cellular Delted
uptake of molecules, including bacteriol cell woll products
NBSI 5p Encodes o protein, nibrin, involved in the processing/repair of DNA Deleted
double strand breaks and in cell cydle checkpoints
CHEK2 ol Upstream regulator of p33 in the DNA domage signalling pathwoy Deleted

Hughes C. et al,, ]. Clin. Pathol. 2005, 58, p, 673-684



Prosztatarakban leggyakrabban leirt
kromoszoma elvaltozasok

Table 4 The mast commenly described areas of chromosomal loss and gain in prostate cancer

Chromasome locus Putative genes Mormal function of gene Status of gene in prosiate concer Ref
p EGFR Growth lactar Amplified 3%
7q CAV | Structural protein of covealoe membranes in ibrobloss  Amplified 40
and i
Bp MSR Encodes a macrophoge scovenger roceplor responsible Deloted a1
for collulor uptuke of malecules incheding bocterial cell
wanll products
Bp MEKX3-1 Tumair swppressor gene Dheleted 47
cemye Transcriphonal activatos Amplified 43
1 PTEM Tumour suppressor - gene Mutated A4
13q kb Tumour suppressar gene [elated A5
1&g E-CAD Adhesion molecule Dreleted 46
X AR Androgen receptor Amplified A7

EGFR, epidermal growth lnder receplar; PTEM, phosphatese and tensin homolegue; Rb, retinocblosoma.

Hughes C. et al,, ]. Clin. Pathol. 2005, 58, p, 673-684



Fokozott prosztatarak kockazatot jelento
gén-polymorphismusok

Chromosomal

Gene locus Function

TLR4 9q Encodes a receptor that is a central
player in the signalling pathways of the
innate immune response to infection by
Gram negative bacteria

CDKN1B 12p Belongs to the Cip/Kip family and

(p27) functions as an important cell cyde
gatekeeper

AR Aq May cause activation of androgen
dependent genes

CYP17 10q Enzyme responsible for the biosynthesis
of testosterone.

SRD5AZ 2p Converfs testosterone fo the more potent

dihydrotestosterone

AR, androgen receptor.

Hughes C. et al,, ]. Clin. Pathol. 2005, 58, p, 673-684



Prosztatarak elorehaladasahoz tarsuld
gén-polymorphismusok

Chromosomal

Gene locus Function

Vitamin D 13q Promotes the differentiation and

receptor growth arrest of prostate cancer
cells in vitro

CDKNIA (p21) 6p Belong to the Cip/Kip family and
functions as an important cell cycle
gatekeeper

CDKNIB (p27) 12p

Hughes C. et al,, ]. Clin. Pathol. 2005, 58, p, 673-684



Fobb immunologiai elvaltozasok prosztatarakos betegekben

Daganat kialakulasa el6tt
gyulladas (premalignant proliferative inflammatory atrophy (PIA)
Daganat korai stadiumaiban
prosztatan belil CD4+ T lymphocytak — Th17 anergias allapotban (tolerancia)
Treg - gatl6 hatasa regulal6 lymphocytak
(mint id6s emberekben nagy szamban)
CD8+ T lymphocytak — anergias allapotban, nem aktivalhaték
cytokinek, chemokinek, névekedési faktorok ill. receptoraik megvaltozott termelése
androgén EGFR termelését gatl6 hatasa megsziinik
fokozott VEGF, PDGFR-f3 termelés
Recidivak soran
prosztatan belil CD4+ Treg talsuly
myeloid derived suppressor cells (MDSCs)
nagyobb mennyiségili CD8+ T sejt — anergias allapotban
T cell receptor b-chain variable region (Vb) — csékkent expresszio,
oligoclonalis = antigén specifikus klénok (mint idds egyénekben)
természetes 6l6sejtek gatolt allapotban
tumor growth factor (TGF)- B fokozott termelése (CD4+, CD8+, NK sejtek gatlasa)
cytokinek, chemokinek, névekedési faktorok ill. receptoraik megvaltozott termelése
androgén EGFR termelését gatlé hatasa megsziinik
fokozott VEGF, PDGFR-f3 termelés
Androgén termelés gatlasanak immunolégiai hatasai
thymus sorvadas megallitasa, megforditasa (egerekben)
thymus naiv T lymphocyta termelésének fokozasa
prosztataban a CD4+, CD8+ T lymphocyta és macrophag infiltracié fokozasa
CD4+ T sejt tolerancia enyhitése
immuntherapia hatasfokanak javitasa (kisérleti allatokban)



Kisérletes klinikai vizsgalatok prosztatarak lehetséges kezelésére

Target Ageni Phase  Summary of trial identifier
PEE/mTOR Everolimus 1 Docetaxe] + evercimus for first-line metastatic CRPC NCTO0E50 186
Deforolimus n Single-agent deforolimus for second-line metasatic CRPC MCTDON 10188
WEGF Bevacizumak i Docetaxel 2 bevacizumab for frst-line metastatic CRPC MCTOOT 10214
VEGF recepion sorafenib n Doceraxel + sorafenib for frsc-line metastanc CRPL MCTOOSE9420
Sunirinib il Docetaxe] + sundtinib for first-lme metastanc CRPC HCTOD137436
m Sunitindb versus placebo for second-line metastatic CRPC MNCTOOGTEES0
Vatalinib 1l Single-agent vatalinib for non-metastatic CRPC MNCTO0134355
VEGF-Trap Afliber cept m Docetaxel & aflibercept for first-line metastanc CRPC MCTOOS19285
Tumor-VDaA CevixAA 1 Docetaxel + DNVEKAA for first-line metastabc CRPC NCTOHI111618
PDGFR Trmatirvily | Doceraxe] £ imatinib for firs-ling metasiatic CRPC MNCTOOOS0G TR
EGFR/Her2 Gefitinib i Gefitinib + everolimus for fArst-line metstatc CRPC MNCTO085 566
Lapatinib i Singe-agent lapatinib for pon-metasiatic CRPC MLCTOO246753
Bcl-2 Oblimersen i Docetaxel £ oblimersen for first-line metastatic CRPC NCTOO085228
AT-101 i Docetaxel £ AT-100 for firsc-line metastatic CRPC MCTDOS 71675
IGF-1R IMC-A12 1 Mitoxantrone + IMC-A12 for second-line metastatic CRPC NCTOOGR3475
CP-T51 871 i} Docetaxel + (P-751,87 1 for first- and second-line metastanic CRPC MCTDO313 781
Endothelin receptor Abrasentan 1] Docetaxel + sirasenian for first-line metastatic CRPC NCT 001 34056
Zibotentan i Docetaxel + zibotentan for first-line metastatic CRPC MCTO0E] 7 669
RAMNE ligand Demasamaly il Denosumab versus roledronate for palliation in metastatic CRPC NCTOO321 630
Vicamin D Calcimriol i1 Doceraxel + calcitriol for first-line meastatc CRPC (chosed early) MCTOOZTIAZR
CYPM? Abrateyone i Abiraterone versus placebo for first-line metastatic CRPC HNCTOOBRT 158
i Abiraterone versus placebo for second-line metastaric CRPC MCTOOEIRE G50
Androgen receptor MDWV-3100 i Single-agent MOV-3100 for non-metasiatc or metastatic CRAC NCTOO510718
HDOAC Vorinosran i Single-agent vorinosal for second-line metastarc CRPC MCTIZ30 16T
Panohinostat i Single-agent panobinosiat for second-line metastaic CRPC NCTOOBET 862
DNMT Azacitidine 0 Docetaxel + azacitiding for second-line metasanc CRPC NCTOOS0E 984
Immune therapy Sipulewcel-T i Provenge® versus placebo for first-line metastatic CRPC BNCTOODG654 42
GVAX™ m CVAX versus doceaxel for Arsi-Ene metastatic CRPC [closed early) WNCTOOORDE 56
n Docetaxel + CVAX for first-line metastatic CRPC [ closed early) NCTODO0133224
CTLA-4 Ipilimumakb I Ipilirnumab versus plicebo for second-line metastatic CRPC MCTOOEGT 614
PB-1 MDX-1106 i Single-agent MDX-1106 for reffactory meastadc solid mmors including CRPC NCTO0441 337

Antonarakis S. E. et al., Cancer Letters 2009, 291, p, 1-13



Antigén specifikus 1mmunterap1a prosztatarakban
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Immunterapia prosztatarakban
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Immunterapia klinikai vizsgalata
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Virusok kapcsolata emberi daganatokkal

Virus

HPV6,18,31,35,etc.

Epstein-Barrvirus

Kaposi's sarcoma herpes

virus/HHV-8

Human T cell leukemia

virus typel

Hepatitis B virus

Hepatitis C virus

HERK
MMTV

XMRV

. Causalrole .
Family Cancer established Mechanism
Papovavirus Cervix, anogenital, laryngeal carcinoma Yes Direct

Burkitt's ymphoma, nasopharyngeal
Herpesvirus carcinoma, AIDS lymphoma, Hodgkin's  Yes Direct
lymphoma
Kaposi's sarcoma, pleural effusion
Herpesvirus lymphoma, multicentric Castleman's Yes Direct
disease
Retrovirus AdultT cell leukemia Yes Direct/indirect
H_epadna— Hepatocellular carcinoma Yes Indirect
virus
Flavivirus Hepatocellular carcinoma Yes Indirect
Retrovirus Testicular cancer, other cancers No Direct?
Retrovirus Breast cancer No ?
Retrovirus Prostate cancer No Indirect?

Fan H: PNAS 104, 1449, 2007.



Prosztatarakban vizsgalt mikrobak

Country/Study Pathogen Sarnpl'ﬂ 1) Total Findl-ng: RBeference
Description

+/(n)
Sweden/201 prostate tissue Epsteim-Barr Virus. 31 There were no differences in Bergh 1.
samples from patients with JEV, g 43 the prevalence of adenowvirus, British
BFH that later progressed 1o BEW, HPW s, TR, 0 (3521  herpesvirus, papillomavinas, polyoma Journal of
PC and 201 matched controls Adenovirus, HSV1 and 2 a virus and O albicans DNA. Cancer 2007.
that did not. Calbricarns, .
Balimors, LISASZ0 PC BEW. 1 18 Most prostatectomies (87%) Sfanos KS.
subipects for bactenial DA Chilamypdia T, 1 1200}  contaln bacterial DA from The Prostate
and 200 PC cases for Chv. ] one of more species. The 2008,
viral-parasite Epsteim-Barr Wirus, 16 miajerity of individual tissus
DA detection. HPA e, AR, 0 core samples were necgative,

suggesting regional heterogensity
in the presence of bacteria

and a lack of a generalized

of ubkguitous prostatic flora,

Greacaf42 samples BEN. 2 10 BEW waas frequently detected Balis V.
of prostatic T, 0 (A2 and could play a relevant rols Int J Bicl
malignancies. HPWs.. 2 in the devalopment and Markess. 2007.

prograssion of human PC,
whereas HPY does not seem
to be implicated in this oype of
Fcsrman nnnplq Shit.

LenmgBeach, USAS HPYs. 020}, 6{121 10{240}) The prostate is a complex LZambrano A,
12 PC Frash frozen JEN, VO (2006 (12) A habitat where mixed Prostate
tissues and 20 BEW. O {300, 3 {12) Ti12) infections with oncogenic 2002,
paraffin-embedded DA virnuses frequently

archival samplas, ooour and opans the

discussion to the
potential role of thessa
wiruses in the PC.

Monterrsy, ICW, BEW, 540, a 22 HPW frequency was This weork.
Mexico/55 HPY's. i5 {130}  significantly higher in PC

Cases of PO HCMY, & cases than in controls;

and 75 Contrals KMAY. 1 this linding sugigests

their participation in
PC develpment or tumor prograssion,

Martinez-Fierro et al. BMC Cancer 2010, 10, p, 326



XMRY felfedezése

Robert H. Silverman PhD, Cleveland, OH

Hereditary prostate cancer gene 1 (HPC1) = RNase L = RNASEL
RNASEL karosodas 6r6kl6dé prosztatarak sejtekben =
megnodvekedett fogékonysag virusfertGzés irant = virus sziirés
(Virochip) =»
XMRYV = xenotropic murine retrovirus-related retrovirus
xenotrop egér-retrovirussal rokon retrovirus

XENOTROP: - reservoir provirus DNS egyik faj sejtjeinek
kromoszodjaba integralddott,
- a termel6dott virusok mas faj sejtjeit fert6zik

XMRV RENDSZERTANI HELYE:
RETROVIRIDAE CSALAD
GAMMA-RETROVIRUS ALCSALAD



A 2-5A /RNase L rendszer mint a természetes
antiviralis immunitas része

2-5A—
synthelu&e

Active RNase L

Inu:twe RMNase L

Silverman, R. H. et al. Scientific of Journal. 2007.



Retrovirusok rendszertana
ALPHA-RETROVIRUSOK

ALV, madar leukaemia (avian leukosis) virusok (RSV...Rous sarcoma virus)
BETA-RETROVIRUSOK

-MMTV........... egér emlGtumor (mouse mammary tumour) virusok

-HERV-K......... human endogén retrovirus K

GAMMA-RETROVIRUSOK
-MLV (vagy MuLV)....egér (murin) leukaemia virus
-FeLV, GALV....macskaill. gibbon ape leukaemia virusok
-XMRV...ciiiiiiiiiinnnn xenotrop egér retrovirussal rokon retrovirus
-HERV-H, -W, PERV...... human ill. sertés (porcin) endogén retrovirusok
DELTA-RETROVIRUSOK

-HTLV-I/II................ human T-sejtes lymphoma-leukaemia virusok

o 5 1 B bovin leukémia virus
EPSILON-RETROVIRUSOK

-WDSV..coviiiiiiiiinnnee. Wallaye dermal sarcoma virus halakban

LENTI-RETROVIRUSOK

-HIV, SIV, FIV, BIV...emberi, majom, macska, szarvasmarha immundeficiencia
virusok

SPUMAVIRUSOK

-y,Foamy virusok” ...... emberi, csimpanz, bovin, macska ,,foamy virusok”
-HERV-L



Gammaretrovirusok

A RETROVIRUS CSALAD NAGYON KULONALLO ALCSALADJA
- sok onkogén hatasu virus kiillonb6z6 emlds fajokban

RNS— REVERZ TRANSZKRIPCIO — PROVIRALIS DNS — SEJT-DNS-BE INTEGRALODAS
A PROVIRUS LAPPANG A KROMOSZOMABAN, SEJTOSZTODAS SORAN ATOROKLODIK

RETROVIRUS ,,LONG TERMINAL REPEAT” (LTR) AKTIVALODHAT
- részleges aktivalodas =P sejtgén miikodés befolyasolasa
- teljes aktivalodas— virustermelés

AKTIVALO AGENSEK
- egyéb (heterolog) virusok transzaktivalo hatasa
--- ugyanazon sejtben vagy sejtek k6zott mediatorok révén
- carcinogén vegyiiletek, mitogének, UV sugarzas
- hormonok, cytokinek, chemokinek, gazdaszervezeti valtozasok

RETROVIRUS LTR AKTIVALODAS KOVETKEZMENYEI
- enhancer hatassal a szomszédos sejtgének / onkogének aktivalédasa
- promoter hatassal algének létrehozasa, expresszidja
- polyadenylaci6 hatasaként génkifejez6dés megszakadasa
- mRNS-ek atszabasa (splicing) megvaltozik
- RNS interferencia révén génkifejez6dés gatlasa



Az XMRV

rendszertani helye és rokonsaga mas retrovirusokkal

LI EMRY VPG2 5 XMRV

mERV Chr, T {F)

{ Polytropic MLY
mERY Chr. 11 (P]
mERY Chr, T (P}

Maodified polviropic MLY
mERY Chr, 12 (Pmj}

mERY Che. 9 (X}

MLY [Hs-r5 (5]

Eenotropic MLV

mERY Chr, 4 {X)

mERY Chr. 1 ()

MTCR (X)

MLY AKY [E)
Maloney MLV (E}  geotropic MLV
Rauscher MLV (E)

“IFriend MLV {E]

FLY  Feline leukemia virus

GALY  Gibbon ape leukemia virus

HoRy Hoala retrovirus
|:[I.'II|Z|||'-!1E' EI—'!H-!JI'IIHH

Mus musculus

Egér Gammaretrovirusok

(MLV)

Sejtek fertbzése

Egér Nem
ragcsalo
Polytropic  + +
Ecotropic  + -
Xenotropic - +
de: Bxvl, F/St,
SWR, SJL,
SIM.R+

Mus pahari +

Mus molissinus +

Urisman A: PLOS Pathogens 2, 211, 2006



VPE2

XMRY torzsek csoportositasa

VP42 VP35

22Rw1 WPI-1106

0.0002

VPBe2 corrected
WPI-1178

WPI-1178

WPI-1106

VP62 corrected
VPE2

2Z2Rv1

VP42
VP35

0.005

B mChrom13

m Nukleotid eltérés:

0,03%

m Kevés varians =

1 egyénben kevés
replikacios ciklus

Smith R. et al. Retrovirology. 2010; 7: 70.



XMRYV el6fordulasa prosztatarakos
betegekben

mERY Chr.9 (X)

100 g MERY Chr.7 (Pm)
'irnEH"u" Chr,12 {Pm)

98 mERVY Chr.7 (P)
ﬁl mERV Chr,11 (P}
mERV Chr.4 (X)
a3 MulV DG-75 (X)
mERV Chr.1 (X)
MulV Akv (E)

n'rLLMT{:Ft (X)
53 MCF1233 (P)

106

100

(11

100

MuLY DG-75 (X)
mERY Chr.4 (X)
MuLV Ak (E)
MCF1233 (P)
mERV Chr,8 (X)
MTCR (X)

mERV Chr.1 (X)
yo0 pMERV Chr.7 (P)

{ mERV Chr.11 (P)

100

Moloney (E)

= Rauscher (E)

mERV Chr.7 (Pm)
100 [mEH‘u" Chr,12 (Pm)

L L S

p=Rauscher (E)

0d

gag fragment (380 nt)

e Friend (E) 00

b Friend (E)

pol fragment (2500 nt)

UrismanA. et al, PLoS Pathog. 2006 Mar;2(3):e25. Epub 2006 Mar 31



XMRYV morphologiaja

B - D = XMRV

E = MoMLYV = Moloney murin leukémia virus

Schlaberg R. et al. PNAS 2009, 106, 16351-16356



XMRY szerkezete

Envelope proteins
5U (gpTO)
T™ (p15E)
AT IN
Core proteins PRO
MA (p135)
CA {p30) RiNA
NG (p10) genoms
pid -
gag ool ey
5 =;:?_I_= anaAaA..3
Core Reverse Envilope
proteins transcriptase prateins

Silverman, R. H. et al. Nat. Rev. Urol. 2010



XMRYV fehérjéinek vizsgalata (WB)

3 A B
E 2 .. 1 2 3 _4_ 5 6 i 8
o 31 ol
il )
98 Hp&ﬂiiﬂﬂpuwmq 62 ;}J
oM | o AN IR = T JantMiLV (12000
2 Jant-MulV (1:2000) + p15 (100 ug'mi)
12-CA |
3 - CPEpEY 2 3ot MLV (1:2000) + p15E (100 ugimi)
EEE bt £ 4 fantidulv (1:2000) + p30 (200 ugimi)
1:: i 5 fant-MuLV (1:2000) + p10 (100 ugini)
r,-l P15 (MA) 1 - - 6 Jant-MuLV (1:2000) + p12 (44 ugimi]
14 £oor5e MM , 7 eEn (1 1000)
pl2 ﬁh -t ) B kﬁm[i:lml*mrﬂmqﬁ]
ﬂi =+ 510 (NC) |
— p1S pI5E p30 p10 P12  gpR0
(MA) (TM) (CA) (NC) (Env)

A: 0-MLV polyclonalis antitestek B: kompetitiv gatlas tXMRYV fehérjékkel

Qiu X., et al. Retrovirology 2010, 7, 68.



Az XMRYV genomja (8185 nucleotid)

CUG St UGA
345 SR12
ol AUG UAS 0EIG LIAA
5| 513 k| 5755 TES0
I B anan
fadg
Eﬂg-pm-pm
an
[ B anan
R Us 3.2 Kb ui R
) ] ] 1 ] ] | | ]
0 1 2 3 4 5 5] T 8 Kb
ST
s —
- AMBEVY VP35A
XMRBRY VPE2

[x)
(x)
{x)
(X}
[x}
(P
(B}
{em})
12 (Pm)

Urisman A: PLOS Pathogens 2, 211, 2006.



XMRY specifikus 24 nucleotid deletio

XMRV typical deletion
24nt compared to MLV DG-75

| \

c&eiatian#w ‘
Qut-For | 461 QOut-Rev
2 In-For In-Rev 633

363 536

Hohn O. et al. Retrovirology 2009, 6:92



XMRYV génszerkezete és rokonsaga mas retrovirusokkal

XMRV GEN]JEI
- LTR-gag-pro/pol-env-LTR, 8185 nukleotid (nt)
- nem tartalmaz onkogén szekvenciakat
- LTR REGULALO SZEKVENCIAK
--- 535 nt, koztiik ,,glucocorticoid response element” — steroidok, androgének
aktival6 hatasa
--- 94-96% szerkezeti rokonsag mas retrovirusokkal
egerek fert6z6 leukaemia virusai (96%: MuLV NFS-Thl)
emberi B-lymphoblastoid sejtvonalbél nyert virus (94%: DG-75)
--- kiil6nb6z8 egyének daganataibol nyert sejtvonalakbél kimutatott retrovirusok
nt azonossaga 98%, aminosav azonossaga 99%
Gag
- nem kddol6 régidk, virusfehérjéket kodolo régidk — nagy valtozékonysag, daganat
progresszié oka (?)
- 24 nt delécié mas MuLV-hoz képest — emberi fert6zés lehetdsége (?)
Pro/Pol
- viralis proteaz és polymeraz (=reverz transzkriptaz)
- 1197 aminosavbdl all6 fehérje
- rokonsag egér leukaemia virusokkal (96%), DG-75 emberi retrovirussal (97%)
Env
- virus boriték (,,envelope”) fehérje 645 aminosavbdl all6 fehérje
- rokonsag emberi kissejtes tiiddrak sejtvonalbél (INCI-417) nyert retrovirussal (95%)
- Moloney murin leukémia virus SU fehérjével 50% homoloégia: sejtspecificitas oka



XMRYV és MoMLYV aminosav homologiaja

MW MW, Similarity HIV

Gag p62 60.4 87%
MA p15 14.1 79%
p12 8.7 79%
CA p30 30.7 95%
NC p10 6.4 92%
PR 13.3 96% 28%
RT 74.9 95% 17%
IN 45.5 81% 14%
Env__ gp75 69.9 66%
SU 47.8 54%
™ 19.6 91%
p2E 2.5 75%

Schlaberg R. et al. PNAS 2009, 106, 16351-16356



Kisérletesen vizsgalt prosztata sejtek f6bb tulajdonsagai

Sejtvonal

22Rv1

DU145

LNCaP

PC3

Pm151T

Pf179T

Epl156T

Eredete,
jellege

Prosztatarak,
hamsejt

Prosztatarak,
hamsejt

Prosztatarak,
Nyirokcsomo
attét, hamseijt

Hamsejt

Prosztata,
simaizom

Prosztata,
fibroblaszt

Hamsejt

RNase L

hiany
JAK/
STAT
hiany

RR

RQ

RQ

Egyéb

IFN-f3
reaktiv

IFN-B
Zavar

Hormon
érzékenyseé

g

AR —
GR +

AR +
GR -

APOBEC XPR1 XMRV

A3G
hiany

A3G
hiany

A3G
hiany

termelés

10 képia/sejt
integralt
++++

++++



XMRY integralédasa DU145 klonokban

Integration Site® Do plication
Call Clones ichromosome; nucleotide position) Leangth (bp)
c-1 13; 77016416 (+) 4
c-3 2 33211657 (+) 273"
C4 5; 3462259 (+) 4
C-5 10 25,254,665 (+) 4
C5 1 19788033 (+) 4
Z 19178533 (+) -3
C-7 & 109005770 (—) 4
5 64073721 [+) F
9 5468090 (—) 4
19; 22119434 [+) 4
-8 1. B.643 654 (+) 4
1: 2.804 426 [+) 4%
c9 2 109669551 (—) 4
C-10 & 30.8B58925 (+) 5
12 & 67648746 —) 4

*The nudeotide position comesponds to the position of viral DMNA insertion at
the top strand of the chromosome indicated. Symbols + and — within the
parenthesis indicate the onentation of the wviral traecription is the same and
opposite, respectively, to the polarty of the top strand. GenBank accession
mnumbers for the ntegraton site sesquences are GUEBISD 7S to GLEB 16104,

FThe left LTR of the provirnus comains a 5bp deletion that includes the
conserved CA dinudeotide at the viral end

YThe target DNA contains a T to A ransversion immediately adjacent to the left
LTR {position 4L

Kim S. PLoS ONE 5(4):e10255.



XMRY integralddasi helyeinek
nukleotid 6sszetétele DU145 sejtekben

10 9 8 T 6 5 4 -3 -} -I&Dl D2 D3 D4 +1 +2 43 +4 45 46 +7 48 49 +10
6.2 27.3 308 3126 314 323 114 24 201 4.7 ]ﬂ.E.}!?.E .H.l 805 218 27.6 230 244 256 279 181 A1
313 265 2424 1.8 21.2 19.2 203 28.2 7.3 J'I.'l 188 218 28.8]28.5 299 265 218 285 253 221 186 198

174 140 201 224 24.1 4.1 26.2 244 EE? 140 221 27.0§25.6 238 18.0 195 169 238 203 289 24.1

3.1 323 267 133 233 M4 2.1 25.0 BES 25 ﬁ.ﬂﬂ. JLT1238 203 224 279 358 30.2 253 29.7 224 270

= |G} | M| >

A

D1-D4: target site duplication

High fidelity direct repeats

Kim S. PLoS ONE 5(4):e10255.



XMRYV familiaris prosztatarakban

FAMILIARIS PROSZTATA RAK
- az Osszes prosztata rakos eset kb. 10-20%-a
- 6r6kl6dd, egy csaladban >3 beteg
- koran fellép (<55 éves kor)
-, hereditary prostate cancer gene (HPC) 1” =
RNase L (RNASEL) gén mutacidja

--- 0r6kl6d6 mutacio: eurdopai eredetli népességben

nt: G1385A — aminosav csere: R462Q (Arg — Gln)
(Japanban RNase L 3 mas mutacioja fordul eld)

--- kovetkezmény: enzimaktivitas 1/3ra cs6kken =P IFN I aktivitasa soran a
foloslegessé valt sajat RINS és a viralis RNS molekulak lebontasa
csokken =
virus eliminaci6é (XMRYV, influenza, HSV, EMCV, WNYV, Coxsackie-v.)
romlik

--- RNASEL aktivitas gyogyszeres serkentése: XMRV, VSV, EMCYV gatlasa

--- mutaciot nem hordozd egyénekben és sejtkultaraikban (DU145) az
XMRV IFN-f3 érzékeny

--- apoptosis nem kovetkezik be, tovabbi gének (pl. MIC-1) aktivalasa
csokken

--- rak kockazata: homozygotak: 2x, heterozygotak: +50%



XMRYV kimutathatosaga
familiaris prosztatarakban

Kimutathatésag aranya: homozygdtakban (QQ) 40%
heterozygotakban (QR) 2%
egészségesekben (RR) 2%
Kimutatas méodszerei: PCR, DNS-microassay /Virochip/, FISH, IHC
Gag antigének a stroma fibroblastokban és immunsejtekben
(FLC ellenes monoklonalis antitestekkel vizsgalva)
--- QQ: a prosztata sejtek sejtek 0,4-1,2%-aban, QR ¢és RR: 0,15%
- proviralis DNS az el6bbi sejtek magjaban és a mag koriil
nincs virus a daganatsejtekben !

Feltételezhetd hatas: stroma sejtek altal termelt cytokinek, novekedési faktorok
idézik el6 a daganatos elfajulast (parakrin mechanizmus)

--- ,,semen derived enhancer of virus infection (SEVI)” —
amyloid molekula = prosztata savanyu foszfataz
eldsegiti a virus sejtreceptorokhoz val6 két6dését



XMRYV kimutatasa prosztatarakos betegekbdl

Patient ~ RANASEL Genotype®  Number of Cells Counted”  Number of FISH-Positive Cells (%) XMRV FISH®  XMRV gag RT-PCR
VP B QQ +8 50123 4
WP 31 Q0 516 f(1.14) 44
VP42 Qo 330 6 (1.13) F
WP 62 Qg 904 10 11.11) by
VP23 aQ 659 7 (1.06) +4
VP 79 s 464 2 (0.43) |
VP 10 0Q 872 11013 b=
WP 35 aa 549 1012 H
VP 90 a0 843 11032 H-
WP 45 RO Q87 0 0]

VP 46 Rl 794 010 —
WP 30 RR fi61 11015 H
WP 50 R 187 110.13) 4=
VP 51 R 842 0 0]

*RMASEL ganotypes are as foliows: 0O, homozygous R4620 variant; RO, heterozygous; AR, homazygous wikd-type.
bl types of prostatic cells are induded.

e = 00%-02%; + = 0.2%-1%; 4= >1%,

D% 10,137 fournal ppat 00200235.1002

Urisman A. et. Al. PLoS Pathogens 2006, 2(3), e25



Az XMRYV vizsgalatra keriil6 betegek

csoportositasa
Sample ID
Characteristic 22 69 120 135 143 177 324
Age at surgery 69 43 o0 of 56 42 48
Race White Black White White White Black White (Turkish)
Preoperative PSA 2.97(6) 4.6 22 2.5 3.9 3.8 16.86
(corrected) (ng/mL)
Preoperative stage Tic Tlc 128 Tic T2a Tic T2a
Biopsy Gleason score 3+3=63+3=6 3+4=7 3+3=644+3=73+3=6 3+3=0
Stage pT2cNXMx  pT2cNxMx  pT3bNOMx  pT2cNxMx  pT3aNOMx pT2cNxMx  pT3bN1Mx

Operative Gleasonscore 3+4=7 343=6 344=7 3+3=63+4=73+3=6 4+3=7
Percentage of involvement  40%  510% 20% 15% o 40% 25%

Bilateral or unilateral Bilateral  Bilateral  Bilateral  Bilateral  Bilateral  Bilateral  Bilateral

Extracapsular extension  Negative  Negative  Positive  Negative  Positive  Negative  Negative

Margin status Negative  Negative  Negative  Nepative  Negative  Negative  Negative

Perineural involvement ~ Positive  Negative  Positive  Negative  Positive  Positive  Positive

Seminal vesicle Negative  Negative  Positive (R) Negative  Negative  Negative  Positive (R)
involvement

Arnold R. S. et al. Urology, April 2010, 75, p, 755-761



Prosztatarakos szovetek vizsgalata

A: Haematoxilin-eosin festés (HE)

és Fluorescein In Situ Hybridisation
(FISH)

— = XMRYV porzitiv stroma sejtek

c B: HE és FISH

o

-
M = m =
- - - =

Sample ID

«217

C: XMRY env specifikus fészkes PCR

Arnold R. S. et al. Urology, April 2010, 75, p, 755-761



XMRY szerokonverzio idobeli kialakulasa
Rhesus majmokban (WB)

XMRVAMA _ -
Apdmy [an
T"ll:l-l'r[l-t!lﬂlmla:l!vl.lﬁ T4 =8 uf
M.
) = e
Ly -
i -
76 . = -
nl
U 0 e e e o o e = I - =r|Tr.-|:-
§ d +
» + .
E.= .} .n EMRWY bruate WH sirips
R
B P Day B M W A WSS B e
e - -
185; H ! |
H: . .I |
= & B -H-- o o0 (i}
e | ﬂ
—-— A ik = |
Racambinant gp 7o WH strigs

Qiu X., et al. Retrovirology 2010, 7, 68.



XMRY sporadikus prosztatarakban

XMRYV kimutathatosaga:
--- XMRV DNS a daganatok 6,2 %-ban, 1-10 képia/sejt
kontroll mintak (TURP) 2 %-ban
--- XMRYV protein expressio a daganatmintak 23 %-ban
XMRY ellenes, nyulban termelt antitestekkel kimutatva
XMRY nincs minden daganatsejtben !
XMRYV detektalasa a paciensek kiilonb6z6 prosztatasejtjeiben:
- 85% csak a rakos hamsejtekben
- 7,5% rakos hamsejtekben és stroma sejtekben
- 7,5% csak a stroma sejtekben
legtobbszor a daganatos sejtek 1-1 csoportja pozitiv
XMRY pozitivitas aranya novekszik:
- magasabb Gleason pontértékiiill. agressziv daganatokban
- pT2 =» pT3 novekszik a klinikai staidiumban
kontroll mintak (TURP) 4 %-ban (3%: csak a hamsejtekben,
1%: hamsejtekben és stroma sejtekben)
Feltételezhet6 hatasmechanizmus: direkt
»,hit and run” — XMRYV genom elveszett
indirekt, mediatorokon keresztiil



XMRYV Kklinikai vizsgalata

Study XMRV detected RMase LQQ Methods Cell types or fluid
association
Prastate cancer
Urigiman of al. {2006 Yes: 10% ¥es (8720 Q0 Parwviral DA microanmay, Stromal fibroblasts and
1/66 AR or RQ) RTPCR, FISH, IHC hematopoletic cells
Kim et al. (20087, s Yes (8,9 00 Imegration site mapping Peripheral zone
Dong et al, (20077 1/9 RR) prostate lissue
Arnald et al, (20101 Yas; 27.5% Yes (B 20 O Immuna respanse Serum. stromal
330 RO or RR) {neutralizing antthodies), PCR, fibroblasts
FISH
Wnouf e al, (20091 Yes Yos RT-PCR Epithelial calks (22Rv1)
Hong at al [2009)% Yos Mo Quantitative RT-PCR, nested Expréssed prostate
RT-PCR secretions
Schiaberg et al (2009 Yoz, 27% Moy Cuantitative PCH, IHC Epithelial cells
Furuta (20094 Yos: &% MND Immune respanse, AT-PCR PEMCe
Fiacher et al. (2008 Lo Mo AT-PCR Peripheral 2one
prostate lissue
Sfanos of al, (2008} Mo ND PCR Prostate tissue
Hohn et al. (20092 Mo Mo PCR, RT-PCR, ELISA Prostate tissue, sarum
D' Arcy et gl (2008)= Mo Mo RT-PCR Frostate tissue
Chronie fatigoe syndroma
Lombard| et af. {2009 Yes; BT Mo PCR, westam blots, culturing PEMCS, T celis, B cells,
vinus, immaune response plasma
Erlwein et al. (20105 No ND PCR Whole ood
Groom af af, (2010)™ Mo MND PCR, serum neutralizalion PEMES, sefum
assay
Van Kuppeveld et al. (20107 Mo ND PCR FBMCs
Amyotrophic lateral stlerosis
MeCormick ot &l (2008 Mo Mo Realktime PCR, RT-PCR PEMCs, sarum

Silverman, R. H. et al. Nat. Rev. Urol. 2010.



Chronic Fatigue Syndrome (CFS)

Idilt faradtsag tiinetegyiittes. Mas faradtsag tiinetegyiittesek is vannak.
Etiologia: ismeretlen
korabbi vizsgalatok: bétaherpesvirusok
kiilon6sen human herpesvirus 6 (B) mint kofaktor
EBYV, enterovirusok, parvovirus B19, Borrelia burgdorferi, mycoplasmak, Coxiella burnetti

El6fordulas: népesség 0,4-1 %-aban

Korkép: fert6z6 betegségre utalod, gyorsan lezajlé kezdeti tiinetek - jarvanyok
A betegség kritériumai nincsenek jol meghatarozva:

diagnozis legtébbszor kizarasos alapon
Régi Oxford/1994 Fukuda kritériumok
Uj: Canadian Consensus Critetia (CCC)
myalgic encephalomyelitis/CF immune deficiency sdyndrome
idegrendszeri + immunolégiai karosodasok
természetes 6losejtek karosodasa
daganatok incidenciaja gyakori
RNase L karosodas gyakori!

Kezelés: empirikus, nem konvencialis: homeopatia, hypnosis, akupunktura,
immunstimulansok (pl. S. aureus toxoid), i.v. Ig, hydrocortison,
anti-depresszansok, -allergias szerek, vérnyomas emelSk
IFN-3 gatlok TNF-a ,
hatasos: viselkedés terapia, tornagyakorlatok

XMRY vizsgialat indokoltsaga: ismert RNase L karosodas
jarvanyos, orvos altal diagnosztizalt esetekbdl (Incline, Nevada)
Virochip: él6ben elérhetd periférias fehérvérsejtekbdl 7-14 napos aktivalast kévetSen



XMRYV vizsgalata egyéb betegekben

Egészséges véradokban
CFS beteg ne adjon vért
Kanada, Ausztralia, Uj-Zéland — 2010. aprilis)
USA 2010. junius
HIV fert6zott férfiakban
Hollandia: ondéfolyadékban vizsgaltak csak: negativ
Kamerun, Uganda (kiszart véradok): vérplasma, PBMC: negativ
Nagy-Britannia (HIV+, HCV+): vérplasma, PBMC: negativ
Egészségesek és betegek légutaiban
Németorszag (orrvaladék, kopet): pozitiv
Gyermekkori és reumas betegségekben
Franciaorszag: -
Feltételezés: XMRYV és PERV (porcin endogén retrovirus) rekombinacié
él6 sertésszovetek xenotranszplantacioja esetén
3 reciptensben (n=200) PERV Gag p27 antitestek WB + (?)
Env -
XMRV/PERYV szekvencia azonossag: 53%
PERV-A human tropic
PERV-C ecotropic



XMRYV antigének elleni antitestek véradokban

Donor pl15E p30 gp70 WwB Designation
1D CMIA CMIA CMIA for
USA a-MLV spedificity
calculation
S/CO S/CO S/CO Viral gp70*
Lysate
pB1 2.5 14 D.1.2 (3] il false positive
T i, 2.6 ap 7 aoi| Lie
band
552 0.1 )17 2.2 false positive
n52 0.1 ).15 3.6 false positive
52 1.0 21 nt false positive
;176 1.1 30 band rit £ Loed
43 1.2 12 band nt excl uded
41 )3 1.7 13 nt false positive
2 2 1.7 2 nt false positive
<58 2 1.8 I nt false positive
5210 3.7 12 m Talse positve
n228 3.7 1 it false positive

® Mammalian expressed recombinant gp A0

= not tested

CMIA: chemoluminescent immunoassay

S/CO: S. CORE szamitogépes képelemzb program Oiu X., et al. Retrovirology 2010, 7, 68,



XMRYV vizsgalata HIV fert6zott férfiakban

No. of patients
Mean age (range)
Origin®

No, of seminal samples tested
Blood plasma HIV-1>50

copies/ml

Seminal plasma HIV-1>50

copies/mi
XMRV+

Homosexual men

29

424 32-&5)

Dutche 21
Non-Dutch: 2
Unknown: &

30
28/30

2030

/30

*All men are cumrently living in The Netherands.

doi10.137 Vjournal pone 001 20401001

Heterosexual men

25
37 B {2946

Dutch: 18
NonDutch: 7

a3

a/e3

3/63

a3

+AZT

All men

54
40.1

Dutche 39 (729%)
Non-Dutch: 9 (17%)
Undmown: 6 (11%)

93
33/93 (35%)

213/93 (15%)

/93 (0%%)

Cornelissen M. et al. PLoS One. 2010 Aug 10;5(8):€12040.



XMRYV kimutatasa a légutakban

Group Patient median 08,y Undering disease Sample XMRV+

1 (75 paients wih RTI) Y None Sputum nasalswab  HTH(23%)

2 (31 patients with RT) il COPD BAL 1131 (3.2%)

3 (161 patients with RTI) R Immunasuppression BAL, TS 16/161 (9.9%)
after SOT or BMT

Control (62 persons with no RTI) % None BAL troatswab  262(3.2%)

"XMRV, xenctropie munne leukemia virus; ¢, postive for XMRV=spectic sequences by PCR; RTI, respiratary tract infection, COPD, chronie obstructive
pulmonary disease; BAL, bronchoalveolar lavage; SOT, sobd organ transplantation: BMT, bone marrow ransplantaton; TS, tracheal screbon

Fischer N.et al. Emerging Infection Diseases 2010, 16, p, 1000-1002



XMRYV vizsgalata gyermekkori betegségekben

Number of patients

Pediatric Pathology

Age range”

Sample origin

iiopathic thrombocyiopenic purpura 11 m-16y i Whole bloog
1 Bone mamow
| Wnole Dood - Bone mamey
AuTImmuUNne emohytic aneniia ay- 1oy 3 J Whole blood
I Whole biood - Bone mammow
Aregenerative anemia Ay-By 3 I Wwhole Diood
| Bone marmow
| serum
ldiopathic aplasia 12 y Whole biood
Meutropenia Im-3y A 3 Whole blood

Bone marrow

Juvenzle iapathec artnnms

#

5 Whole binod
21 Syrnovial Auid cells

Whaole blood - Svnowial flisd celis

Henoch-5%chdnlein syndrome

'ﬂ'-'h-f-f:-i t::_n.-\. -

Fnicaphalitis Iy-Qy 3 Whole blood
Dermatomyositis Gy Whole bioog
Leucosk Sy =15y Z Whote Diood

*m = month, ¥ = year

XMRY env fészkes PCR: negativ

Jeziorski E. et al. Retrovirology 2010, 7,



XMRYV tulajdonsagai

Endogén XMRYV nincs a normal emberi DNS-ben, nincs rokonsag HERYV csaladokkal
C tipust retrovirus, atmérdje: 137+ 9Inm (Moloney murin leukémia virushoz hasonlo6)

AZ EMBERI FERTOZES: KULSO FORRASBOL

--- reservoir: eredetileg egerekbdl, ijabban emberrél-emberre terjedés lehet ?
cseppfert6zés ?, vér utjan ?, nemi aton ?

--- rakos betegek ond6jaban XMRYV RNS megtalalhat6

--- rteceptor: xenottop és polytrop retrovirus receptor (XPR) 1legtébb gerinces sejt
felszinén

--- nem akut fert6zés valtja ki a rakot, hanem évtizedekig torténd lappangas és

transzaktivalast kovet6en indukal rakot az XMRV

--- 0szt6do sejtekben az XMRYV jobban szaporodik

--- in vitro: DU145, LNCaP prosztata rak sejtek, HeLa méhnyakrak, Heylb ovarium
raksejtek, aktivalt T és B lymphocytak, Raji, SupT1

XMRYV SZAPORODASA

--- 7,16, 17. kromoszoémaba tortént integraciot kovetSen
integracio CpG szigetekbe, a szabalyoz6 gének kozelében torténik,
de nem proto-onkogének elé
--- NF-ATc3 gén — transzkripcios faktor (T-sejt génkifejez6dés szabalyozasa)
--- CREB5 - transzkripcids faktor (,,cAMP response element binding protein 5”)
--- APPBP2 - androgén receptor transzaktivalas gatlo faktor (androgén kivaltotta
jelatvitel zavarasa)



XMRYV hatasmechanizmusa

a [ Stromal cells 1 b

Epithelial cells Fibroblasts Hematopoietic cells Blood I[s. (T, B)

G‘r rF_.'.

3 J

'f’ "._ A i i
— ,

L g

Silverman, R. H. et al. Nat. Rev. Urol. 2010.



Egyéb hatasok befolyasa az XMRYV szaporodasara

m Belso

m Hormonok (androgének, glycocorticoidok)

m Cytokinek, chemokinek, novekedés: faktorok
EGFR

m Sejtfaktorok
APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme,
Zn dependent cytidine deaminase
(C— U, G — A hypermutaciok)
Fvl, tetherin

m Kilso
m Interferon induktorok

m Antiviralis gyogyszerek



Altalanos virologiai kovetkeztetések

1. Barmilyen idegen DINS-kontaminaciot ki kell zarni

- a legt6bb sjtkultarara/virus laboratorium veszélyben, mert egér eredetd
DNS kontaminacié gyakori

-- altalanosan hasznalt laboratoriumi reagensekben
-- PCR pufferekben
-- RT-PCR enzim készitményekben
2. Barmilyen ujnak vélt virus (f6leg emberi virus)
teljes genom szekvenciajat meg kell allapitani
nem elegend6 PCR termékek szekvenalas
bizonyitani kell, hogy a virus szaporodoképes

3. Kisérleti mintakat és a kontrollokat ugyanabban az idében és médon
kell vizsgalni
4. Sejtkultarakat rendszeresen és széles korben ellenGrizni kell virus
kontaminacid iranyaban

feltehet6en a virus kontaminacid sokkal gyakoribb a feltételezésnél

uj modszereket kell kidolgozni a rendszeres rutin ellen6rzésre



XMRYV mint jov6beli emberi
korokozo?

Egér — PreXMRYV-1 + PreXMRV-2
PreXMRV-1/2
XMRYV

Sejtvonalak, emberi daganat és PBMC mintak
kontaminacioja

... €¢s ha mégis atkerill az XMRYV

aZ emberre?



