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Feltorekvd emberi patogén majomvirus 40 és szerepe a rakban

Regis A. Vilchez 12 és Janet S. Butel 2

ABSZTRAKT

A poliomavirus majomvirus 40 (SV40) egy ismert onkogén DNS-virus, amely els6dleges agy- és
csontrakot, rosszindulati mesotheliomat és limfoémakat idéz el6 laboratériumi allatokban. A
meggy6z06 bizonyitékok azt mutatjak, hogy az SV40 fert6zéseket okoz manapsag az emberek-
ben, és Uj kdrokozot jelent. Az 1793 rakos beteg molekuldris, kéros és klinikai adatainak
metaanalizise azt jelzi, hogy az SV40 kockazata jelentds mértékben megnd az emberi els6dleges
agydaganatokkal, primer csontrakokkal, rosszindulati mesotheliomaval és non-Hodgkin
limfémaval kapcsolatban. A kisérleti adatok hatarozottan arra utalnak, hogy az SV40
funkcionalisan fontos lehet egyes human rosszindulati daganatok kialakulasaban. Ezért az
SV40 altal laboratdériumi allatokban kivaltott daganatok f6 tipusai megegyeznek azokkal az em-
beri rosszindulati daganatokkal, amelyekrdl SV40 markereket talaltak. Az Institute of Medicine
a kozelmultban arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy ,a bioldgiai bizonyitékok mérsékelten er6sek
arra vonatkozéan, hogy az SV40-expozici6 természetes koriilmények kozott rakot okozhat az
emberben”. Ez az attekintés azokat a felhalmoz6d6 adatokat elemzi, amelyek arra utalnak, hogy
az SV40 olyan korokozo, amelynek lehetséges etiologiai szerepe lehet az emberi rosszindulati
daganatokban. A jovébeni kutatasi iranyokat mérlegelik.

BEVEZETES

A 40-es poliomavirus majomvirus (SV40) egy er6s DNS-tumorvirus, és egyre tobb bizonyiték
Nemzeti Akadémiak Orvostudomanyi Intézete a kozelmultban arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy ,a biol6giai bizonyitékok erések arra vonatkozdéan, hogy az SV40 egy atalakul6 virus”, és
hogy ,a bioldgiai bizonyitékok mérsékelten erdsek arra vonatkozoan, hogy az SV40 expozicié
természetes koriilmények kozott rakot okozhat az emberben” ( 111) . ). Ezenkiviil két masik
fliggetlen tudomanyos testiilet is hasonlé kovetkeztetésekre jutott ( 53, 131 ). Egy kdzelmult-
beli elemzés azt javasolta, hogy az SV40-et fel kell venni a 2A. csoportba tartozé rakkelté anya-
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gok (azaz olyan szerek, amelyek esetében a bizonyitékok jelzésértékiiek, de nem véglegesek az
emberi karcinogenezis szempontjabol) a Nemzetkozi Rakkutatd Ugynokségnek ( 39 ). Ezért, mi-
vel az SV40-t erds onkogén agensként ismerik el, fontos értékelni a névekvd szamu adatot,
amely a virust egyes human rosszindulati daganatokban okozza. Ez az attekintés megvizsgalja
az SV40 patogenezisének biolégiai, patolégiai és klinikai bizonyitékait, és megvitatja azokat a jo-
vobeli iranyokat, amelyek sziikségesek a virus etiologiai szerepének meghatarozasahoz e pusz-
tité betegségek némelyikében.

A polio vakcinak SV40 fert6zésének torténete

Az SV40 poliomavirus felfedezése, valamint kdrokoz6ként valé behurcolasa az emberi popula-
ciéba a gyermekbénulas elleni vakcina korai formainak kifejlesztéséhez és vilagméretl elterje-
déséhez kotédott (13,95,111, 123 ). A gyermekbénulas elleni vakcindk inaktivalt (Salk) és
korai €16, legyengitett (Sabin) formai véletleniil SV40-nel szennyez6édtek (95,97 ,111 ). Ezen-
kiviil az egyesitilt allamokbeli katonai személyzetnek 1961 és 1965 kozott kiosztott kiilonb6z6
adenovirus-vakcindk is tartalmaztak SV40-et ( 64 ). A virusfert6zés azért kovetkezett be, mert
ezeket a korai vakcindkat rhesusmajmokbdl szarmazo primer vesesejtek tenyészetében allitot-
tak eld, amelyek gyakran természetesen fert6zottek SV40-vel (13,95, 111 ). A fert6z6 SV40
tilélte az oltéanyag-inaktivaciés kezeléseket, és 6vatos becslések szerint az Egyesiilt Allamok-
ban akar 30 milli6 ember (gyermekek és felnéttek) is ki volt téve é16 SV40-nek 1955 és 1963
kozott, amikor potencialisan fert6zott gyermekbénulas elleni vakcinakat adtak be (95, 111).
Vilagszerte emberek milli6i voltak potencidlisan kitéve az SV40-nek is, mivel a fert6zott polio
vakcindkat sok orszagban terjesztették és alkalmaztak ( 85, 123 ). Ezek az adatok arra a kovet-
keztetésre vezették az Institute of Medicine-t, hogy ,a biolégiai bizonyitékok mérsékelten er6-
sek arra vonatkozoan, hogy a gyermekbénulas elleni oltdsb6l szarmazé SV40-expozicié 6ssze-
fliggésben all az SV40-fert6zéssel emberekben” ( 111 ).

Roviddel a felfedezése utan az SV40-rél kideriilt, hogy egy erés onkogén DNS-virus ( 13 ). Allat-
modellekben az SV40 altal kivaltott neoplazidk kozé tartozott az els6dleges agyrak, rosszindu-
lath mesotheliomak, csontdaganatok és szisztémas limfomak ( 13 ). Ezt kdvetden szamos in
vitro vizsgalat megallapitotta, hogy az SV40 onkogén kapacitasa a kritikus sejtciklus-szabalyo-
zasi Utvonalak megzavarasat tiikrozi (9,96, 116 ). Az elmult évtized sordn szamos fliggetlen
laboratériumban publikalt tanulmany, kiilonb6z6 molekularis biolégiai technikakat alkalmazva
kimutatta az SV40 nagy tumorantigént (T-ag) vagy DNS-t els6dleges emberi agy- és csontrak-
mutattak, hogy az SV40 T-ag szekvenciak szignifikansan 6sszefiiggenek a non-Hodgkin limféma-
val (NHL) (102,124,125 ). Ezért az SV40 altal laboratériumi allatokban kivaltott daganatok 6
tipusai megegyeznek azokkal az emberi rosszindulatii daganatokkal, amelyekrél SV40 markere-
ket talaltak. A molekularis bizonyitékok kozelmultbeli metaanalizise ( 122 ) meggy6z6en megal-
lapitotta az SV40 jelentds tulzott kockazatat a kivalasztott human rakos megbetegedések esetén.

Figyelemre méltd, hogy az SV40-et olyan gyermekek és fiatal felndttek rosszindulati daganatai-
ban mutattak ki, akik nem voltak kitéve fert6zott polio vakcindnak, valamint id6sebb felnéttek-
fiatalokban, molekularis technikak alkalmazasaval, a fert6z6 SV40 tumorokbdl ( 62 ) és nem
neoplasztikus mintakbél ( 66, 67 ) torténd izoldlasaval parosulva arra utal, hogy az SV40 ma is

fert6zéseket okoz az emberi populaciéban. Ezzel szemben egyes retrospektiv epidemiol6giai ta-
nulmanyok nem igazoltak a megnovekedett rakkockazatot azokban a populaciékban, amelyek
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rendelkezésre all6 epidemioldgiai adatok azonban nem meggy6zdek és korlatozottak ( 95,111
,123), és az Orvostudomanyi Intézet megallapitotta, hogy az SV40-fert6zott vakcinaknak po-
tencialisan kitett emberek rakos megbetegedési aranyara vonatkoz6 epidemiolégiai adatok nem
elegendbek az ok-okozati 6sszefliggés értékeléséhez. ( 111 ). Ez a kovetkeztetés azon adatok hi-
anyan alapul, hogy ténylegesen mely egyének kaptak fert6zott vakcinat, a fert6z6 SV40 ismeret-
len dé6zisa, amely kiillondsen sok oltéanyagban volt jelen, nem ismert, hogy a kitett személyek
koziil kik fert6z6dtek meg sikeresen SV40-zel, és nem tudni, hogy a vakcina ,,nem exponalt” cso-
portjai mas forrasbol is ki lehetnek téve az SV40-nek, és a virusexpozicié utan évekig nehéz
nagy populaciét figyelni a rak kialakulasara. Ezek a fontos korlatozo tényez6k arra késztették az
Institute of Medicine-t, hogy ,nem javasolt tovabbi epidemiolégiai vizsgalatokat olyan emberek-

kel kapcsolatban, akik potencialisan ki vannak téve a fert6zott polio-vakcinanak”.

A FERTOZESEK VIROLOGIAJA ES PATOGENEZISE

A virus tulajdonsagai

Az SV40 a Polyomaviridae csaladba tartozik , amely magaban foglalja a JC virust (JCV) és a BK vi-
rust (BKV). A poliomavirusok kicsi, burok nélkiili, ikozaéderes DNS-virusok. Genomjaik kortl-
beliil 5 kb hossztusagu, kétszaly, cirkularis, szupertekervényes DNS egyetlen masolataboél allnak.
A BKV és a JCV 72%-0s DNS-szekvencia-homolégiat mutat, és mindegyik kortilbeliil 70%-os ho-
mologiat mutat az SV40-nel. Bar ezek a virusok rokonok, kdnnyen megkiilonboztethetk DNS-
és fehérjeszinten. A genetikai kiilonbségek, kiilon6sen a virusgenomok nem kédold, szabalyozé
régidiban, jelentds kiilonbségeket hatdrozhatnak meg a gazdaszervezet tartomanyaban. To-
vabba a harom virus szerologiailag megkiilonboztethetd neutralizacios és hemagglutinacios
vizsgalatokkal ( 52,56, 98).

Az SV40 genom korai és késdi régiokra oszlik, a korai régio a nagy és kis T-ag-okat, a késoi ré-
gi6 pedig a VP1, VP2 és VP3 kapszidfehérjéket kddolja (3.)1). Az SV40 776-0s torzs nagy T-ag-
ja 708 aminosavat tartalmaz, és nagyon multifunkcionalis fehérje.)2). A nagy T-ag egy esszenci-
alis replikacios fehérje, amely sziikséges a virus DNS-szintézisének meginditasahoz, és arra is
serkenti a gazdasejteket, hogy belépjenek az S-fazisba, és DNS-szintézisen menjenek keresztiil.
A sejtciklus szabalyozasat felforgaté képessége miatt a T-ag az SV40 f6 transzformalé fehérje. A
T-ag komplexeket képez szamos sejtfehérjével; A gazdasejtekre kifejtett T-ag-hatasok alapvet6
fontossagu eleme a sejtes tumorszuppresszor fehérjékhez valo kotédés (9,13 ,96,116).
Ezek a tulajdonsagok segitenek megmagyarazni az SV40 tumorvirusként valé potencialjat. Fon-
tos azonban ramutatni, hogy az SV40 onkogén kapacitasa a virusreplikacios stratégia véletlen
mellékhatasa; a litikusan fert6zott sejtekben 1évé virusfehérjék (nagy és kis T-ag-ok) olyan alla-
potba serkentik a gazdasejteket, amelyek képesek tdimogatni a virus replikacidjat.
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ABRA. 1.

Az SV40 genetikai térképe. A korkoros SV40 DNS-genom lathato, az egyedi EcoRI hely a 100/0 térképegységen
lathat6. Az SV40-776 referenciatérzsen alapul6 nukleotidszamok a virus DNS replikaci6janak orig6jaban (Ori)
kezdbdnek és végzddnek (0/5243 térképegység). A virusfehérjéket kddold nyitott leolvasasi keretek vannak
feltiintetve. A korai T-ag fehérjék a jobb oldalon, a késéi strukturdlis (VP) fehérjék a bal oldalon lathaték. Min-
den nyitott leolvasasi keret elejét és végét nukleotid szamok jelzik. A 13. hivatkozasbol ; engedéllyel

hasznaljak.
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ABRA. 2.

Az SV40 nagy T-ag funkciondlis doménjei. Az ismert T-ag funkciokat a T-ag fehérjét jel616 arnyékolt sav feletti
és alatti négyzetekben azonositjuk. A megadott szamok az SV40-776 referenciatdrzsen alapul6 aminosavak. A
széls6 C-termindlis varidbilis domén aminosav-kiilonbségeket tartalmaz a virustorzsek kozott, és a térzs azo-

nositasara hasznaljak. 109. hivatkozasbol ; engedéllyel hasznaljak.
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Az SV40-nek csak egy szerotipusa ismert, de 1éteznek genetikai torzsek, amelyeket a szabalyozo
régidoban ( 60 ) és a T-ag extrém C-terminalisan lévd variabilis doménben 1évé nukleotid kii-
lonbségek alapjan lehet megkiilonboztetni, ami az utols6 86 aminosav. a molekula savai (622-
kiilonbségek, beleértve a polinukleotid inszerciokat és delécidkat, valamint az egyetlen nukle-
otid valtozasait, megvaltoztatnanak néhany koédolt aminosavat. Ezek a nukleotid- és fehérje-
szint{ kiilonbségek meggy6zden bebizonyitottdk, hogy az emberi rosszindulatd daganatokban
és mas klinikai mintakban az SV40-szekvencidk nem véletlen laboratériumi szennyezédések ko-
vetkezményei.)3, 4. és 5.). A jovdbeni vizsgalatoknak azonban meg kell hatarozniuk, hogy az
SV40 torzsek kiillonb6znek-e patogén és/vagy onkogén kapacitdsban. Az onkogén kapacitasban
eltérd DNS-virustorzsek klasszikus példaja a human papillomavirus csoport; a tobb mint 75 le-
irt tipus koziil, amelyek koziil mintegy 30 okoz nemi szervek fert6zését, csak néhany tipus kap-
csolédik a méhnyakrak kialakuldsahoz ( 68 , 135 ). A magas kockazatu torzsek ilyen azonositasa

megelz8 beavatkozasok kifejlesztéséhez vezetett, mint példaul a 16-os tipusi human papillo-
mavirus elleni vakcina ( 54 ).
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ABRA. 3.

SV40 nagy T-ag valtozé domének. (a) A nagy T-ag vazlata, amely mutatja a valtoz6 tartomdany helyét. (b) Ami-
nosav valtozasok a reprezentativ SV40 izolatumok T-ag C-terminalis varidbilis doménjeiben és a human pri-
mer agydaganat-asszocialt szekvencidkban az SV40-776-hoz képest. A téglalap alaku négyzetek a T-ag C-termi-
ndlis régidjat jelzik az (aa) 622-708. aminosavtél. A majomvesesejtekbdl szarmazé virusizolatumok a bal osz-
lopban lathat6k. Az emberi agyi izolatumok és az els6dleges agyrakhoz kapcsol6dé szekvenciak a jobb oldali
oszlopban talalhatok. A szamozas az SV40-776 rendszer szerint torténik. Del., torlés; Ins., beillesztés. A nyi-

lak jelzik az aminosavcserék helyzetét és tipusait. 121. hivatkozasbol ; engedéllyel hasznaljak.
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Az SV40 laboratériumi hasznalatra adaptalt majomtorzsei jellemzden két 72 bp-os enhanszer
elemet tartalmaznak (3.)4és)5); ezeket ,nem archetipikus” vagy dsszetett szabalyozasi struktud-
raknak jeloljiik ( 60 ). Ezzel szemben az SV40 human nem rosszindulatd daganatbdl izolalédik
(2.)4) és rosszindulata (abra.)5) példanyok altalaban (de nem mindig) nem tartalmaznak dupli-

o

kacidkat az erdsitében (,archhetipikus” szerkezet).
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ABRA. 4.

Az SV40 szabalyoz6 régiok DNS-szekvencia profilja human vesetranszplantalt betegekben. Ori, a DNS-replika-
cids régio virdlis origdja, amely az 5195-31. nukleotidokat dleli fel; 21 bp ismétl6dések, GC-ben gazdag régio
a40. és 103. nukleotid kozott; 72, 72 bp hosszlisagu szekvencia az enhanszer région beliil, amely megkett6z6-
dik néhany majomtorzsben (pl. SV40-776 referenciatorzs). A nukleotidszamok az SV40-776-on alapulnak. Az
atiiltetett emberi vesékhez kapcsol6dé virusszekvencidk lathaték (a klénok a jobb oldalon talalhat6k). A jel-
zett aminosavak polimorfizmusait a dobozok felett jelezziik. A 11. hivatkozasbol ; engedéllyel hasznaljak. Az

SV40 szabalyozasi régio részletes leirasatlasd a 60. hivatkozasban .
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ABRA. 5.

Az SV40 szabalyozasi régidja. A majmokbdl és emberekbdl szarmazé SV40 izolatumok szabalyoz6 régidinak
és a human tumorral kapcsolatos DNS-ek DNS-szekvencia profiljait mutatjuk be. A diagramok a 2. dbra jelma-
gyarazataban leirtak szerint vannak cimkézve.)4. Laboratériumilag adaptalt torzsek (SV40-776, Baylor és
VA45-54), human izolatumok (SVCPC/SVMEN és SVPML-1), valamint emberi agyhoz kapcsolddo virusszek-
vencidk (CPT, CPP, CPC és Ep) lathaték. csont (Ost) daganatok. A tumorhoz kapcsolddé szekvencidk altalaban
egy egyszerl (archetipikus) szabalyoz6 régiot tartalmaznak, az enhanszer régidban duplikacié nélkiil. 110. hi-

vatkozasbdl ; engedéllyel hasznaljak.

Bar az SV40 T-ag varidbilis doménjének funkciéja nem ismert, a kisérleti adatok azt sugalljak,
hogy fontos lehet a virus-gazda kélcsonhatas bizonyos vonatkozasaiban. A nagy T-ag variabilis
doménjaba beagyazva egy funkcionalis domén talalhat6, amely magaban foglalja a 682-708.
aminosavakat, amelyet gazdatartomany/adenovirus-segit6 funkci6é (hr/hf) doménként hataro-
zunk meg.)2). A T-ag C-terminalis fragmentuma ismeretlen mechanizmussal enyhitheti az ade-
nositottdk, mert a T-ag C-terminadlis deléciés mutdnsai eltéré névekedési tulajdonsagokat mutat-
tak majom sejtvonalakban; a deléciés mutansok nagyon gyengén novekedtek CV-1 sejtekben, de
jol novekedtek BSC és Vero sejtekben (24,87 ,118,119 ). A virus DNS-t kozel vad tipusu
szintre replikaltuk mindharom sejttipusban ( 87, 108 ). A hr/hf mutansok altal termelt virio-
nok nem épiilnek 6ssze megfelelden, latszélag azért, mert nem tudnak VP1-et hozzaadni a 75S
Osszeallitas kozbenso6 termékeihez ( 105 ).

Egy masik SV40 korai fehérje, a kis T-ag funkcionalis szerepe megfoghatatlanabb. Ez a fehérje
nem nélkiilozhetetlen a virus replikdci6jahoz szovettenyészetben, és nincs ra egységes kovetel-
mény az SV40 transzformaciéban vagy tumorindukciéban. A vizsgalatok azonban azt mutatjak,
hogy az SV40 kis T-ag fokozza a nagy T-ag altal kozvetitett transzformaciot ( 96 ), és sziikséges a
human sejtek teljes transzformaciéjahoz in vitro ( 42 ). Gatolja a cellularis protein foszfataz 2A-
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t azaltal, hogy komplexet képez az enzim katalitikus alegységével és szabalyoz6 alegységével. A
kis T-ag szerepet jatszik a telomeraz indukciéjaban SV40-fert6zétt human mesothelsejtekben (
36 ). A legtjabb adatok azt is jelzik, hogy a nagy T-agoknak kis T-ag-ra van sziikségiik az SV40-
fert6zott és -transzformalt human mesothelsejtekben, valamint az SV40-pozitiv human mesot-
heliomakban a Notch1 expresszid felszabalyozasara (7 ).

A virusreplikaciés ciklus és a gazdasejtekre gyakorolt hatasok

Az SV40 replikacids ciklusanak értékelése alapvetd fontossagu az SV40 onkogén képességének
és lehetséges etiologiai szerepének megértéséhez egyes emberi rosszindulati daganatokban. A
f6 hisztokompatibilitasi osztalyt molekuldk az SV40 specifikus sejtfelszini receptorai (4,8 ). A
virusciklusnak ez a kezdeti 1épése segit megmagyarazni a virus széles korii tropizmusat és azt a
képességét, hogy megfertézze és transzformaciot indukaljon sokféle sejtben és szovetben.
Ezenkiviil fontos kiilonbséget tesz az SV40 és a masik két poliomavirus kozott, amelyek képesek
megfertdzni az embert, a JCV és a BKV kozott. A JCV N-kapcsolt glikoproteint, a BKV pedig gli-
kolipidet hasznal egyedi gazdasejt-receptorként ( 3 ). Ugy gondoljak, hogy ezek a jelentds kii-
lonbségek befolyasoljak a harom virus altal okozott fert6zések természetét a szovetekben és az
egyénekben.

Egy sejt fert6zése utan az SV40 nagy és kis T-agokat termel a virus replikacios ciklusdnak korai
szakaszaban. Ezek az antigének megkotik és blokkoljak a fontos tumorszuppresszor fehérjéket,
amelyek kozé tartozik a p53, a pRb,a p107 ésa p130/Rb2 (1,13,59,96) (3. abra).)2). Ezek-
nek az intracellularis fehérjéknek a funkciéi a sejtciklus szabalyozasaban allnak. Ugy gondoljak,
hogy a p53 tumorszuppresszor érzékeli a DNS-karosodast, és vagy sziinetelteti a sejtet a késdi
G1-ben pys -javitas céljabdl, vagy az apoptotikus itvonalon keresztiil dngyilkossagra iranyitja a
sejtet (96,116 ). Az SV40 T-ag-kotédése megkoti a p53-at, megsziintetve funkcidjat, lehetové
téve a genetikailag karosodott sejtek tulélését és az S-fazisba valé belépést, ami a T-ag-t exp-
resszald sejtek felhalmozddasahoz vezet genomialis mutaciokkal, amelyek elésegithetik a tu-
morigén novekedést. A pRb rendesen megkoti az E2F transzkripcids faktort a sejtciklus korai ¢q
dulasaval aktivalja a n6vekedést stimulalé gének expresszidjat ( 96,116 ). Ezért az SV40 fertd-
zések emberekben megzavarhatjak a sejtciklus szabalyozasaval kapcsolatos szamos utvonalat,
és rosszindulati daganatok kialakulasahoz vezethetnek.

A vizsgalatok azt mutatjak, hogy az SV40 produktivan képes replikdlédni emberi sejtekben, be-
leértve a magzati szoveteket ( 101 ), az ajsziilott vesesejteket ( 101 ) és a kiilonb6z8 human tu-
morsejtvonalakat ( 83 ), bar gyengén novekszik human fibroblasztokban ( 84 ). Ezen tdlme-
néen, in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy az emberi sejtek timogatjak az SV40 replikacidjat,
igazolva, hogy az emberi fehérjéknek megvan az a bels6 képessége, hogy egyiittmiikddjenek az
SV40 T-aggal, hogy replikaljak az SV40 DNS-t ( 65,80, 127 ). Egyes emberi sejttipusok lathato
sejtlizisen mennek keresztiil az SV40-re valaszul, mig masok nem mutatnak citopatias valtoza-
sokat és alacsony szintli virust termelnek ( 84 ). E korai tanulmanyok altalanos kdvetkeztetései
az, hogy az SV40 képes replikdlodni emberi sejtekben, és hogy a kiilonb6z6 emberi sejttipusok
eltérd érzékenységet mutatnak az SV40 fert6zésre. A kiilonbségek alapja nem ismert, de a T-ag
funkciokat fontosnak tartjak ( 27, 69 ).
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A legdjabb tanulmanyok kimutattak, hogy az elsédleges human mesothelsejtek nagyon eltéréen
reagalnak az SV40-re, mint a fibroblasztok; a mezotelialis sejtek nagyon érzékenyek az SV40
fert6zésre és transzformacidra. A legtobb mesothel sejt fert6zott volt; kevesen haltak meg; ma-
gas p53/T-ag komplexek voltak jelen; A Notch1, a hepatocita n6vekedési faktor receptor (Met)
és az inzulinszer(i novekedési faktor 1 felszabalyozott; és a RASSF1A tumorszuppresszor gént
gatoltak (6,15, 39, 93 ). Az SV40-pozitiv human mesotheliomak hasonlé valtozasokat mutat-
magasabb volt, mint a human fibroblasztoké ( 6 ). Ezek az eredmények hangstlyozzak, hogy a
kiilonb6z6 emberi sejttipusok dramaian eltérd virus-sejt kolcsonhatasokat mutathatnak a fertd-
zés soran.

Természetes fert6zések terjedése

Az SV40 elismert természetes gazdai az dzsiai makakémajmok fajai, kiilonésen a rhesus ma-
kaké ( Macacca mulatta ). Az SV40 a JCV és BKV poliomavirusokhoz hasonl6an tartds fert6zé-
seket hoz létre, gyakran az arra érzékeny gazdak veséjében ( 13,59 ). Beszdmoltak az els6dle-
ges polyomavirus fert6zés enyhe léguti betegséggel, enyhe lazzal és atmeneti holyaghuruttal
val6 Osszefliggésérdl ( 32 ), de e harom virus fert6zésének Uitja még nem tisztazott.

Az SV40 fert6zések latenssé valhatnak, és a jelenlévé virus szintje nagyon alacsony lehet. A vi-
rémia és a viruria egyarant el6fordul fert6zott allatokban, és a vizeletben kiliriilt virus a atvitel
valészinli modja (2, 97 ). Az SV40 fert6zések egészséges majmokban tiinetmentesnek tlinnek (
100 ), de az SV40 széles korben elterjedt fert6zéseket okoz a majom immunhidny virus fert6-
zése miatt immunhianyos majmok korében ( 47,58, 81 ); SV40 szekvenciakat és fert6z6 virust
mutattak ki agyban, vesében, lépben és periférids vér mononukledris sejtjeiben (PBMC). Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az SV40 opportunista korokozo6 lehet immunszuppresszalt
gazdaszervezetekben, és hogy a virus hematogén tton terjedhet a gazdaszervezeten beliil.

Tumorvirus jellemz6i

Az SV40 fert6zések onkogén kapacitdsa laboratériumi allatmodelleken j6l megalapozott (9,13
,19,111,123 ). Az SV40-vel fert6zott horcségdkben a tumorfejlédés latens periddusa 3 ho-
naptdl toébb mint egy évig terjed. A daganatok kialakulasanak gyakorisaga altalaban 90% feletti
az Ujszilottként fert6zott allatokban, de az id6sebb allatokban ez cs6kkent. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a fert6zéskori életkor, a fert6zés utja és a fert6zés idétartama olyan tényezdk le-
hetnek, amelyek befolyasoljak az SV40 altal okozott rosszindulati daganatok kialakulasat.

Az allatmodellekben az SV40 altal kivaltott neoplazidk kozé tartoznak az els6dleges agyrakok,
rosszindulati mesotheliomak, csontdaganatok és szisztémas limfémak ( 13,39, 123 ). A limf6-
mak gyakori rosszindulati daganatok az SV40 fert6zés soran. Az SV40-nel intravénasan beol-
tott horcsogoknél az allatok 72%-anal alakultak ki szisztémas limfémak, mig a kontrollcsoport-
ban egy sem (21,29, 30 ). A limfomak B-sejtes eredetliek voltak ( 22 ). Az intravénas beoltast
kovetéen az allatok kortilbeliil egyharmadanal egynél tobb szdvettani tipusd daganat alakult ki,
és az osteosarcoma a limfémak utan a leggyakoribb. Az intracardialis oltast kovetéen a limf6-
mak mellett rosszindulati mesotheliomak és osteosarcomak is kialakultak ( 19 ). A virus etiol6-
giai szerepét ezekben a rakos megbetegedésekben alatdimasztottadk, mivel az SV40 T-ag minden
rosszindulati sejtben expresszalédott, a daganatos allatokban antitest alakult ki az SV40 T-ag
ellen, és az SV40 specifikus antitesttel torténd semlegesitése a virus beoltasa el6tt megakada-
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lyozta a rak kialakulasat ( 29, 30 ). E modellek ismerete arra késztetett benniinket, mint mas
kutatdékat, hogy megvizsgaljuk a poliomavirus SV40 fert6zések szerepét egyes human rosszin-
dulati daganatokban.

EMBERI FERTOZESEK SV40 ALTAL: A BIZONYITEKOK ATTEKINTESE

Bar az SV40 fert6zések el6fordulasi gyakorisaga emberekben nem ismert, az elmult harom év-
tizedben végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy az SV40 fert6zések napjainkban is el6fordulnak
gyermek- és feln6ttpopulacioban. Ezek kozott voltak olyan személyek, akik potencialisan SV40-

fert6zott vakcinat kaptak, valamint olyan 1963 utan sziiletettek, akiket nem lehettek kitéve ezek-

Ezenkiviil az ajsziilottek 19%-a és a 3-6 honapos csecsemdk 15%-a a szajon at fertdzott gyer-
mekbénulas elleni oltds beadasa idején fert6z6 SV40-et liritett a székletével az oltast kovetd 5
hétig (75 ) . Fontos ramutatni, hogy az emlitett vakcinakhoz kapcsol6dé SV40 fert6zések el6for-
dulasi gyakorisaga nem ismert.

Az SV40 szeroprevalencia aranya az Egyesiilt Allamok és mas orszagok 4ltalanos populaci6éiban
2 és 20% kozott mozgott ( 13,78, 95 ). Azonban az egyes tanulmanyokban alkalmazott mod-
szerek kiilonbségei és a vizsgalatok alacsony érzékenysége megneheziti az SV40 fert6zések
tényleges prevalenciajanak megallapitasat. Shah et al. ( 99 ) azt talaltadk, hogy a feln6tt veseattil-
tetésen atesett betegek 18%-a rendelkezik specifikus neutralizal6 antitesttel az SV40 ellen. Egy
masik, feln6tt betegek korében végzett vizsgalat kimutatta az SV40 semlegesit6 antitestek jelen-
l1étét a human immundeficiencia virussal fert6zott betegek 16%-anal és a human immundefici-
encia virussal nem fert6zott egyének 11%-anal ( 49 ). A korhazi kezelés alatt allé6 gyermekek
korében a specifikus SV40 szérumneutralizalé antitestek altaldnos prevalencidja 6% volt ( 12 );
az SV40 szeropozitivitas a gyermekek korében az életkor elérehaladtaval nétt ( P = 0,01), és
szignifikansan 6sszefliggott a vesetranszplantacioval ( P < 0,001) (tablazat))1). A kozelmultban
egy, az SV40 fert6zések prevalenciajarol késziilt tanulmany Magyarorszagon 9%-os, a Cseh
Koztarsasagban pedig 4%-o0s aranyt mutatott ki ( 14 ). A n6knél magasabb volt az SV40 antites-
tek aranya, mint a férfiaknal, egyes korcsoportokban elérte a 16%-ot Magyarorszagon és a 8%-
ot Csehorszagban. Az SV40-fert6zést mindkét orszagban hasonl6 aranyban taldltak a potencia-
lisan fert6zott gyermekbénulas elleni oltdsnak nem kitett személyek és az SV40-mentes vakci-
nak korszakaban beoltott személyek korében. Minor et al. ( 78 ) a k6zelmultban t6bb mint
2000, az Egyesiilt Kirdlysagboél szarmazo szérumot elemeztek, és az SV40 szeroprevalencia ara-
nyat valamivel 5% alattinak talaltak. A legtobb semlegesitd titer alacsony volt, és nem volt nyil-
vanval6 kapcsolat az antitest-pozitivitas és a gyermekbénulds elleni vakcina haszndalata kozott.
Ezek az adatok azt sugalljak, hogy az SV40 terjedése manapsag az emberi populdciéban, val6-
szinlileg viszonylag alacsony gyakorisaggal. A szeroprevalencia ratakkal kapcsolatos kovetkez-
tetéseket azonban 6vatosan kell kezelni, mivel nagyon keveset tudunk az SV40 fert6zésekre
adott emberi immunvalaszrol.
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ASZTAL 1.

Korhazba keriilt gyermekek SV40 szeropozitivitisa Houstonban, Tex. ¢

Népességre jellemzd sz. SV40 szeropozitiv ? /sz. betegek (% szeropozitiv)
Eletkor (év)

<1-4 1/95 (1,1)

5-9 5/88 (5,7)

10-15 14/154 (9,1)
Szex

Férfi 12/181 (6,6)

N6i 8/156 (5,1)

Faj vagy etnikai hovatartozas

fehér 11/150 (7,3)
spanyol 5/85 (5,9)
Afro-amerikai 3/75 (4,0)
azsiai-amerikai 0/5
Egyéb 1/22 (4,5)
Altalanos szeropozitivitas 20/337 (5.9) ¢

a12. hivatkozasbol , engedéllyel haszndlva.

b A szeropozitivitast SV40-specifikus plakkredukciés neutralizacios vizsgalattal hataroztuk meg
szOvettenyészet sejtekben.

¢ Az SV40 szeropozitivitisa szignifikans 6sszefiiggést mutatott a vesetranszplantaciéval (15-bdl 6 [40,0%))

mas diagndzisokhoz képest (238-bo6l 8 [3,4%]) (P < 0,001).

Noha az SV40 emberek kozotti atviteli médja nem ismert, feltételezziik, hogy kiilonb6z6 utak le-
hetnek érintettek. A laboratoriumi allatokkal végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy az anya-cse-
csemd kozotti atvitel az SV40 terjedésének egyik lehetséges utja ( 91 ). Ez egy Gtvonalat jelent-
het az SV40 fert6zések kialakuldasahoz emberekben (ismeretlen gyakorisaggal), mivel vannak je-
lentések az SV40 T-ag kimutatasardl és expresszidjardl, valamint a virus DNS jelenlétérdl cse-
csemdk és kisgyermekek elsédleges agydaganataiban (5,71,72,117,129,133 ). Ezenkiviil a
bizonyitékok azt mutatjak, hogy bizonyos populacidkban figyelembe kell venni az SV40 zoon6-

zisos atvitelét. Valdjaban az SV40-fert6zott majmokkal és/vagy ezekbdl az allatokbdl szarmazo
szovetekkel érintkezé laboratériumi dolgozéknal az SV40 elleni antitestek prevalencija 41-
55%-0s tartomanyban volt, ami arra utal, hogy a dolgozdék ezen csoportja korében megnoveke-
dett a virusfert6zés kockazata ( 43 ,134) .).

Vesebetegségben szenvedd felndtt betegek és vesetranszplantalt betegeken végzett molekularis
vizsgalatok azt talaltak, hogy az SV40 citopatias hatasok az ilyen betegek hugyuti sejtjeivel vagy
PBMC-vel egyiitt tenyésztett CV-1 sejtekben fejlédtek ki ( 66, 67 ). Az SV40 szekvencidkat PCR-
rel detektaltuk a fokalis szegmentalis glomerulosclerosisban szenved betegek 56%-anak vese-
biopsziaiban. Az SV40 DNS-t a vese tubularis epitelialis sejtmagjaiban lokalizaltak fokalis szeg-
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mentalis glomerulosclerosisban szenvedd betegek vesebiopszidiban, in situ hibridizacioval
meghatarozva. Ezenkiviil a vizsgalatok kimutattadk, hogy a virusszabalyozé régiébél szarmazo
SV40 DNS-szekvenciakat detektaltak és azonositottak az immunhianyos gyermekkori vese-
transzplantalt recipiensek allograftjaiban (2.)4) és egy fiatal felnétt tiid6transzplantalt beteg na-
tiv veséjében, poliomavirus nephropathiaban (11,12, 77 ). Kiilonb6z9 vizsgalatok kimutattak
az SV40 DNS-szekvenciakat kiilonb6z8 betegpopulaciokbdl szarmazé PBMC-kben ( 26, 31, 66,
72,73 ,132). Ezek az eredmények demonstraljak az SV40 nefrotrép és limfotrép tulajdonsa-
gait, és azt jelzik, hogy a vese az emberben a virus taroléjaként szolgalhat. Ugy tiinik, hogy a
szerzett és/vagy iatrogén immunszuppresszioban szenvedd betegek az SV40 kockazatanak ki-
tett populaciot jelentik. A virus gyakorisaga, természetes torténete és morbiditdsa azonban eb-
ben a novekvé betegpopulaciéban nem tisztazott.

Az SV40-re érzékeny és specifikus reagenseket hasznalé nagy prospektiv vizsgalatokra van
sziikség a virusfert6zések prevalencidjanak meghatarozasahoz az altaldnos populaciéban, vala-
mint azon egyedcsoportok meghatarozasahoz, akiknél fokozott a kockazata ennek a feltorekvo
kérokozdnak. Hasonléan fontos, hogy olyan prospektiv longitudindlis vizsgalatokra van sziik-
ség, amelyek foglalkoznak e fert6zések morbiditdsaval és az ezekhez kapcsol6d6 mortalitassal.
A szerologiai tesztek hasznalata 6nmagaban nem feltétleniil a legmegbizhatébb médja e vizsga-
latok elvégzésének. Az SV40 antitestek human kimutatdsara szolgalé enzimes immunoassay
modszer felismeri az SV40, BKV és JCV kozotti keresztreaktivitdst, ami megneheziti a vizsgalati
eredmények értelmezését ( 126 ). Hasonld korlatokat talaltak a herpes B virus (Cercopithecine
herpesvirus 1) human fert6zés azonositdsara szolgald szerolégiai médszerekben, amelyrol is-
mert, hogy természetesen megfertdzi a rhesus makakdkat ( M. mulatta ) is ( 45 ). Mivel a B vi-
russal valo fert6zés emberben végzetes agyvel6gyulladast vagy sulyos neurolégiai karosodast
okoz, a gyors és meggy6z6 diagndzis kritikus fontossagu a virusos kérokozo altal okozott ko-
vetkezmények megfékezése érdekében. Az emberekben a B-virusfert6zés kimutatasara ira-
nyuld szerologiai vizsgalatokat (beleértve az enzim-immunoassay-t is) az alacsony érzékenység
és specificitas korlatozza ( 45 ). Jelenleg az embert megfert6z6 harom poliomavirus (JCV, BKV
és SV40) sejttenyésztése ritkdn segit a fert6zés diagndzisanak felallitdisaban a lassud virusnove-
kedés és a specialis sejtvonalak iranti igény miatt ( 52, 56 ). A szeroldgiai vizsgalatok haszno-
sak lehetnek a retrospektiv epidemiol6giai elemzéshez, de minimalis hasznuk a diagnézis vagy
a terapias dontések meghozatalaban, mivel a legtobb nyilvanval6é poliomavirus-fert6zésrol ugy
gondoljak, hogy a latens fert6zések tujraaktivalédasa eredménye ( 52, 56 ). Ezért a modern mo-
lekularis biolégiai vizsgalatok alkalmazasa kivalé és elényben részesitett alternativat jelent az
SV40 fert6zések human populacidéban torténd elemzésére ( 123 ). Ezenkiviil ezek az érzékeny
és specifikus technikak képesek betekintést nyujtani az emberi rosszindulati daganatok lehet-

V4

AZ SV40 SZEREPE AZ EMBERI RAKBAN

Kisérleti megkozelitések

Az elmult évtizedben szamos tanulmany kimutatta az SV40 nagy T-ag DNS vagy mas virusmar-
kerek jelenlétét primer emberi agy- és csontrakokban, rosszindulatii mesotheliomakban és
NHL-ben.)6). Szekvenciaelemzések (abra.)3és)5) és a T-ag fehérje kimutatasa (3.)7) kizarta a
tumormintak laboratoriumi szennyez8dését. Fontos, hogy a fert6z6 SV40-et egy 4 éves gyer-
mek elsédleges agydaganatabol izolaltak ( 62 ). A molekularis biol6giai adatok értékelésekor
fontos szempont az SV40 human tumormintadkban térténé kimutatasara hasznalt médszerek
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érzékenysége. A korai vizsgalatok (1992 el6tt) az SV40-pozitiv neoplazmakat azonositottak vi-
rusfehérjék indirekt immunfluoreszcenciajaval vagy DNS-hibridizaciés technikakkal ( 55, 74,
130 ), mig az 1992 utani vizsgalatok altalaban PCR-alapu vizsgalatokat alkalmaztak.
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ABRA. 6.

Az SV40 T-ag DNS kimutatdsa NHL-ekben. (A) PCR-amplifikalt poliomavirus szekvenciak agar6z gél elektrofo-
rézis és etidium-bromiddal torténd festés (felsd panel) és Southern-blot utan az egyes poliomavirusokra spe-
cifikus oligonukleotid probdakkal (alsé panelek). M sav, molekulatémeg marker. A pozitiv kontrollreakcidk
kozé tartoztak az SV40-re (SV40+), JCV-re (JCV+) és BKV-ra (BKV+) specifikus plazmidok. A negativ kontroll
(NC) DNS-templat hozzdadasa nélkiili reakci6 volt. CA, rakkontroll mintdk (vastagbél- és eml6rak). A PCR-ter-
mékek hibridizalasa SV40-re specifikus oligonukleotid prébava a limfémahoz kapcsolddo virusszekvencia-
kat SV40-specifikusként azonositotta; JCV-t és BKV-t nem észleltek. (B) A T-ag gén N-terminalisabél szarmazé
PCR-termék szekvenciaanalizise. A limféma mintdb6l (NHL) szarmazé szekvencia megegyezik az SV40 szek-
vencigjaval, és megkiillonboztethetd a JCV és a BKV szekvencidjatol. A 125. hivatkozasbol ; engedéllyel

hasznaljak.
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ABRA. 7.

(A) Az SV40 T-ag immunhisztokémiai kimutatdsa diffiz nagy B-sejtes NHL-ben. (B) Negativ kontrollminta (re-
aktiv nyirokcsomo). A mintdkat PAb416 monoklonalis antitesttel festettiik. Vegye figyelembe a limfémasejtek

tobbségének erds nukledris festédését. Nagyitas, x 400.

Az elmult harom évtized soran tobb mint 60 eredeti tanulmany szamolt be az SV40 kimutatasa-
rol elsédleges agy- és csontrakban, rosszindulatd mesotheliomaban és NHL-ben, mig néhany
tanulmany az SV40 hianyat irta le ezekben a rosszindulati daganatokban (16,33 ,34,44 ).,
48,70,113). A vizsgalt mintak kis szdma, a vizsgalt rosszindulatii daganatok szévettani tipusai
és az esetenként alkalmazott laboratériumi médszerek azonban korlatozzak a negativnak bizo-
nyult vizsgalatok eredményeinek jelentdségét. Valoban, tobb 1épést is figyelembe kell venni,
amikor human mintak molekularis vizsgalatait végezziik (1,50, 61,107 ). El6szor is, a nukle-
insavak extrakcids 1épése hatarozza meg, hogy a szovetek megfeleld és megfelel6 DNS-t vagy
RNS-t adnak-e az elemzéshez. Sajnos a formalinnal fixalt és paraffinba dgyazott mintaknal gya-
kori probléma a nukleinsavak és fehérjék lebomlasa, és a kinyert DNS minésége rossz lehet. Ha
csak kis mennyiségii paraffinba agyazott szévet all rendelkezésre, a nukleinsavak hozama nem
megfelel6 az elemzéshez. A minta PCR-analizisre valé alkalmassaganak megallapitdsahoz hu-
man sejtes génre iranyitott primereket kell hasznalni. A PCR-alapu vizsgalatok érzékenysége mi-
att fontos, hogy szigoruan védekezziink a mintdk és a kontrollok laboratériumi szennyez6dése
ellen a feldolgozas vagy a vizsgalat soran. A szovetfeldolgozast és a PCR vizsgalati eljarast kii-
16nb06z6 1étesitményekben kell elvégezni, amelyekbdl a pozitiv kontrollok (azaz a plazmidok) ki-
zartak. A parhuzamosan kivont és elemzett negativ szoveti kontrollokat minden kisérletbe be
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kell vonni a reagens szennyezddés ellendrzése érdekében. A primerek kivalasztdsa és a PCR ko-
riilményei nagymértékben befolydsoljak a vizsgalat érzékenységét és megbizhatdsagat. Egy ma-
sik tényez06, hogy a tumormintak altaldban normal és rosszindulatu sejtek keverékét tartalmaz-
zak, valtozo6 aranyban. E fontos paraméterek koziil egy vagy tobb eltérése legaldbb részben
megmagyarazhatja az egyes pozitiv vizsgalatok pozitivitasi tartomdanyait és egyes negativ vizsga-
latok eredményeit.

A kontrollalt tanulmanyok 6sszefoglalasa és metaanalizise

asztal)2id6évonalat biztosit az SV40 poliomavirussal és az emberi rosszindulati daganatokkal
kapcsolatos mérfoldkdnek szamito felfedezésekhez. Bar szamos tanulmany kimutatta az SV40-
et human els6dleges agy- és csontrakban, rosszindulati mesotheliomaban és NHL-ben, a kis
mintaméret és egyes vizsgalatokban a kontrollcsoport hidnya megnehezitette a kdvetkeztetések
levonasat arra vonatkozodan, hogy az SV40 milyen mértékben hozhat6 6sszefliggésbe azok az
emberi rakok. Emiatt elvégeztiik a kontrollalt vizsgalatok metaanalizisét ( 122 ), amely megkd-
zelités kiegyensulyozottabb és kevésbé elfogultabb becslést tud adni a bizonyitékokrol, mint az
egyéni vizsgalatok ( 57 ). A metaanalizisbe vald felvételhez a jelentéseknek a kovetkez6 kritériu-
moknak kellett megfelelniiik: a vizsgalatokat els6dleges rosszindulati daganatos betegek koré-
ben végezték, az SV40 vizsgalatat elsédleges rakmintdkon, nem pedig tenyésztett sejteken vé-
gezték, az elemzésben egy kontrollcsoport is részt vett, és a ugyanazt a laboratériumi technikat
alkalmaztuk mind az eseti, mind a kontrollmintdkhoz. Ezeket a kritériumokat azért allapitottak
meg, mert a megfelel6 kontrollok hasznalata dontd fontossagu a szovet megfelel6 elemzésében
a virus DNS-e szempontjabol, kiillonos tekintettel a PCR-technikak érzékenységére ( 38 ). Har-
mincot fliggetlen vizsgélat felelt meg ezeknek a felvételi kritériumoknak. Osszességében 1793
elsédleges rosszindulatd daganatos beteg adatait értékelték ki annak megéallapitasara, hogy az
SV40 szignifikdnsan 6sszefligg-e az elsédleges agyrakkal, rosszindulatd mesotheliomaval,
csontrakkal és NHL-vel.

2. TABLAZAT

Az SV40-hez és az emberi rosszindulatii daganatokhoz kapcsolédé felfedezések id6vonala

Yr Felfedezés

1970-1980-as Pre-PCR: SV40 és agyrak

évek

1992 SV40 DNS (PCR) és nagy T-ag expresszidja agyrakokban

1994 SV40 DNS és nagy T-ag expresszio6ja rosszindulati mesothelioméakban

1995 Fert6z6 SV40, amelyet egy 4 éves gyermek agyrakjabol izolaltak

1996 SV40 DNS csontrakban

2002 SV40 DNS limfémakban

2002 Az Institute of Medicine arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ,az SV40 expozicio

természetes korilmények kozott rdkot okozhat az emberben”
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Tizenharom tanulmdany teljesitette az elsédleges agydaganatok vizsgalatanak kritériumait (tab-
lazat).)3). Az elemzésben hasznalt tanulmanyok kombinalt esélyhanyadosa (OR) 3,9 volt (95%-
os konfidencia intervallum [CI], 2,6-5,8). Ez a hatas 6sszesen 1143 beteg mintajan alapult, ame-
lyek koziil 661 elsédleges agyrak minta és 482 kontrollminta. Az észlelt m6dosit6 a vizsgalt
minta tipusa volt (paraffinba agyazott kontra fagyasztott). A korrigalt OR 3,8 volt (95% CI, 2,6-
5,7). A rosszindulati mesothelioma esetében 15 vizsgalat teljesitette a kritériumokat; az analizis
kombinalt OR értéke 16,8 (95% CI, 10,3-27,5), és 528 rosszindulatd mesotheliomaban szen-
vedd betegen és 468 kontrollon alapult (tablazat))4). Az észlelt médosit6 tényezdk a kontroll-
szovet tipusa és az SV40 kimutatdsanak mddja volt. A korrigalt OR 15,1 volt (95% CI, 9,2-25,0).
A csontrak és az SV40 elemzésének kombinalt OR értéke 24,5 (95% CI, 6,8-87,9), és 303 csont-
daganatos betegen és 121 kontrollon alapult négy jelentésbél ( 122 ). Az OR az NHL esetében
5,4 volt (95% CJ, 3,1-9,3), és 301 esetet és 578 kontrollt jelentett harom vizsgalatban (tablazat).
)5). Mivel csak harom tanulmany felelt meg a felvételi kritériumoknak, a médosité valtozok to-
vabbi vizsgalata nem volt lehetséges az NHL esetében.

3. TABLAZAT

SV40 elsddleges agydaganatokban ¢

No. with SV40/total no. in:
Reference ¥r oR _— OR and 95% €T
Mesothelioma group Control group

17 1994 24421 29148 3551 S
25 1995 36420 w1 o7 — 1
86 1996 20455 an 012 S
B 1998 12091 718 5100 .
40 1998 1,232,008 26126 030 2
103 1999 38333 S18 020 o

94 1999 £727 412 11759 -

9 1999 152.565 14725

28 1999 7 1328 110

115 2036 921 6025 e
9 2000 22612 S053 o7 1T

34 2000 0.525 0729 015 i

48 2001 000 0725 025

120 2001 76,304 3266 040 R e
36 2002 33,000 T o7

Combined (15 studics) 16,848 262/528 260468 -

001 01 1 0 100

a Azon vizsgalatok elemzése, amelyek az SV40 poliomavirus jelenlétét vizsgaltak elsédleges agydaganatokban
a kontroll mintakkal 6sszehasonlitva. Mddositva a 122. hivatkozasbo6l ; engedéllyel hasznaljak.

b Az SV40 és az eset vagy a kontroll statusz kozotti 6sszefiiggéseket OR-ként (fekete pontok) és 95%-os CI-
ként (oszlopok) jelentik, amelyek logaritmikus skalan jelennek meg. A kombinalt VAGY fekete négyzetként
jelenik meg. Az OR-k és a CI-k 100-ndl csonkoltak. Az 1-nél nagyobb OR azt jelzi, hogy az SV40 gyakrabban

fordult el6 agytumormintdkban, mint a kontrollmintakban.
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4. TABLAZAT

SV40 rosszindulati mesotheliomdkban ¢

Mo with SV40total no. in

OR and 95% CI*

115 2000 2036 625 e

50 2000 2612 o7 o

24 2000 0525 15 =+
48 2001 1000 0725 Pp——
120 2001 6304 040 p———
36 2002 33,000 a7 —

Combined (15 studies) 16.848 262/528 26/468 -
001 04 1 10 100

2 Azon vizsgalatok elemzése, amelyek az SV40 poliomavirus jelenlétét vizsgaltak rosszindulata
mesotheliomakban a kontroll mintadkkal 6sszehasonlitva. Mddositva a 122. hivatkozasboél ; engedéllyel
hasznaljak.

b Lasd a tdblazatot)3, b 1dbjegyzet . Az egyes VAGY-ok nyitott korokként jelennek meg.

5. TABLAZAT

SV40 az NHL-ben ¢

No. with SVailiota] no in
Reference Yr OR DT — OR and 5% CI*
NHL group Contrel group

001 01 10 100
26 2001 21 159 197187
{1-3 2002 133 29/68 BA51

T
|
|

—_— |

125 2002 R 6d/154 01240 i |

Combined (3 studies) 54 1087301 29578 |

| - |

2 Azon vizsgalatok elemzése, amelyek az SV40 poliomavirus jelenlétét vizsgaltidk NHL-ekben a kontroll
mintakkal 6sszehasonlitva. Médositva a 122. hivatkozasboél ; engedéllyel hasznaljak.

b Lasd a tablazatot)3, b 1dbjegyzet . Az egyes VAGY-ok nyitott négyzetekként jelennek meg.

A kozzétett jelentések ezen elemzése azt talalta, hogy az SV40 szignifikdns megnovekedett koc-
kazata az els6dleges agydaganatokhoz, rosszindulati mesotheliomakhoz, csontrakokhoz és
NHL-hez kapcsolddik a kontrollmintakhoz képest. Ezért az SV40-hez kapcsol6dé human rossz-
indulata daganatok f6 tipusai ugyanazok, mint az SV40 altal az dllatmodellekben kivaltottak. Bar
az SV40-et tartalmazé human rakos megbetegedések aranya vizsgalatonként valtozott, a virus-
prevalencia mindig nagyobb volt az els6dleges daganatok kozott, mint a kontrollszovetekben.
Fontos, hogy az adatok elemzése azt mutatta, hogy az SV40 etiolégiai szempontbdl jelentds le-
het az emberi rdkos megbetegedések egy specifikus alcsoportjanak kialakuldsaban. Szamos ta-
nulmany kimutatta az SV40 mRNS és/vagy T-ag expressziojat rakos sejtekben, az SV40 szekven-
cidk integral6dasat egyes rakos megbetegedések esetén, valamint egyes daganatmintakban a
p53-mal és pRb-vel komplexet képezd SV40 T-ag fehérjét (1,10,13,39,50,76,122 ). Ezek
az eredmények 6sszeegyeztethet6k azzal a jelenlegi ismeretekkel, hogy az SV40 T-ag hogyan
kozvetiti az onkogenezist. S6t, a human rosszindulati mesothelioma mintdk mikrodisszekcibja,
amelyet PCR kovetett, csak rakos sejtekben mutatta ki az SV40 T-ag DNS-t, a szomszédos nem
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rosszindulatu sejtekben nem (1,39, 104 ). Ezek a kiilonb6z6 kisérleti vizsgalatok eredményei
alatamasztjak az Institute of Medicine (111 ) kovetkeztetését, miszerint ,a bioldgiai bizonyité-

kok mérsékelten erdsek arra vonatkozéan, hogy az SV40-expozicié természetes koriilmények
kozott rakos megbetegedéshez vezethet.”

JOVOBENI IRANYOK ES KOVETKEZTETESEK

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az SV40 human kérokozé, és a jelenlegi molekularis bio-
l6gia, patologia és klinikai adatok egytittesen azt mutatjak, hogy az SV40 szignifikdnsan 6ssze-
fligg egyes emberi rosszindulati daganatokkal, és funkcionalisan fontos lehet ezek kialakulasa-
ban. Most prospektiv vizsgalatokra van sziikség az SV40 fert6zések el6fordulasanak meghata-
rozasahoz a kiillonb6z6 emberi populaciékban, és annak felmérésére, hogy a virus hogyan ter-
jed emberrdl emberre. Valdjaban az Orvostudomanyi Intézet felismerte, hogy ez a hianyossag
az SV40 emberekben valé patogenezisének megértésében fontos, és javasolta az SV40 human
»Célzott bioldgiai kutatasat”, beleértve ,az SV40 emberben val6 atvihet6ségének tovabbi vizsga-
latat” ( 111 ). Tekintettel arra, hogy a molekularis biol6giai megkozelitések érzékeny és specifi-
kus megkozelitéseket kindlnak a lehetséges fert6z6 etiol6giaju fert6z6 betegségek és rosszindu-
latl daganatok elemzésére, ezeket a modern modszereket alkalmazé vizsgalatokat kell alkal-
mazni az SV40 fert6zések eloszlasanak és a mai emberek morbiditasanak felmérésére.

Bar az in vitro vizsgalatok megallapitottak, hogy az SV40 megzavarja a kritikus sejtciklus-szaba-
lyozasi utvonalakat, tovabbra sem ismert, hogy ezek a perturbacidk elegendéek-e ahhoz, hogy a
virus rosszindulatd daganatok kialakuldsat idézze el6 emberben. Ezért olyan allatmodellekre
van sziikség, amelyek reprodukaljak az SV40 fert6zés és betegség 6 jellemzdit az emberekben.
Az ilyen modellek pontos bizonyitékot szolgaltathatnak egy adott itvonal ok-okozati szerepére
az SV40 patogenezisében a célszovetekben, lehetévé teszik az onkogenezis molekularis mecha-
nizmusainak tovabbi jellemzését, és preklinikai rendszert biztosithatnak e jelentds és egyre gya-
koribb betegségek terapias beavatkozasainak tesztelésére.
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ABSTRACT

The polyomavirus simian virus 40 (SV40) is a known oncogenic DNA virus which induces pri-
mary brain and bone cancers, malignant mesothelioma, and lymphomas in laboratory animals.
Persuasive evidence now indicates that SV40 is causing infections in humans today and repre-
sents an emerging pathogen. A meta-analysis of molecular, pathological, and clinical data from
1,793 cancer patients indicates that there is a significant excess risk of SV40 associated with
human primary brain cancers, primary bone cancers, malignant mesothelioma, and non-
Hodgkin's lymphoma. Experimental data strongly suggest that SV40 may be functionally impor-
tant in the development of some of those human malignancies. Therefore, the major types of
tumors induced by SV40 in laboratory animals are the same as those human malignancies
found to contain SV40 markers. The Institute of Medicine recently concluded that “the biologi-
cal evidence is of moderate strength that SV40 exposure could lead to cancer in humans under
natural conditions.” This review analyzes the accumulating data that indicate that SV40 is a
pathogen which has a possible etiologic role in human malignancies. Future research direc-
tions are considered.

INTRODUCTION

The polyomavirus simian virus 40 (SV40) is a potent DNA tumor virus, and mounting evidence
Recently, the Institute of Medicine of the National Academies concluded that “the biological evi-
dence is strong that SV40 is a transforming virus” and that “the biological evidence is of mod-
erate strength that SV40 exposure could lead to cancer in humans under natural conditions”
(111). In addition, two other independent scientific panels have made similar conclusions (53,
131). A recent analysis suggested that SV40 should be included in the list of group 2A carcino-
gens (i.e., agents for which evidence is indicative but not definitive for carcinogenesis in hu-
mans) by the International Agency for Research on Cancer (39). Therefore, as SV40 is recog-
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nized as a potent oncogenic agent, it is important to evaluate the increasing data that implicate
the virus in some human malignancies. This review examines the biological, pathological and
clinical evidence of SV40 pathogenesis and discusses future directions needed to define an eti-
ologic role for the virus in some of these devastating diseases.

History of SV40 Contamination of Polio Vaccines

The discovery of the polyomavirus SV40, as well as its introduction as a pathogen into the hu-
man population, was tied to the development and worldwide distribution of early forms of the
polio vaccine (13, 95, 111, 123). Inactivated (Salk) and early live attenuated (Sabin) forms of
polio vaccines were inadvertently contaminated with SV40 (95, 97, 111). In addition, different
adenovirus vaccines distributed to some U.S. military personnel from 1961 to 1965 also con-
tained SV40 (64). The viral contamination occurred because these early vaccines were pre-
pared in primary cultures of kidney cells derived from rhesus monkeys, which are often natu-
rally infected with SV40 (13, 95, 111). Infectious SV40 survived the vaccine inactivation treat-
ments, and conservative estimates indicate that up to 30 million people (children and adults) in
the United States may have been exposed to live SV40 from 1955 through 1963 when adminis-
tered potentially contaminated polio vaccines (95, 111). Millions of people worldwide were
also potentially exposed to SV40 because contaminated polio vaccines were distributed and
used in many countries (85, 123). These data led the Institute of Medicine to conclude that “the
biological evidence is of moderate strength that SV40 exposure from the polio vaccine is re-
lated to SV40 infection in humans” (111).

Shortly after its discovery, SV40 was shown to be a potent oncogenic DNA virus (13). In animal
models, the neoplasias induced by SV40 included primary brain cancers, malignant mesothe-
liomas, bone tumors, and systemic lymphomas (13). Subsequently, many in vitro studies estab-
lished that the oncogenic capacity of SV40 reflects the disruption of critical cell cycle control
pathways (9, 96, 116). During the last decade, numerous published studies from independent
laboratories, using different molecular biology techniques, have demonstrated SV40 large tu-
mor antigen (T-ag) or DNA in primary human brain and bone cancers and malignant mesothe-
are significantly associated with non-Hodgkin's lymphoma (NHL) (102, 124, 125). Therefore,
the major types of tumors induced by SV40 in laboratory animals are the same as those human
malignancies found to contain SV40 markers. A recent meta-analysis (122) of the molecular ev-
idence conclusively established a significant excess risk of SV40 with those selected human
cancers.

It is noteworthy that SV40 has been detected in malignancies from children and young adults

124,125,129,132, 133). The detection of viral markers in young persons, by using molecular

techniques, coupled with the isolation of infectious SV40 from tumors (62) and from nonneo-
plastic specimens (66, 67), suggests that SV40 continues to cause infections in the human pop-
ulation today. In contrast, some retrospective epidemiological studies have failed to demon-
strate an increased cancer risk in populations which had a high likelihood of having received

data available are recognized to be inconclusive and limited (95, 111, 123), and the Institute of
Medicine found that the epidemiological data for cancer rates in people potentially exposed to
SV40-contaminated vaccines are inadequate to evaluate a causal relationship (111). This con-
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clusion is based on the lack of data on which individuals actually received contaminated vac-
cines, the unknown dosage of infectious SV40 present in particular lots of vaccine, the failure
to know who among the exposed were successfully infected with SV40, the inability to know if
the vaccine “unexposed” cohorts may have been exposed to SV40 from other sources, and the
difficulty of monitoring a large population for cancer development for years after virus expo-
sure. These important limiting factors led the Institute of Medicine to “not recommend addi-
tional epidemiological studies of people potentially exposed to contaminated polio vaccine.”

VIROLOGY AND PATHOGENESIS OF INFECTIONS

Properties of the Virus

SV40 is in the family Polyomaviridae, which includes JC virus (JCV) and BK virus (BKV).
Polyomaviruses are small, nonenveloped, icosahedral DNA viruses. Their genomes consist of a
single copy of double-stranded, circular, supercoiled DNA about 5 kb in length. BKV and JCV
share 72% DNA sequence homology, and each shares approximately 70% homology with
SV40. Although these viruses are related, they can be distinguished easily at the DNA and pro-
tein levels. Genetic differences, particularly in the noncoding, regulatory regions of the viral
genomes, may determine important differences in host range. Furthermore, the three viruses
can be differentiated serologically by neutralization and hemagglutination assays (52, 56, 98).

The SV40 genome is divided into early and late regions, with the early region coding for the
large and small T-ags and the late region encoding the capsid proteins VP1, VP2, and VP3 (Fig.
1). Large T-ag of SV40 strain 776 contains 708 amino acids and is a very multifunctional pro-
tein (Fig. 2). The large T-ag is an essential replication protein that is required for initiation of vi-
ral DNA synthesis and that also stimulates host cells to enter S phase and undergo DNA synthe-
sis. Because of this ability to subvert cell cycle control, T-ag represents the major transforming
protein of SV40. T-ag forms complexes with several cellular proteins; fundamental to T-ag ef-
fects on host cells is binding to cellular tumor suppressor proteins (9, 13, 96, 116). These prop-
erties help explain SV40's potential as a tumor virus. However, it is important to point out that
the oncogenic capacity of SV40 is an accidental side effect of the viral replication strategy; viral
proteins (large and small T-ags) in lytically infected cells stimulate host cells into a state capable
of supporting viral replication.
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FIG. 1.

Genetic map of SV40. The circular SV40 DNA genome is represented, with the unique EcoRI site shown at map
unit 100/0. Nucleotide numbers based on reference strain SV40-776 begin and end at the origin (Ori) of viral
DNA replication (map unit 0/5243). The open reading frames that encode viral proteins are indicated. The
early T-ag proteins are shown on the right, and the late structural (VP) proteins are shown on the left. The be-
ginning and end of each open reading frame are indicated by nucleotide numbers. From reference 13; used

with permission.
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FIG. 2.

Functional domains of SV40 large T-ag. Known T-ag functions are identified in boxes above and below the
shaded bar, which represents the T-ag protein. The numbers given are amino acid residues based on reference
strain SV40-776. The variable domain at the extreme C terminus contains amino acid differences among viral

strains and is used for strain identification. From reference 109; used with permission.
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There is only one known serotype of SV40, but genetic strains exist and can be distinguished
by nucleotide differences in the regulatory region (60) and in the variable domain at the ex-
treme C terminus of T-ag, which is defined as the last 86 amino acids of the molecule (residues
including polynucleotide insertions and deletions as well as single nucleotide changes, would
change some encoded amino acids. These distinctions at the nucleotide and protein levels have
conclusively established that SV40 sequences in human malignancies and other clinical samples
are not the result of accidental laboratory contamination (Fig. 3, 4, and 5). However, future
studies need to determine whether SV40 strains differ in pathogenic and/or oncogenic capac-
ity. The classic example of DNA virus strains differing in oncogenic capacity is the human papil-
lomavirus group; of the more than 75 types described, of which about 30 cause genital infec-
tions, only a few types are associated with the development of cervical carcinoma (68, 135).
This identification of high-risk strains has led to the development of preventive interventions,
such as the vaccine against human papillomavirus type 16 (54).
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FIG. 3.

SV40 large T-ag variable domains. (a) Schematic of large T-ag, showing the location of the variable domain. (b)
Amino acid changes in the T-ag C-terminal variable domains of representative SV40 isolates and human pri-
mary brain tumor-associated sequences, compared to that of SV40-776. The rectangular boxes represent the T-
ag C-terminal region from amino acid (aa) 622 to 708. Virus isolates from monkey kidney cells are shown in
the left column. Human brain isolates and primary brain cancer-associated sequences are in the right column.
The numbering is according to the system for SV40-776. Del., deletion; Ins., insertion. Arrows indicate the po-

sitions and types of amino acid changes. From reference 121; used with permission.

Laboratory-adapted monkey strains of SV40 typically contain two 72-bp enhancer elements
(Fig. 4 and 5); these are designated “nonarchetypal” or complex regulatory structures (60). In
contrast, SV40 isolates from human nonmalignant (Fig. 4) and malignant (Fig. 5) specimens
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usually (but not always) contain no duplications in the enhancer (“archetypal” structure).
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FIG. 4.

DNA sequence profiles of SV40 regulatory regions detected in human kidney transplant recipients. Ori, viral
origin of DNA replication region, which spans nucleotides 5195 to 31; 21-bp repeats, GC-rich region between
nucleotides 40 and 103; 72, 72-bp sequence within the enhancer region that is duplicated in some monkey
strains (e.g., reference strain SV40-776). Nucleotide numbers are based on SV40-776. Shown are viral se-
quences associated with transplanted human kidneys (clone designations are on the right). Polymorphisms at
the indicated residues are indicated above the boxes. From reference 11; used with permission. For a detailed

description of the SV40 regulatory region, see reference 60.
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FIG. 5.

Regulatory region of SV40. DNA sequence profiles of regulatory regions of SV40 isolates from monkeys and
humans and of human tumor-associated DNAs are shown. The diagrams are labeled as described in the leg-
end to Fig. 4. Shown are laboratory-adapted strains (SV40-776, Baylor, and VA45-54), human isolates
(SVCPC/SVMEN and SVPML-1), and viral sequences found associated with human brain (CPT, CPP, CPC, and
Ep) and bone (Ost) tumors. Tumor-associated sequences usually contain a simple (archetypal) regulatory re-

gion without duplications in the enhancer region. From reference 110; used with permission.

Although the function of the SV40 T-ag variable domain is not known, experimental data have
suggested that it may be important in some aspect of the virus-host interaction. Embedded
within the variable domain of large T-ag is a functional domain, which encompasses amino
acids 682 to 708, defined as the host range/adenovirus helper function (hr/hf) domain (Fig. 2
). A C-terminal fragment of T-ag can relieve the adenovirus replication block in monkey cells
terminal deletion mutants exhibited different growth properties in monkey cell lines; the dele-
tion mutants grew very poorly in CV-1 cells but grew well in BSC and Vero cells (24, 87, 118,
119). Viral DNA was replicated to near-wild-type levels in all three cell types (87, 108). Virions
produced by the hr/hf mutants do not assemble properly, seemingly due to an inability to add
VP1 to the 75S assembly intermediates (105).

The functional roles for another SV40 early protein, small T-ag, are more elusive. This protein
is not essential for virus replication in tissue culture, and there is not a uniform requirement
for it in SV40 transformation or tumor induction. However, studies indicate that SV40 small T-
ag enhances large T-ag-mediated transformation (96) and is required for complete transforma-
tion of human cells in vitro (42). It inhibits cellular protein phosphatase 2A by complexing with
the catalytic subunit and regulatory subunit of the enzyme. Small T-ag plays a role in the induc-
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tion of telomerase in SV40-infected human mesothelial cells (36). Also, recent data indicate that
small T-ag is required by large T-ag to upregulate Notch1 expression in SV40-infected and -
transformed human mesothelial cells, as well as in SV40-positive human mesotheliomas (7).

Viral Replication Cycle and Effects on Host Cells

An appreciation of the replication cycle of SV40 is fundamental to understanding the oncogenic
capacity of SV40 and its potential etiologic role in some human malignancies. The major histo-
compatibility class [ molecules are the specific cell surface receptors for SV40 (4, 8). This initial
step in the viral cycle helps explain the broad tropism of the virus and its ability to infect and
induce transformation in many types of cells and tissues. In addition, it provides an important
distinction between SV40 and the other two polyomaviruses that are able to infect humans, JCV
and BKV. JCV uses an N-linked glycoprotein and BKV uses a glycolipid as unique host cell recep-
tors (3). These marked differences are believed to affect the nature of infections by these three
viruses in tissues and individuals.

After infection of a cell, SV40 produces large and small T-ags early in the viral replication cycle.
These antigens bind and block important tumor suppressor proteins, which include p53, pRb,
p107,and p130/Rb2 (1, 13, 59, 96) (Fig. 2). The functions of these intracellular proteins are
centered in the control of the cell cycle. The tumor suppressor p53 is believed to sense DNA
damage and either pauses the cell in late G; for DNA repair or directs the cell to commit suicide
through the apoptotic pathway (96, 116). SV40 T-ag binding sequesters p53, abolishing its
function and allowing cells with genetic damage to survive and enter S phase, leading to an ac-
cumulation of T-ag-expressing cells with genomic mutations that may promote tumorigenic
growth. pRb normally binds transcription factor E2F in early G, of the cell cycle; T-ag causes
unscheduled dissociation of pRb/E2F complexes, releasing E2F to activate expression of
growth-stimulatory genes (96, 116). Therefore, SV40 infections in humans may interfere with
several pathways related to cell cycle control and lead to development of malignancies.

Studies indicate that SV40 can replicate productively in human cells, including fetal tissues
(101), newborn kidney cells (101), and different human tumor cell lines (83), although it grows
poorly in human fibroblasts (84). Moreover, in vitro assays have shown that human cells can
support replication of SV40, establishing that human proteins have the intrinsic ability to coop-
erate with SV40 T-ag to replicate SV40 DNA (65, 80, 127). Some human cell types undergo visi-
ble cell lysis in response to SV40, whereas others fail to exhibit cytopathic changes and pro-
duce low levels of virus (84). General conclusions from these early studies are that SV40 can
replicate in human cells and that various human cell types display differences in susceptibility

to infection by SV40. The basis for the differences is unknown, but T-ag functions are believed
to be important (27, 69).

Recent studies have shown that primary human mesothelial cells respond to SV40 very differ-
ently from fibroblasts; the mesothelial cells are highly susceptible to SV40 infection and trans-
formation. Most mesothelial cells were infected; few were killed; high levels of p53/T-ag com-
plexes were present; Notch1, the hepatocyte growth factor receptor (Met), and insulin-like
growth factor 1 were upregulated; and the tumor suppressor gene RASSF1A was inhibited (6,
15, 39, 93). SV40-positive human mesotheliomas show similar changes. The rate of transforma-
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tion of SV40-infected mesothelial cells was at least 1,000 times higher than that of human fi-
broblasts (6). These findings emphasize that different human cell types may display dramati-
cally different virus-cell interactions during infection.

Transmission in Natural Infections

The recognized natural hosts for SV40 are species of Asian macaque monkeys, especially the
rhesus macaque (Macacca mulatta). SV40, like the polyomaviruses JCV and BKV, establishes
persistent infections, often in the kidneys of susceptible hosts (13, 59). An association of pri-
mary polyomavirus infection with mild respiratory tract disease, mild pyrexia, and transient
cystitis has been reported (32), but the route of infection of these three viruses has not been
firmly defined.

SV40 infections may become latent, and the level of virus present may be very low. Both
viremia and viruria occur in infected animals, and virus shed in the urine is the probable
means of transmission (2, 97). SV40 infections in healthy monkeys appear to be asymptomatic
(100), but SV40 causes widespread infections among monkeys that are immunocompromised
due to simian immunodeficiency virus infection (47, 58, 81); SV40 sequences and infectious
virus were detected in brain, kidney, spleen, and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).
These results demonstrate that SV40 can be an opportunistic pathogen in immunosuppressed
hosts and that the virus may spread within the host by hematogenous routes.

Characteristics as a Tumor Virus

The oncogenic capacity of SV40 infections has been well established in laboratory animal mod-
SV40 ranges from 3 months to more than a year. The frequency of tumor development is usu-
ally over 90% in animals infected as newborns but is reduced in older animals. These data sug-
gest that the age at the time of infection, the route of infection, and the duration of infection
may be factors influencing the development of malignancies by SV40.

The neoplasias induced by SV40 in animal models include primary brain cancers, malignant
mesotheliomas, bone tumors, and systemic lymphomas (13, 39, 123). Lymphomas are a com-
mon malignancy during SV40 infection. In hamsters inoculated intravenously with SV40, sys-
temic lymphomas developed among 72% of the animals, compared to none in the control
group (21, 29, 30). The lymphomas were of B-cell origin (22). Following intravenous inocula-
tion, about one-third of the animals developed more than one histologic type of neoplasm, with
osteosarcomas being most common after lymphomas. Following intracardiac inoculation, ma-
lignant mesotheliomas and osteosarcomas developed in addition to lymphomas (19). An etio-
logic role of the virus in those cancers was supported because SV40 T-ag was expressed in all
malignant cells, animals with tumors developed antibody against SV40 T-ag, and neutralization
of SV40 with specific antibody before virus inoculation prevented cancer development (29, 30).
Knowledge of these models prompted us, as well as other investigators, to consider the role of
polyomavirus SV40 infections in some human malignancies.

HUMAN INFECTIONS BY SV40: OVERVIEW OF THE EVIDENCE

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC452549/ 9/26
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Although the prevalence of SV40 infections in humans is not known, studies conducted over
the last three decades indicate that SV40 infections are occurring in child and adult popula-
tions today. These included individuals who received potentially SV40-contaminated vaccines,
as well as in persons born after 1963 who could not have been exposed to those vaccines (5,
104,111,115,117,120,124,125,129,130, 132, 133). In addition, 19% of newborn children
and 15% of infants 3 to 6 months old at the time of receiving the oral contaminated polio vac-

cine were shown to excrete infectious SV40 in their stools for up to 5 weeks after vaccination
(75). Itis important to point out that the incidence of SV40 infections linked to those vaccines is
not known.

SV40 seroprevalence rates in the general populations of the United States and other countries
have ranged from 2 to 20% (13, 78, 95). However, differences in the methodology and low sen-
sitivity of the assays used in some studies make it difficult to ascertain the actual prevalence of
SV40 infections. A report by Shah et al. (99) found that 18% of adult kidney transplant patients
had specific neutralizing antibody to SV40. Another study among adult patients showed the
presence of SV40 neutralizing antibodies in 16% of human immunodeficiency virus-infected
patients and 11% of individuals not infected with human immunodeficiency virus (49). Among
hospitalized children, the overall prevalence of specific SV40 serum neutralizing antibodies was
6% (12); the SV40 seropositivity among children increased with age (P = 0.01) and was signifi-
cantly associated with kidney transplantation (P < 0.001) (Table 1). Recently, a study of the
prevalence of SV40 infections showed rates of 9% in Hungary and 4% in the Czech Republic
(14). Females had a higher rate of SV40 antibodies than males, reaching 16% in Hungary and
8% in the Czech Republic in certain age groups. SV40 infections were found in similar propor-
tions in both countries among persons not exposed to potentially contaminated polio vaccines

and in subjects vaccinated in the era of SV40-free vaccines. Minor et al. (78) recently analyzed
over 2,000 sera from the United Kingdom and found an SV40 seroprevalence rate of just un-
der 5%. Most of the neutralizing titers were low, and there was no apparent relationship be-
tween antibody positivity and polio vaccine usage. These data suggest that SV40 is being trans-
mitted in the human population today, probably at a relatively low prevalence rate. However,
conclusions about seroprevalence rates should be viewed with caution, as very little is known
about the human immune response to SV40 infections.
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TABLE 1.

SV40 seropositivity of hospitalized children in Houston, Tex.”

Populationcharacteristic No. SV40 seropositive?/no. of patients (% seropositive)

Age (yr)
<1-4 1/95 (1.1)
5-9 5/88 (5.7)
10-15 14/154 (9.1)
Sex
Male 12/181 (6.6)
Female 8/156 (5.1)

Race or ethnicity

White 11/150 (7.3)
Hispanic 5/85 (5.9)
African-American 3/75 (4.0)
Asian-American 0/5
Other 1/22 (4.5)
Overall seropositivity 20/337 (5.9)¢

aFrom reference 12, used with permission.

bSeropositivity was determined by using an SV40-specific plaque reduction neutralization assay in tissue
culture cells.

“There was a significant association of SV40 seropositivity with kidney transplantation (6 of 15 [40.0%])
compared to other diagnoses (8 of 238 [3.4%]) (P < 0.001).

Although the mode of transmission of SV40 among humans is unknown, we speculate that dif-
ferent routes may be involved. Studies with laboratory animals indicate that maternal-infant
transmission is one possible route of SV40 spread (91). This may represent a pathway for
SV40 infections in humans (of unknown frequency), as there are reports of the detection and
expression of SV40 T-ag and the presence of viral DNA in cases of primary brain cancers in in-
mission of SV40 should be a consideration in certain populations. Indeed, laboratory workers
in contact with SV40-infected monkeys and/or tissues from those animals had a prevalence of
antibodies to SV40 in the range of 41 to 55%, suggesting an increased risk for viral infection
among this group of workers (43, 134).

Molecular studies of adult patients with renal disease and recipients of kidney transplants
found that SV40 cytopathic effects developed in CV-1 cells cocultured with urinary cells or
PBMCs from those patients (66, 67). SV40 sequences were detected by PCR in kidney biopsies
from 56% of patients with focal segmental glomerulosclerosis. SV40 DNA was localized to re-
nal tubular epithelial cell nuclei in renal biopsies of patients with focal segmental glomeru-
losclerosis as determined by in situ hybridization. In addition, studies showed that SV40 DNA
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sequences from the viral regulatory region were detected and identified in the allografts of im-
munocompromised pediatric renal transplant recipients (Fig. 4) and in the native kidney of a
young adult lung transplant patient with polyomavirus nephropathy (11, 12, 77). Different
studies have detected SV40 DNA sequences in PBMCs from various patient populations (26, 31,
66,72,73,132). These results demonstrate the nephrotropic and lymphotropic properties of
SV40 and indicate that the kidney can serve as a reservoir for the virus in humans. It appears
that patients with acquired and/or iatrogenic immunosuppression are a population at risk for
SV40. However, the frequency, natural history, and morbidity of the virus in this increasing pa-
tient population are unclear.

Large prospective studies using sensitive and specific reagents for SV40 are needed to deter-
mine the prevalence of viral infections in the general population and to define groups of indi-
viduals at elevated risk for this emerging pathogen. Similarly important is the need for
prospective longitudinal studies that address the morbidity and related mortality of these in-
fections. The use of serologic tests alone may not be the most reliable way to conduct these
studies. An enzyme immunoassay method for detection of SV40 antibodies in humans recog-
nizes cross-reactivity between SV40, BKV, and JCV, complicating interpretation of assay results
(126). Similar limitations have been found in serologic methods for identification of human in-
fection with herpes B virus (Cercopithecine herpesvirus 1), which is known also to naturally in-
fect rhesus macaques (M. mulatta) (45). Because infection with B virus in humans results in fa-
tal encephalomyelitis or severe neurologic impairment, rapid and conclusive diagnosis is criti-
cal in order to control sequelae by this viral pathogen. Serologic assays (including enzyme im-
munoassay) for B-virus infection in humans are limited by low sensitivity and specificity (45).
Currently, cell culture for the three polyomaviruses known to infect humans (JCV, BKV, and
SV40) is rarely helpful in establishing diagnosis of infection because of slow viral growth and
the requirement for specialized cell lines (52, 56). Serologic assays may be useful for retro-
spective epidemiological analysis, but they are of minimal use for diagnosis or therapeutic deci-
sions because most overt polyomavirus infections are believed to result from reactivation of la-
tent infections (52, 56). Therefore, the use of modern molecular biology assays is an excellent
and preferred alternative for the analysis of SV40 infections in the human population (123). In
addition, these sensitive and specific techniques are able to provide insights into the possible
infectious etiology of human malignancies (37, 79, 123).

ROLE OF SV40 IN HUMAN CANCER

Experimental Approaches

During the last decade, many studies have shown the presence of SV40 large T-ag DNA or
other viral markers in primary human brain and bone cancers, malignant mesotheliomas, and
NHL (Fig. 6). Sequence analyses (Fig. 3 and 5) and detection of T-ag protein (Fig. 7) ruled out
laboratory contamination of tumor samples. Importantly, infectious SV40 was isolated from a
primary brain cancer of a 4-year-old child (62). An important consideration when evaluating
the molecular biology data is the sensitivity of methods used to detect SV40 in human tumor
samples. Early studies (before 1992) identified SV40-positive neoplasms by using indirect im-
munofluorescence for viral proteins or DNA hybridization techniques (55, 74, 130), whereas
studies after 1992 generally used PCR-based assays.
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FIG. 6

Detection of SV40 T-ag DNA in NHLs. (A) PCR-amplified polyomavirus sequences after agarose gel electropho-
resis and staining with ethidium bromide (upper panel) and after Southern blotting with oligonucleotide
probes specific for individual polyomaviruses (lower panels). Lane M, molecular weight marker. Positive
control reactions included plasmids specific for SV40 (SV40+), JCV (JCV+), and BKV (BKV+). The negative
control (NC) was a reaction without added DNA template. CA, cancer control samples (colon and breast can-
cers). Hybridization of the PCR products to an oligonucleotide probe specific for SV40 identified the lym-
phoma-associated viral sequences as SV40 specific; JCV and BKV were not detected. (B) Sequence analysis of
the PCR product from the N terminus of the T-ag gene. The sequence from the lymphoma sample (NHL) is
identical to that of SV40 and distinguishable from those of JCV and BKV. From reference 125; used with

permission.
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FIG. 7.

(A) Immunohistochemical detection of SV40 T-ag in a diffuse large B-cell NHL. (B) Negative control specimen
(areactive lymph node). Specimens were stained by using a monoclonal antibody, PAb416. Note the strong

nuclear staining of the majority of lymphoma cells. Magnification, x400.

During the last three decades more than 60 original studies have reported the detection of
SV40 in primary brain and bone cancers, malignant mesothelioma, and NHL, whereas a few
However, the small numbers of samples tested, the histologic types of malignancies examined,
and the laboratory methodologies employed in some cases limit the significance of the results
in those studies reported to be negative. Indeed, several steps need to be considered when
performing molecular studies of human specimens (1, 50, 61, 107). First, the extraction step of
nucleic acids determines whether tissues yield adequate and suitable DNA or RNA for analysis.
Unfortunately, with formalin-fixed and paraffin-embedded specimens, degradation of nucleic
acids and proteins is a common problem, and the quality of recovered DNA may be poor. If
only small amounts of paraffin-embedded tissues are available, the yield of nucleic acids may
be inadequate for analysis. Primers directed to a human cellular gene should be used to estab-
lish the suitability of a sample for PCR analysis. Because of the sensitivity of PCR-based assays,
it is important to rigorously guard against laboratory contamination of samples and controls
during processing or testing. Tissue processing and PCR assay setup should be performed in
different facilities, from which positive controls (i.e., plasmids) are excluded. Negative tissue
controls, extracted and analyzed in parallel, should be included in each experiment to monitor
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for reagent contamination. The selection of primers and PCR conditions greatly influences the
sensitivity and reliability of the assay. Another factor is that tumor specimens usually contain
mixtures of normal and malignant cells, in varying proportions. Variations in one or more of
these important parameters may explain, at least in part, the ranges in positivity observed
among some positive studies and the results obtained in some negative studies.

Summary and Meta-Analysis of Controlled Studies

Table 2 provides a timeline for landmark discoveries associating the polyomavirus SV40 and
human malignancies. Although numerous studies have detected SV40 in human primary brain
and bone cancers, malignant mesothelioma, and NHL, the small sample sizes and the lack of a
control group in some studies made it difficult to make conclusions about the extent to which
SV40 may be associated with those human cancers. For this reason, we conducted a meta-
analysis of controlled studies (122), an approach which can provide a more balanced and less
biased estimate of the evidence than individual studies (57). For inclusion in the meta-analysis,
reports had to meet the following criteria: studies were conducted among patients with pri-
mary malignancies, the investigation of SV40 was performed on primary cancer specimens and
not on cultured cells, the analysis included a control group, and the same laboratory technique
was used for both case and control samples. These criteria were established because the use of
appropriate controls is crucial in the proper analysis of tissue for viral DNA, especially consid-
ering the sensitivity of PCR techniques (38). Thirty-five independent studies met these inclusion
criteria. In total, data from 1,793 patients with primary malignancies were evaluated to deter-
mine whether SV40 is significantly associated with primary brain cancer, malignant mesothe-
lioma, bone cancer, and NHL.

TABLE 2.

Timeline for discoveries associating SV40 and human malignancies

Yr Discovery

1970s-1980s Pre-PCR: SV40 and brain cancers

1992 SV40 DNA (PCR) and expression of large T-ag in brain cancers

1994 SV40 DNA and expression of large T-ag in malignant mesotheliomas

1995 Infectious SV40 isolated from a brain cancer of a 4-year-old child

1996 SV40 DNA in bone cancers

2002 SV40 DNA in lymphomas

2002 Institute of Medicine concluded that “SV40 exposure could lead to cancer in humans under

natural conditions”

Thirteen studies fulfilled the criteria for the investigation of primary brain cancers (Table 3).
The combined odds ratio (OR) of the studies used in the analysis was 3.9 (95% confidence in-
terval [CI], 2.6 to 5.8). This effect was based on specimens from a total of 1,143 patients, of
which 661 were primary brain cancer samples and 482 were control specimens. A modifier de-
tected was the type of sample analyzed (paraffin embedded versus frozen). The adjusted OR
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was 3.8 (95% CI, 2.6 to 5.7). For malignant mesothelioma, 15 studies fulfilled the criteria; the
combined OR of analysis was 16.8 (95% CI, 10.3 to 27.5) and was based on 528 patients with
malignant mesothelioma and 468 controls (Table 4). Modifiers detected were the type of con-
trol tissue and the method of detection of SV40. The adjusted OR was 15.1 (95% CI, 9.2 to
25.0). The combined OR of the analysis of bone cancers and SV40 was 24.5 (95% CI, 6.8 to
87.9) and was based on 303 patients with bone tumors and 121 controls from four reports
(122). The OR for NHL was 5.4 (95% CI, 3.1 to 9.3) and represented 301 cases and 578 con-
trols included in three studies (Table 5). Because there were only three studies that fulfilled the
inclusion criteria, further examination of modifying variables was not possible for NHL.

TABLE 3.

SV40 in primary brain tumors®

No. wilh SV40/total o, in

Reference ¥r OR —_— OR and 95% C1*
Mesothelioma group Control group
17 1994 24421 29/48 3451 iy
25 1995 36420 811 07 _—
36 1996 20455 4m w12 Lo s
B 1998 12001 718 5100
40 1998 1,232,998 26126 030 g
103 1999 38333 S8 020 I
%4 1999 8727 8112 1159 —
92 1999 152.565 14028
2% 1999 7 1328 110
115 2036 921 6025 ™
50 2000 2612 5083 07 T
34 2000 0.525 0729 015 ——r
8 2001 1.000 0725 025 e
120 2001 76,304 32066 040 _—t
36 2002 33,000 T o7 —
Combined (15 studics) 16,848 262/528 260468 -
0.01 0.4 1 10 100

#Analysis of studies which examined the presence of the polyomavirus SV40 in primary brain tumors
compared with control samples. Modified from reference 122; used with permission.

PThe associations between SV40 and case or control status are reported as ORs for each study (black dots)
and 95% ClIs (bars), which are displayed on a logarithmic scale. The combined OR is shown as a black
square. ORs and Cls are truncated at 100. An OR of >1 indicates that SV40 was more common in brain tumor

samples than in control samples.

TABLE 4.

SV40 in malignant mesotheliomas?

Ma. with SV40total aa. in.

Relerenice ¥r OR S b £ PP OR and 95% CI*
Mesothelioma group. Control group

1 1994 24421 351 ~g—

s 1995 36429 o7 P
86 1996 20455 Wiz ]
88 1998 12091 S0 -
40 1998 3,232598 030 i
103 1999 8,333 020
94 1999 8727 11/59 -
92 1904 152,56 W60
28 1093 k. 110

115 2000 2,036 625 =
80 2000 2,612 o7 e
34 2000 0525 o015 BTk
48 2001 1,000 025 gl e

120 2001 6304 0400 fr——
36 2002 33,000 a7 r—
Combined (15 studies) 16,848 262/528 26468 -

001 D4 1 10 100

3Analysis of studies which examined the presence of the polyomavirus SV40 in malignant mesotheliomas
compared with control samples. Modified from reference 122; used with permission.

bSee Table 3, footnote b. Individual ORs are shown as open circles.
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TABLE 5.

SV40 in NHLs?

No. with SVAlto1a] no. in
Reference Yr OR T — e — OR and 55% C1*
NHL group. Contrel group

26 2001 21 15779 197187
n 2002 133 29/68 RA51

|

33 |

125 2002 128 64/154 0240 | |
|

Combined (3 studies) 54 108/301 29/578 “ 1|

2Analysis of studies which examined the presence of the polyomavirus SV40 in NHLs compared with control
samples. Modified from reference 122; used with permission.

bSee Table 3, footnote b. Individual ORs are shown as open squares.

This analysis of published reports found a significant excess risk of SV40 associated with hu-
man primary brain cancers, malignant mesotheliomas, bone cancers, and NHL compared to
control samples. Therefore, the major types of human malignancies associated with SV40 are
the same as those induced by SV40 in animal models. Although the proportion of human can-
cers containing SV40 varied from study to study, viral prevalence was always greater among
primary tumors than among control tissues. Importantly, analysis of data indicated that SV40
may be etiologically meaningful in the development of a specific subset of human cancers.
Multiple studies have shown the expression of SV40 mRNA and/or T-ag in cancer cells, the in-
tegration of SV40 sequences in some cancers, and SV40 T-ag protein complexed with p53 and
current understanding of how SV40 T-ag mediates oncogenesis. Moreover, microdissection of
human malignant mesothelioma samples followed by PCR detected SV40 T-ag DNA only in can-
cer cells and not in adjacent nonmalignant cells (1, 39, 104). These results from different ex-
perimental studies support the conclusion of the Institute of Medicine (111) that “the biological
evidence is of moderate strength that SV40 exposure could lead to cancer in humans under
natural conditions.”

FUTURE DIRECTIONS AND CONCLUSIONS

Mounting evidence indicates that SV40 is a human pathogen, and current molecular biology,
pathology, and clinical data, taken together, show that SV40 is significantly associated with and
may be functionally important in the development of some human malignancies. Now, prospec-
tive studies are needed to determine the prevalence of SV40 infections in different human pop-
ulations and to assess how the virus is transmitted from person to person. Indeed, the Institute
of Medicine recognized that this gap in our understanding of the pathogenesis of SV40 in hu-
mans is important and recommended “targeted biological research” of SV40 in humans, includ-
ing “further study of the transmissibility of SV40 in humans” (111). Considering that molecular
biology approaches provide sensitive and specific approaches to analyze infectious diseases
and malignancies with a possible infectious etiology, studies using these modern methods
should be used to assess the distribution of SV40 infections and morbidity in humans today.
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Although in vitro studies have established that SV40 disrupts critical cell cycle control path-
ways, it remains unknown whether these perturbations are sufficient for the virus to induce
the development of malignancies in humans. Therefore, animal models that reproduce key fea-
tures of SV40 infection and disease in humans are needed. Such models could provide precise
evidence of the causal role of a particular pathway in SV40 pathogenesis in target tissues, allow
further characterization of the molecular mechanisms of oncogenesis, and provide a preclinical
system to test therapeutic interventions for these significant and increasingly common
diseases.
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