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Merkel cell carcinoma is a highly malignant
skin cancer which predominantly occurs in
elderly and immunocompromised persons.
The identification of the Merkel cell poly-
omavirus (MCPyV) has inaugurated a new
understanding of Merkel cell carcinoma patho-
genesis. The frequent detection of the virus in
Merkel cell carcinoma tissue (70-90%), its
monoclonal integration in the tumor cells and
the expression of viral oncogenes highly sug-
gest that MCPyV is causally linked to the
pathogenesis of the majority of Merkel cell
cancer (MCC) cases. Using qualitative and
quantitative PCR together with immunohisto-
chemical staining this study aimed at charac-
terizing the presence of MCPyV sequences and
viral early gene expression in a cohort of MCC
cases (n=232) selected in Northern Germany.
40-57% of the cases were identified as MCPyV
positive with 40.6% of the cases positive by
immunohistochemical staining and 51.6-57.6%
positive by PCR. Interestingly, in the majority
(64%) of LT-Antigen positive tumors only 25—
50% of tumor cells express LT-Antigen. These
data are in accord with published studies
describing heterogeneity in MCPyV viral loads
and suggest that detection of MCPyV in Merkel
cell carcinoma by PCR should be undertaken
using multiple primer pairs. J. Med. Virol.
2013 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

Merkel cell cancer (MCC) is a rare but highly
aggressive neuroendocrine tumor of the skin predom-
inantly found in elderly and immunosuppressed
patients. Solid organ transplant patients, patients
suffering from leukemia as well as HIV patients have
a 15-fold higher risk to develop MCC [Albores-
Saavedra et al., 2010]. A panel of immunhistochem-
ical marker proteins including cytokeratin 20 (CK20),
neurofilaments, chromogranin, and neuron specific
enolase are used to confirm the histological diagnosis
of MCC [Albores-Saavedra et al., 2010]. The develop-
ment of MCC, in particular cellular pathways con-
tributing to MCC pathogenesis is still poorly
understood.

In 2008, a new polyomavirus from MCC primary
tumor material was identified, the Merkel cell poly-
omavirus [Feng et al, 2008]. Using mostly PCR
several groups worldwide confirmed that up to 90%
of all MCC cases carry viral sequences [Foulongne
et al., 2008; Kassem et al., 2008; Shuda et al., 2008;
Becker et al., 2009; Garneski et al., 2009]. The viral
DNA is monoclonal integrated in the host genome
[Feng et al., 2008; Shuda et al., 2008], which together
with LT-Antigen expression within the tumor cells
contributes to the classification of Merkel cell poly-
omavirus (MCPyV) as a human tumor virus [Shuda
et al., 2009; Bouvard et al., 2012]. Interestingly, all

Virus Nomenclature: dsDNA virus, Order not assigned, Family
Polyomaviridae, Genus Polyomavirus, Species Merkel cell poly-
omavirus.
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early gene regions of the virus isolated from MCC
tumor material carry premature STOP codon muta-
tions within the LT-Antigen region resulting in a
truncated LT protein lacking the origin binding
domain and the C-terminus of the protein [Shuda
et al., 2008; Fischer et al., 2010], which suggest a
positive selection for the N-terminal region of the
protein encompassing DNA.J domain as well as a
retinoblastoma protein (Rb) binding motif or a nega-
tive selection against the C-terminal part of the
protein essential for viral replication.

Most studies addressing MCPyV association with
MCC applied qualitative PCR technology to detect
viral sequences using genomic DNA isolated from
MCC paraffin sections [Feng et al., 2008; Foulongne
et al., 2008; Kassem et al., 2008; Becker et al., 2009;
Busam et al., 2009; Duncavage et al., 2009; Garneski
et al., 2009; Helmbold et al., 2009; Sihto et al., 2009;
Touze et al., 2009; Wieland et al., 2009; Bhatia
et al., 2010; Loyo et al., 2010]. To increase sensitivity
some studies additionally applied nested PCR or
southern blot technology [Feng et al., 2008; Kassem
et al., 2008; Touze et al., 2009; Wieland et al., 2009].
Quantitative PCR technique used by several studies
detecting a 162-bp fragment in the LT-region in-
creased sensitivity and specificity of the detection of
MCPyV especially in DNA isolated from paraffin
section [Becker et al., 2009; Busam et al., 2009;
Garneski et al.,, 2009; Sihto et al., 2009; Bhatia
et al., 2010; Loyo et al., 2012; Hattori et al., 2013].
Reports using PCR to detect MCPyV in MCC vary in
MCPyV positivity depending on primer pairs used
ranging from 40% to 100% [Feng et al., 2008; Kassem
et al., 2008; Becker et al., 2009; Busam et al., 2009;
Duncavage et al., 2009; Garneski et al., 2009; Sastre-
Garau et al, 2009; Shuda et al., 2009; Sihto
et al., 2009; Touze et al., 2009; Varga et al., 2009;
Wetzels et al., 2009; Bhatia et al., 2010; Houben
et al., 2010; Loyo et al., 2010; Andres et al., 2011].
Immunohistochemistry using the only commercially
available antibody against MCPyV early gene prod-
uct, CM2B4, recognizing a peptide in the second exon
of the LT-Antigen was used in only a few studies so
far [Busam et al., 2009; Shuda et al., 2009, 2011;
Paik et al., 2011; Ly et al., 2012; Erovic et al., 2013].
Based on the majority of these studies IHC of MCPyV
LT-Antigen expression using CM2B4 is highly suit-
able as a diagnostic tool, however, as obhserved for
PCR based results, discrepancies applying LT IHC
exist: frequency of MCC sections positive for LT
expression vary from 63% to 97% [Shuda et al., 2009;
Ly et al., 2012; Erovic et al., 2013]. In addition, the
number of MCC tumors with more than 60% of tumor
cells expressing LT-Antigen varies from 35% to 97%
[Busam et al., 2009; Erovic et al., 2013].

Interestingly, an earlier report demonstrated that
the CM2B4 antibody failed to detect LT-Antigen in
several cases of MCC and that a combined use of
CM2B4 and a small T (sT)-Antigen specific antibody
(CM5E1) significantly increased sensitivity [Shuda

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

Leitz et al.

et al., 2011]. Furthermore, a more recent study
reported significantly increased sensitivity of IHC
using a different noncommercial LT-Antigen specific
antibody, Ab3 [Rodig et al., 2012].

Intrigued by the discrepancies in nucleic acid based
as well as IHC based MCPyV detection in MCC
cohorts this study with regard to MCC diagnostics
sought to (1) compare widely used qualitative and
quantitative MCPyV PCR detection, (2) compare PCR
based and immunohistochemistry hased detection of
MCPyV, and (3) quantify the number of LT-Antigen
expressing tumor cells mm a cohort of MCC cases
collected in Northern Germany.

MATERIALS AND METHODS
Patients

MCC cases were collected in the department of
Dermatology at the University Medical Center Ham-
burg-Eppendorf between the years 1999 and 2011.
The study was approved by the local ethics committee
(060900).

Immunohistochemical Staining

LT-Antigen expression: Sections were deparaffi-
nized using xylene and rehydrated using a series of
graded ethanol. Endogenous peroxidase expression
was hlocked using 3% hydrogen peroxidase solution.
Sections were heated 4 x 2min in citrate buffer using
a microwave oven (650 W) and cooled down to room
temperature. Blocking of nonspecific binding sites
was performed for 30min at RT with 10% swine
serum in antibody dilution buffer (Dako, BIOZOL
Diagnostica, Germany). CM2B4 antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Germany) 1:100 diluted was incubated
for 2hr at RT followed by incubation with the
secondary antibody (Dako K4000) for 30min. Stain-
ing was performed with DAB chromagen (Dako
K3467) for 10min at RT. Samples were counter-
stained with Mayers hamin solution. Sections were
coated with crystal mount mounting medium and
embedded with Eukitt. Sections were analyzed on an
upright Zeiss Axioskop 2 plus microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany), equipped with a Leica DFC 290 FX
camera using HC PLAN S 10x/25 and N PLAN APO
5x/0.11 lenses. Images were acquired using Openlab
software (Improvision, Coventry, UK) and Leica
Application Suite software.

CK20 staining was applied following protocol 2
using a CK20 mAb (IT-Ks 20.10, Progen Biotechnik,

Germany) at a 1:75 dilution.

Quantification of LT Expressing Cells

Analysis was based on five representative tumor
sections of each tumor. Sections were photo docu-
mented and analyzed based on number of tumor cells
expressing LT-Antigen and staining intensity: With
regard to proportion of LT-Antigen expressing tumor
cells, tumors were divided into subgroups with <25%,
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25-50%, 50-75%, and >75% positive tumor cells.
Concerning the staining intensity, positive tumor
cells were visually graded in + weak, ++ intermedi-
ate, and +++ strong. Sections were analyzed using
an upright Zeiss Axioskop 2 plus microscope (Carl
Zeiss), equipped with a Leica DFC 290 FX camera
using HC PLAN S 10x/25 and N PLAN APO 5x/0.11

lenses. Images were processed using Photoshop CS5.

MCPyV Detection of LT Sequences by
Qualitative PCR

MCPyV specific PCR was performed as described
[Feng et al., 2008; Fischer et al., 2010]. Briefly,
genomic DNA was extracted using QIAamp DNA
FFPE tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany) following
the manufacturer’s instructions. DNA (100ng) was
amplified with the two different primer sets located
in the LT-Antigen region: Primer set I: M1M2F: 5'-
GGCATGCCTGTGAATTAGGA, MIM2R: 5-TTGCA-
GTAATTTGTAAGGGGACT and primer set II: LT3F:
5-TTGTCTCGCCAGCATTGTAG, LT5R: 5-TGGGAA-
AGTACACAAAATCTGTCA. PCR fragments were
submitted to automated sequencing using an ABI
Prism 3100 genetic analyzer.

Detection of LT Sequences by Quantitative PCR

LT quantitative real time PCR was performed as
described earlier [Fischer et al., 2010]. Briefly, 100 ng
of genomic DNA was amplified in a total volume of
10l using the primers LT3F and LT3R [Feng
et al., 2008; Fischer et al., 2010] in the presence of
Fermentas SyBr Green Master Mix on a Qiagen
Rotorgene @ 5plex instrument and Rotorgene 1.7
software using the following conditions: 5min 95°C,
40 x 5sec 95°C, 20sec 60°C, 20sec 72°C. A MCPyV
standard was included for calculation of MCPyV copy
numbers. Each sample was normalized against
GAPDH; GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC,
GAPDH R: GAAGATGGTGATGGGATTTC. A plas-
mid containing the genomic GAPDH sequences
(pCR2.1-GAPDH-F/R) was included as a standard to
determine absolute copy numbers. PCR efficiency for
each primer set was determined by plotting the Ct
values (determined by using the Rotorgene Software
version 1.7) against the logl0 value of template
concentration; the slope (M) determines the reaction
according to (10 —1/M)—-1=1.

RESULTS
MCC Patient Data

Twenty-seven patients (32 MCC samples) were
included in the current analysis: four patients devel-
oped metastasis with one patient having multiple
metastases (Table ). MCC diagnosis was based on
histopathology, CK20, chromogranin A, neuron spe-
cific enolase (NSE) staining and neurofilament ex-
pression. 48.15% of patients were female and 51.85%
were male. The age of patients ranged between 40
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and 94 years with a median age of 75.5 years. MCC
tumors were localized in 18.5% of the patients on
cheek, forehead and ear, 18.5% of the tumors were
localized in the upper torso, and 29.6% of MCC
lesions were localized on the upper or lower extremi-
ties, while in 33.3% of the MCC cases no data on
tumor localization were available.

MCPyV Detection by PCR Using DNA From
Paraffin Sections

To detect MCPyV by PCR qualitative and quantita-
tive PCR was performed. MCPyV sequences, at least
one primer pair had to amplify MCPyV specific
sequences, were detected in 19/32 cases (59.4%)
applying qualitative PCR. Using a different set of
primer sequences amplifying a shorter region within
the MCPyV genome by real-time PCR 16/29 (55.2%)
MCC cases were positive for LT sequences (Table I).
Viral copy numbers varied ranging from 0.03 to
152 copies/sample. In six MCC cases very low copy
numbers were detected, less than 0.1 copies/cell.

LT-Antigen Expression in MCC Tissue Sections

PCR results were compared to immunohistochemi-
cal staining of MCPyV LT-Antigen (Fig. 1, Table I).
41.9% of MCC samples were positive for L'T-Antigen
expression.

To evaluate the number of MCPyV LT-Antigen
expressing cells within the tumor, LT-Antigen ex-
pressing cells were calculated in 11 out of 13 LT-
Antigen positive MCC cases according to a recently
published study [Erovic et al., 2013]. The results of
IHC staining, number of L'T-Antigen expressing cells
representative for one of the four classes, class I: less
than 25%, class II: 25-50%, class III: 50-75%, and
class IV: more than 75%, are illustrated mn
Figure 1A-C and subsequently summarized in
Table II. In 7/11 (63.6%) of MCC cases only 25-50%
of all tumor cells express LT-Antigen; 3/11 (27.3%)
displayed 50-75% of tumor cells positive for LT-
Antigen, while in none of the MCC cases all tumor
cells stained positive for LT-Antigen expression
(Table II).

DISCUSSION

Identification of MCPyV in MCC tissue in 2008
[Feng et al., 2008] and subsequent association of the
virus with up to 90% of MCC [Chang and
Moore, 2012] has opened a new understanding in the
initiation and progression of MCC. The majority of
studies analyzing the association of the virus with
MCC have been performed applying qualitative or
real-time PCR technology. Discrepancies in MCPyV
detection in MCC cases using nucleic acid based
technologies range from 40% to 100%. Some discrep-
ancies between percentages of MCC cases positive for
the virus can be attributed to geographical differ-
ences, for example, MCC cases collected in Australia

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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TABLE I. Summary of MCC Samples

Location % LT MCPyV MCPyV
of the express. qualitative quantitative  CM2B4

Sample ID Age Gender Origin of tumor lesion cells PCR* PCRP THC® CK20
1 83 F Primary — — - — - (+)
2 87 M Primary Cheek — i+ 4.8 — 4
3 Metastasis — 55.4 + 152 ++ =
1 88 F = Cheek 44.9 + 3.7 +4++ +
5 69 F Primary Forehead 61.2 - 0.85 + +
6 66 M Primary Arm 35.3 + 0.14 ++ o
4 94 F — Cheek 33.1 + 0.75 ++ +
8 65 F Primary — — - — - +
9 55 M Primary Knee — - — - -
10 70 F Primary Thigh n.t. + 0.04 ++ +
11 73 F Primary Upper 40.2 + 0.04 + +

arm
12 69 F Primary Lower leg n.t + 0.08 ot +
13 Lymphnode Groin nt + n.t + +
14 68 M Primary Torso — - = = +
15 Lymphnode Groin — - — - +
16 79 F Primary Upper leg n.t. + 0.03 n.t. +
17 79 F Primary Lower leg 30.4 + 0.06 + +
18 81 M Metastasis Cheek — - — - +
19 71 M Primary Upper — + 0.4 - +

arm
20 81 M Primary Lower — + 0.09 - +

arm
21 78 M Metastasis Torso = = — — (+)
22 69 F Primary — = + — = T+
23 75 M Metastasis — 7.7 + 0.15 + (+)
24 82 M Primary — 39.2 + 0.24 ++ +
25 Lymphnode — 48.9 + n.t + +
26 Lymphnode — 29.2 + n.t + +
27 90 M Primary Ear — - — - +
28 70 M Metastasis Groin — - — - +
29 85 M Metastasis — 53.9 =+ 0.55 - ar
30 80 M Metastasis — n.t. - — — +
31 87 F Metastasis — n.t. - — — +
32 40 F Metastasis — 40.5 + 12 ++ +

MCPyV+: 19/32 (59.4%) qualitative PCR; 16/29 (55.2%) real-time PCR; IHC: 13/31 (41.9%).

n.t., not tested; (+), partially positive CK20 staining; LT IHC: +, weak staining; ++, moderate staining; +-++, strong staining.

*Two individual qualitative PCRs targeting different regions (1711-1889; 571-879; GenBank accession no.: EU375803) in LT were applied.
bPrimers and protocols have been published earlier [Feng et al., 2008; Fischer et al., 2010].

“Shuda et al. [2009].

show significant less viral prevalence. In general, the
studies are difficult to compare due to different PCR
technologies applied, nucleic acid extraction used
and/or number of cases included in the study. Howev-
er, the differences between studies in Europe and/or
North America demonstrate the need for standardiza-
tion in MCPyV detection.

Only few studies used immunohistochemical stain-
ing against the viral LT-Antigen applying the so
far only commercially available antibody CM2B4
[Busam et al., 2009; Bhatia et al., 2010; Paik
et al., 2011; Shuda et al., 2011; Ly et al., 2012; Erovic
et al., 2013]. These results, with exception of Austra-
lian MCC cases (18.1% LT-Antigen positive) are
slightly more consistent with a prevalence of LT-
expression of 63-97% [Busam et al., 2009; Bhatia
et al., 2010; Paik et al., 2011; Shuda et al., 2011; Ly
et al, 2012; Erovic et al.,, 2013]. However, recent
studies applying a combination of CM2B4 and sT-
Antigen staining or applying a more sensitive LT-

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

Antigen specific antibody (Ab3) significantly in-
creased sensitivity [Shuda et al, 2011; Rodig
et al., 2012]. Studies which include both PCR and
IHC have only sparsely been conducted [Busam
et al., 2009; Bhatia et al., 2010].

This study is the first study comparing qualitative,
quantitative PCR, and immunohistochemistry detec-
tion of MCPyV in one MCC cohort. There was a good
concordance between qualitative and real-time PCR:
59.4% or 55.2% of all cases were MCPyV sequence
positive. However, only 8/32 of MCC cases (25%)
were positive by both primer sets used in qualitative
PCR. This indicates that frequent point mutations
within the LT-Antigen occur [Shuda et al., 2008;
Neumann et al., 2011; Rodig et al., 2012] and
multiple primer sets are necessary to unambiguously
detect MCPyV sequences.

IHC using the MCPyV antibody, CM2B4, has been
suggested as a diagnostic tool to diagnose or discrimi-
nate MCC from other endocrine tumors. Subsequent
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Fig. 1. Representative tissue section pattern of MCC tumors (A) class I, <25% of the tumor
cells express LT-Antigen (CM2B4 staining). CK20 staining of the respective tumor is illustrated
as well as a negative control (lower row). The figure shows representative visual fields (200x
magnification) of one tumor. LT-Antigen and CK20 staining illustrate different visual fields.
B: class II, 25-50% of tumor cells express LT-Antigen. C: class III, 50-75% of tumor cells
demonstrate CM2B4 positive staining.

studies resulted in the detection of MCC in 63-97%
of samples. This study detected 55.2-59.4% of MCC
cases positive by PCR while 41.9% were positive for
LT expression. Discrepancies between these findings
could have technical explanations, lack of monoclonal
antibody reactivity because of sequence variations
within the Ab epitope or reduced sensitivity of
CM2B4 IHC staining compared to real-time PCR.
Alternatively, the observed differences might be
explained with the possibility that in the course of
the disease MCC tumor cells could become indepen-

TABLE II. Percentage of Tumor Cells Expressing

LT-Antigen
Number of LT + cells
Group I <25% + cells 1 9.1%
Group I 25-50% 7 63.6%
Group 1T 50-75% 3 27.3%
Group IV >T75% 0 0%
Total 11

dent of LT expression or not all tumor cells express
LT-Antigen.

These results are in good concordance with a recent
publication showing that a viral abundance of 0.06—
1.2 DNA copies/cell together with LT-Antigen expres-
sion visualized by IHC is detected in virus positive
MCC cases [Bhatia et al., 2010]. Since this study as
well as previous studies did not microdissect tumor
cells instead used DNA isolated from paraffin sec-
tions, it cannot be excluded that the calculation of
viral copy numbers is underestimated. Furthermore,
this study shows that some PCR positive cases do
not show CM2B4 reactivity thereby strengthening
the observation of earlier publications [Busam
et al, 2009|. While this study was in preparation a
publication reported the development and application
of a new monoclonal antibody, called Ab3, recognizing
the N-terminal region, aa 79-260, within the LT-
Antigen [Rodig et al., 2012]. Application of Ab3 on
MCC paraffin sections resulted in an increased
sensitivity compared to CM2B4 1HC staining as well

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv



6

as reduced unspecific staining (no infiltrating lym-
phocytes were stained). Furthermore, it was demon-
strated that with regard to frequent mutations in the
LT-Antigen sequence PCR has to be performed with
primer sequences of five different regions to reach
comparable sensitivity when comparing PCR to Ab3
immunohistochemical staining [Rodig et al., 2012].

In general, the presented study finds significantly
less MCC cases positive for MCPyV sequences and/or
MCPyV LT-expression (using CM2B4 Ab) than de-
scribed in the literature. These discrepancies can be
explained by the different cohort sizes used in differ-
ent studies. However, the main aim of this work was
not to describe MCPyV prevalence in yet another
cohort but rather to compare different techniques
(which have been applied before and suggested as a
useful routine diagnostic tool) to detect MCPyV.
Based on the presented findings together with the
recently published work [Rodig et al., 2012] it is
highly suggestive that immunohistochemistry apply-
ing the commercially available monoclonal antibody
CM2B4 needs to be improved with regard to diagnos-
tic use. This sensitivity can be significantly increased
and therefore might be a very useful tool in diagnos-
ing MCC using the recently described, however so far
not commercially available mAb called Ab3 [Rodig
et al., 2012].

In general, in the presented study in the majority
of LT-Antigen positive tumors only 25-50% of tumor
cells expressing LT-Antigen which is in concordance
with recently published studies describing heteroge-
neity in MCPyV wviral loads [Busam et al.,, 2009;
Ly et al., 2012; Erovic et al., 2013]. Regardless the
already mentioned sensitivity problems of CM2B4
IHC staining, there are multiple explanations for the
observed differences in viral load/LT-Antigen expres-
sion within one MCC tumor: there are two popula-
tions of cells in the tumor, virus positive and virus
negative with paracrine signaling of MCPyV positive
cells influencing MCC tumorigenesis or all MCC
tumor cells contain the wviral genome monoclonal
integrated, however during disease progression tumor
cells can become independent of LT-expression with
the early gene locus being silenced in some MCC
tumor cells. The experimental confirmation of either
explanation are challenging: FISH analysis could
discriminate between these two explanations, howev-
er, a negative result using a 5.4 kbp probe to detect a
single integration per cell on paraffin sections does
not rule out technical artifacts.

In summary, this study compares the sensitivity of
PCR techniques published previously as well as IHC
staining using the mAb CM2B4 in detecting MCPyV
sequences and/or LT-Antigen expression in MCC
cases (n=232). The results of this study demonstrate
that with regard to diagnostic use multiple primer
pairs targeting different regions within the MCPyV
genome need to be applied to increase sensitivity.
Furthermore, IHC staining applying CM2B4 to FFPE
material does not detect all MCPyV positive MCC

oJ. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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cases, sensitivity can be increased by combined use of
sT-Antigen specific Ab or the L'T-Antigen mAb Ab3.
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1. Einleitung
1.1 Das Merkelzellkarzinom

Das Merkelzellkarzinom (MCC) ist ein maligner neuroendokriner Tumor der Haut. Mit einer Inzidenz
von bis zu 0,6/ 100 000 Personen ist das Merkelzellkarzinom eine seltene Erkrankung, mit aber
deutlich zunehmender Tendenz (Agelli, Clegg et al. 2010; Schrama, Ugurel et al. 2012; Hasan, Liu et
al. 2013). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt Gber dem 70. Lebensjahr. Selten erkranken
aber auch junge Menschen (Albores-Saavedra, Batich et al. 2009; Santamaria-Barria, Boland et al.
2012). Vermeintlicher Ursprung und namensgebend sind die neuroendokrinen Merkelzellen der
basalen Epidermis, wobei Beweise firr diese atiologische Verbindung fehlen (Moll, Roessler et al.
2005). Auf Grund der Expression von B-Zell-spezifischen Proteinen, wie Immunglobulinbestandteilen
und spezifischen Enzymen von unreifen B-Zellen (TdT (terminale Desoxyribonuklytransferase) und
PAX5 (Paired Box Gene 5), ein B-Zell-Aktivator), stehen seit kurzem Vorlaufer der B-Zellen im
Verdacht die Ursprungszellen des Merkelzellkarzinoms zu sein. Dies kdnnte das auffallig haufige
Vorkommen von Merkelzellkarzinommanifestationen erklaren, ohne dass ein Primartumor gefunden
werden kann (Zur Hausen, Rennspiess et al. 2013). Das Merkelzellkarzinom ist ein aggressiver
Tumor, haufig mit nur kurzer Evolution. AuRerlich fallt es durch eine schmerzlose, knotig-derbe
Raumforderung mit rotlich-livider Farbe und glanzender Oberflache auf (siehe Abbildung 1)
(Goessling, McKee et al. 2002; Nicolaidou, Mikrova et al. 2011).

Abbildung 1: Merkelzellkarzinom am Oberarme einer 97-jahrigen Patientin mit 2-jahriger Evolution.
Tumor 2,2 x 2,3 cm, Lymphknoten klinisch nicht befallen (Pippirs, Buhren et al. 2009).

Mikroskopisch imponiert das Merkelzellkarzinom durch ein dicht gepacktes, kleinzelliges Zellbild
(Schrama, Ugurel et al. 2012). Wegweisend fiir die Diagnose des MCC ist der Nachweis von
Zytokeratin 20 (CK20), neben der Expression weiterer typischer, aber unspezifischer neuroendokriner
Markern wie NSE (Neuronen spezifische Enolase) und Chromogranin A (Abbildung 3) (Nicolaidou,
Mikrova et al. 2011; Schrama, Ugurel et al. 2012).
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Abbildung 2: Mikroskopische Aufnahme eines Merkelzellkarzinoms mit Ausbreitung bis in die Subkutis
(Pulitzer, Amin et al. 2009).

.a . - - . ‘ *‘

Abbildung 3: Mikroskopische Ausschnitte eines Merkelzellkarzinoms. Links: HE-Farbung, dicht
gepackte Zellen mit prominenten Zellkernen und Nukleoli. Rechts: Die immunhistochemische Farbung

gegen CK20 zeigt ein charakteristisches paranukledres Reaktionsmuster. Abgewandelt aus
(Scalvenzi, Palmisano et al. 2013).

Risikofaktoren fur die Entstehung des Merkelzellkarzinoms sind chronische Sonnenexposition, hohes
Lebensalter und Immunsuppression (Nicolaidou, Mikrova et al. 2011). Entscheidend fiir die Prognose
der Merkelzellkarzinom-Patienten ist die friihzeitige Diagnose und Therapie der Tumorerkrankung. So
haben Patienten mit einer lokal begrenzten Tumorausbreitung mit einer 86%igen 5-
Jahrestiiberlebensrate eine wesentlich bessere Prognose als haufig angenommen. Sind bei Diagnose
bereits Lymphknoten befallen, sinkt die 5-Jahrestberlebensrate auf 42% (Busam, Jungbluth et al.
2009; Santamaria-Barria, Boland et al. 2012).

Als wichtigster Bestandteil der kurativen Therapie des Merkelzellkarzinoms gilt die chirurgische
Tumorexzision unter Einhaltung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes (Schrama, Ugurel et al.
2012). Zusatzlich wird die chirurgische Entfernung des Wachter- oder Sentinellymphknotens (d.h. des
ersten Lymphknotens im Lymphabflussgebiets des betroffenen Areals) empfohlen, da bei 30-40% der
MCC-Patienten trotz klinisch unauffalliger Lymphknoten bereits Mikrometastasen gefunden werden
kénnen (Nicolaidou, Mikrova et al. 2011; Schrama, Ugurel et al. 2012). Auf Grund der guten
Strahlensensibilitdt des MCC wird in allen Stadien eine Radiatio empfohlen (Foote, Harvey et al. 2010;
Schrama, Ugurel et al. 2012). Der Einsatz von Chemotherapeutika wird, insbesondere auf Grund

starker Nebenwirkungen und fehlendem eindeutigen Nutzen fir die Patienten kritisch bewertet
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(Schrama, Ugurel et al. 2012). Aktuell wird an verschiedenen zielgerichteten immunologischen
Therapiemoglichkeiten gegen das Merkelzellkarzinom gearbeitet (Hughes, Hardee et al. 2014). In
einer vielversprechenden Studie von Chapuis und Kollegen wurde ein 67-jahriger Patient mit einem
metastasierten MCV-positiven Merkelzellkarzinom mit einem autologen Transfer von CD8-positiven T-
Zellen nach ex vivo-Exposition mit MCV-Tetrameren und gleichzeitiger HLA-1-Hochregulation
behandelt. In der Folge blieb der Patient Uber nahezu 1,5 Jahre (535 Tage vs. 200 Tage) ohne
Progress der Metastasierung (Chapuis, Afanasiev et al. 2014). Ein weiteres therapeutisches Ziel
konnte der PD-1-/PDL-1-Signalweg (programmed death-1/programmed death ligand1) sein. Der PD-1-
Rezeptor auf Immunzellen wird vom Immunsystem, aber auch von Tumorzellen genutzt um mittels
PDL-1 (programmed death ligand-1) eine Immunreaktion zu terminieren. Uber die Expression von
PDL-1 in der Umgebung von Tumorzellen kénnen diese den intratumoralen Lymphozyten entkommen
(Pardoll 2012; Afanasiev, Yelistratova et al. 2013). Auch ein Impfstoff gegen MCV-Tumorantigene

wurde bereits im Rahmen von in vitro-Untersuchungen getestet (Gomez, He et al. 2013).

1.2 Das Merkelzellpolyomavirus

Auffallig haufig erkranken immunsupprimierte oder alte Menschen an einem Merkelzellkarzinom.
Erkrankungen, die mit einer ausgepragten Reduktion der Immunabwehr einhergehen, wie
beispielsweise AIDS oder CLL (chronisch lymphatische Leukdmie) fihren sogar zu einem 13 — 30
fach erhohten Risiko fur die Entwicklung eines Merkelzellkarzinoms (Nicolaidou, Mikrova et al. 2011).
Nach Wiederherstellung der Immunkompetenz wurden hingegen vereinzelt spontane
Tumorregressionen beobachtet (Wooff, Trites et al. 2010).

Die auffallende Assoziation von Merkelzellkarzinomen und Immunschwache legt die Vermutung einer
infektiologischen Atiologie des Merkelzellkarzinoms nahe (Feng, Taylor et al. 2007; Garneski,
DeCaprio et al. 2008). Mit Hilfe der Hochdurchsatzsequenzierung und der digitalen
Transkriptomsubtraktion (DTS), einer neuen Technik zur Identifikation zellfremder Gensequenzen
konnten Feng und Kollegen 2008 Polyomavirus-adhnliche Sequenzen aus Merkelzellkarzinomen
isolieren (Feng, Shuda et al. 2008). Die DTS vergleicht die zellularen mRNA-Transkripte mit
bekannten Gensequenzen (humaner, viraler, bakterieller Herkunft) einer Genbank. Ubrig bleibende
unbekannte Nukleinsduresequenzen werden durch BLASTX-Vergleiche (Basic Local Alignment
Search Tool von translatierten Sequenzen) nach verwandten hochkonservierten Sequenzen, wie z.B.
Proteindomanen untersucht (Feng, Taylor et al. 2007). Der Vergleich dieser unbekannten Sequenzen
mit bekannten Virusgenomen fiihrte zur Entdeckung eines neuen, humanen Polyomavirus, welches
die Autoren auf Grund der spater gezeigten hohen Assoziation mit dem Merkelzellkarzinom
Merkelzellpolyomavirus (MCV oder MCPyV) nannten.

Polyomaviren (Py) sind kleine, nicht behiillte, doppelstrangige DNA-Viren. Sie werden sowohl in
Voégeln, als auch verschiedenen Saugetierarten gefunden und kénnen dabei zu schweren
Erkrankungen, aber auch asymptomatischer Virustragerschaft fihren (Gross 1953a; Stewart, Eddy et
al. 1958; Chang and Moore 2012).
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Das MCV ist eines der 13 bisher bekannten humanen Polyomaviren (siehe Abbildung 4). Wenige
davon sind mit Erkrankungen, ausschlieBlich immunsupprimierter Personen assoziiert. Das humane
Polyomavirus JC-Virus ist Verursacher der seltenen, aber oft letal verlaufende progressiven
multifokalen Leukenzephalopathie (PML) bei AIDS-Patienten (Padgett, Walker et al. 1971; Chang and
Moore 2012). Weitere humanpathogene Polyomaviren sind das BK-Virus (Verursacher einer
Nierentransplantations-assoziierten Nephropathie) und das Trichodysplasia spinulosum-assoziierte
Polyomavirus (TSV) (verursacht die Hauterkrankung Trichodysplasia spinulosa) die ebenfalls bei
immunsupprimierten Patienten auftreten (Gardner, Field et al. 1971; van der Meijden, Janssens et al.
2010). Zuletzt wurde das New Jersey Polyomavirus (NJPyV/ HPyV 13) in einer immunsupprimierten
Patientin nach Pankreas-Transplantation mit zunehmender Muskelschwache und Visusminderung
entdeckt. Ursachlich zeigte sich eine, moglicherweise NJPyV-assoziierte entziindliche Reaktion von
Gefalen und Muskulatur (Mishra, Pereira et al. 2014).

Das MCYV ist jedoch bislang das einzige Polyomavirus, das nachweislich mit der Entstehung eines

Tumors im Menschen assoziiert ist (Chang and Moore 2012).

Gorilla

MCPyV

HPyV13

HPyV12
Hamster
TSV
hPyV9
BKV

| _l__JCV
sv40

A
WU-PyV
HPyYV10

0,2

HPyV6
HPYV7

Abbildung 4: Phylogenetischer Stammbaum basierend auf der Nukleotidsequenz des LT-Antigens
ausgewahlter Polyomaviren. Humanen Polyomaviren: HPyV 6 (NC 014406.1), HPyV 7 (NC 014407.1),
HPyV 9 (HQ 696593.1), HPyV 10 (JX 262162.1), HPyV11 (NC 020106.1), HPyV 12 (NC 020890.1)
und HPyV13 (NJPyV, KF 954417), MCPyV (JN 707599.1) (MCV, Merkelzellpolyomavirus), TSV (NC
001538.1) (Trichodysplasia spinulosum-assoziiertes Polyomavirus), BK- (NC 001538.1) und JC-Viren
(NC 001699.1) (nach Initialen der erstbeschriebenen Patienten mit diesen Viren), KI- (NC 009238.1)
und WU-Virus (NC 009539.1) (nach Initialen der erstbeschreibenden Institute). Sowie einiger
nichthumaner Polyomaviren wie SV40 (NC 001669.1) (Simian vacuolating Virus 40, Modelvirus der
Polyomaviren), Gorilla Polyomavirus (NC 025380.1), Hamster Polyomavirus (NC 001663.2). GenBank
Accession No. jeweils in Klammer. Abbildung zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. rer. nat. Nicole
Fischer.

Das zirkuldare Genom des MCV besteht aus 5387 Basenpaaren und wird, wie flr Polyomaviren
charakteristisch, in 3 Bereiche unterteilt (siehe Abbildung 5):

1.) Der Bereich der frihen Transkription kodiert fur die Tumorantigene Large-, Small- und 57k-
Tumorantigen (LT, ST und 57kT), welche durch alternatives Splicen entstehen. AuRerdem kodiert der
friihe Bereich fir einen kirzlich identifizierten offenen Leserahmen ALTO (Alternate frame of the LT

Open reading frame), der von einem alternativen Startcodon innerhalb des LT-Transkriptes initiiert
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wird (Chang and Moore 2012; Carter, Daugherty et al. 2013). Ebenfalls in der friihen Region, jedoch
antisense (d.h. mit gegenlaufigem Leserichtung) zu den friihen Transkripten wird eine microRNA
(MCV-mi-R-M1) gebildet, welche perfekt komplementar zu den LT-Transkripten ist (Seo, Chen et al.
2009).

2.) Der Bereich der spaten Transkription, die nach Beginn der Virusreplikation startet, fihrt zur Bildung
der Strukturprotein des Viruskapsids Virusproteine 1 und 2 (VP 1 und 2). Im Gegensatz zu vielen
anderen Polyomaviren besitzt das MCV wahrscheinlich kein VP 3 Protein (Schowalter and Buck
2013). Die 3. Region enthalt den nicht-kodierenden regulatorischen Bereich mit dem
Replikationsursprung ori (origin of replication) und Promotorbereiche, welche die friihe und spate

Transkription regulieren (Feng, Shuda et al. 2008; Chang and Moore 2012).

Origin of replication
Promoter Region

spate Region friihe Region

T .
s Large Tumor Antigen (LT)
VP2  57KT.

[>LT

VP1
VP2

Small Tumor Antigen (ST)

57k Tumor Antigen (57kT)
ALTO (27.5kD)

.

mcv-miR-M1

~—

Abbildung 5: MCV-Genom mit dem Bereich der friihen Gene (blau), die fur LT, ST, 57kT und ALTO
kodieren und dem Bereich der spaten Gene (griin), die fir VP1 und VP2 kodieren. Im nicht-
kodierenden regulatorischen Bereich (oben, NCRR: non coding regulatory region) befinden sich der
Replikationsursprung ori und Promotoren der friihen und spaten Transkription. Zusatzlich kodiert das
MCV-Genom fir eine microRNA (mcv-miR-M1) (Seo, Chen et al. 2009). Abbildung zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. rer. nat. Nicole Fischer.

Sowohl LT als auch ST besitzen onkogenes Potential. LT durch seine Bindungsstellen und Interaktion
mit den Tumorsuppressorproteinen pRb und p53 (Spurgeon and Lambert 2012; Borchert, Czech-Sioli
et al. 2013; Cheng, Rozenblatt-Rosen et al. 2013). ST durch die Bindung von PP2A
(Proteinphosphatasen 2A) und seinen Einfluss auf mTOR-Signalwege (mammalian Target of
Rapamycin) in zelluldrem Wachstum und Differenzierung, sowie PP2A-unabhangig in der
Stabilisierung von LT und anderer zellularer Protoonkogene (Shuda, Kwun et al. 2011; Spurgeon and
Lambert 2012; Kwun, Shuda et al. 2013).

Das MCV kann durchschnittlich in 80% der Merkelzellkarzinome nachgewiesen werden (Chang and
Moore 2012). Eine Ausnahme stellen Merkelzellkarzinome von Patienten aus Gegenden besonders
hoher Sonnenexposition, wie z.B. Australien dar. Hier tritt das Merkelzellkarzinom zwar wesentlich
haufiger auf, allerdings mit einem deutlich niedrigeren Anteil MCV-positiver Merkelzellkarzinome
(Garneski, Warcola et al. 2009; Schrama, Ugurel et al. 2012).
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Im Vergleich zum Wildtyp-MCV unterscheidet sich das aus Merkelzellkarzinomen isolierte MCV in
einigen charakteristischen Punkten. Wahrend das Wildtyp-MCV episomal in einer infizierten Zelle
vorliegt, findet man in Merkelzellkarzinomzellen das MCV-Genom in das Wirtszellgenom integriert.
Aulerdem besitzen Merkelzellkarzinom-MCV charakteristische Mutationen in ihrem LT-Gen, die zu
einem verfriihten Stopcodon flihren und damit zur Bildung eines verkirzten LT-Antigens (Feng, Shuda
et al. 2008). Diese verkirzten LT-Antigene besitzen keine Helikaseaktivitat, folglich kann das Virus
nicht replizieren. Bedeutende transformierende Eigenschaften der MCV-Tumorantigene, wie die pRb-
Bindungsstelle des LT-Antigens bleiben davon unbeeintrachtigt (Feng, Shuda et al. 2008; Shuda,
Feng et al. 2008; Borchert, Czech-Sioli et al. 2013). Zellen MCV-positiver Merkelzellkarzinome tragen
das virale Genom stets in das Wirtszellgenom integriert (Feng, Shuda et al. 2008). Die Integration folgt
keinem wiederkehrenden Integrationsmuster oder —ort. Wohingegen alle Zellen eines Tumors und
seiner Metastasen das MCV-Genom in monoklonaler Form tragen, was flr die Integration des
Virusgenoms vor der malignen Zellexpansion spricht (Feng, Shuda et al. 2008; Chang and Moore
2012). Die Integration eines Wildtyp-MCV wirde durch simultanen Ablauf der viralen und zellularen
Replikation zu DNA-Schaden und in der Folge zur Apoptose der Zelle fihren. Durch die ausbleibende
Replikation bleibt die Integration des mutierten MCV hingegen unentdeckt. Gleichzeitig werden so die
viralen Gene an alle Tochterzellen weitergegeben (Chang and Moore 2012).

Beim MCV handelt es sich um eine nahezu ubiquitar verbreitete, in der Regel harmlose Infektion, die
primar asymptomatisch verlauft. Die Ubertragung findet vermutlich durch hausliche Kontakte wahrend
der Kindheit statt (Chang and Moore 2012; Martel-Jantin, Pedergnana et al. 2013). Bei einem groRen
Teil der Bevolkerung lasst sich MCV-DNA in Hautabstrichen nachweisen (Wieland, Mauch et al. 2009;
Schowalter, Pastrana et al. 2010). Man nimmt an, dass das MCV im Bereich der Haut repliziert, wobei
nicht bekannt ist, welche (kutanen) Zellen das MCV zur Replikation nutzt (Pastrana, Tolstov et al.
2009; Pastrana, Wieland et al. 2012). Eine Erklarung hierfir kénnte die mogliche Abhangigkeit der
viralen Replikation von bestimmten Differenzierungsstadien der Wirtszelle sein, wie es fir die
humanen dermatotropen Onkoviren HPV (Humane Papillomaviren), Verursacher des
Zervixkarzinoms, der Fall ist (Stanley 2010; Feng, Kwun et al. 2011; Spurgeon and Lambert 2012).
Wahrend gesunde Virustrager in der Regel niedrigtitrige Antikdrper gegen Kapsidbestandteile des
MCV (anti-VP1-AK) besitzen, findet man bei Merkelzellkarzinom-Patienten neben erhéhten anti-VP1-
Antikdrpern auch Antikdrper gegen MCV-Tumorproteine. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlauf
dieser viralen Tumorprotein-Antikdrpertiter den Krankheitsverlauf widerspiegelt. Die Bestimmung
dieser Titer konnten als sogenannte Tumormarker helfen eine Tumorprogression frihzeitig zu
erkennen (Paulson, Carter et al. 2010; Arora, Chang et al. 2012).

Heute sprechen eine Reihe gewichtiger Erkenntnisse fiir die ursachliche Rolle der MCV-Infektion in
der Entstehung von Merkelzellkarzinomen. Die charakteristische Mutation des LT-Antigens und die
genomische Integration des MCV-Genoms wiesen bereits initial auf eine Verbindung hin (Feng, Shuda
et al. 2008; Shuda, Feng et al. 2008). Uberdies lasst sich die Expression der viralen Onkoproteine LT
und ST des MCV in MCV-positiven Merkelzellkarzinomen nachweisen (Busam, Jungbluth et al. 2009;
Bhatia, Goedert et al. 2010; Erovic, Al Habeeb et al. 2012). Werden diese viralen Onkoproteine
experimentell durch spezifische shRNAs herunterreguliert, flihrt dies zum Verlust der Malignitat bis hin

zur Apoptose der Merkelzellkarzinomzellen (Houben, Shuda et al. 2010). Nicht zuletzt der grof3e Anteil
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von MCV-positiven Merkelzellkarzinome macht einen kausalen Zusammenhang von MCV und
Merkelzellkarzinomen wahrscheinlich (Becker, Houben et al. 2009; Shuda, Arora et al. 2009; Andres,
Belloni et al. 2010).

Im Rahmen von in vivo-Untersuchungen konnte zuletzt in Modellen transgener Mause die Rolle des
MCV in einer moglichen viralen Kanzerogenese differenzierter untersucht werden. Spurgeon und
Kollegen wiesen durch die Expression der MCV ST- und verkirzten LT-Antigene aus
Merkelzellkarzinomen in epidermalen Zellen transgener Mause auch in vivo ein transformierendes
Potential der MCV-T-Antigene nach (Spurgeon, Cheng et al. 2015). Morphologisch wurde eine
epitheliale Hypertrophie, Hyperplasie und die Entstehung von gutartigen Hauttumoren dokumentiert.
Es konnte eine gesteigerte Expression von MCM7 (Mini-Chromosom Maintainance Protein 7) und eine
Aktivierung von Survivin in den Epithelzellen nachgewiesen werden, welches fiir die Freisetzung von
E2F durch T-Antigen-induzierte Inaktivierung von pRB spricht. Wenngleich im Rahmen der Expression
von ST und LT keine Entstehung von Merkelzellkarzinomen oder anderer maligner Tumore
beobachtet werden kann, sind sowohl die histomorphologischen als auch die molekularbiologischen
Veranderungen vergleichbar mit der Wirkung einer epithelialen Expression der Onkoproteine E6 und
E7 in einem transgenen Mausmodell des Humanen Papillomavirus 16 (HPV 16), dem Verursacher
des Zervixkarzinoms (Spurgeon, Cheng et al. 2015).

Wahrend zunachst, wie auch bei anderen Polyomaviren, dem MCV-LT-Antigen die Schlisselrolle in
einer Virus-induzierten malignen Zelltransformation zugeschrieben wurde (Spurgeon and Lambert
2012), konnten Verhaegen und Kollegen in einem weiteren transgenen Mausmodell zeigen, dass die
isolierte Expression von MCV-ST-Antigen in epithelialen Zellen zu einer in vivo-Transformation bis zur
Bildung maligner Vorstufen von Plattenepithelkarzinomen fihrt. Es wird angenommen, dass das MCV-
ST-Antigen dabei, PP2A-unabhangig, durch Bindung von FBXW7 (E-Box/ WD repeat-containig
Protein 7) den Abbau zellularer Protoonkogene hemmt, wodurch es zu einer Entkopplung des
Zellzyklus kommt. Dies lasst zum Einen annehmen, dass die Rolle von ST-Antigen fir die in vivo-
Transformation eine grofere Rolle einnimmt als zunachst angenommen. Zum Anderen aufiern die
Autoren, dass MCV mdglicherweise auch eine Rolle in der Kanzerogenese anderer Malignome
spielen konnte (Kwun, Shuda et al. 2013; Verhaegen, Mangelberger et al. 2014). Beide
Untersuchungen gehen jedoch davon aus, dass das transformierende Potential der MCV-Tumor-
Antigene alleine nicht fur eine maligne Entartung ausreichend ist (Verhaegen, Mangelberger et al.
2014; Spurgeon, Cheng et al. 2015).

2. Ergebnisse und Diskussion

Zahlreiche Studien zur Assoziation von MCV und Merkelzellkarzinomen, bestatigen den hohen Anteil
MCV-positiver Merkelzellkarzinome und bekraftigen somit einen ursachlichen Zusammenhang von
MCV und Tumorentstehung (Chang and Moore 2012). Einige Studien mit deutlich geringer Pravalenz
MCV-positiver Merkelzellkarzinome stellen diese generelle Gultigkeit jedoch in Frage (Garneski,
Warcola et al. 2009; Andres, Belloni et al. 2010; Ly, Walsh et al. 2012). Abweichungen entstehen

unter anderem durch Anwendung uneinheitlicher Methoden und Versuchsbedingungen
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(unterschiedliche PCR-Methoden unterschiedlicher Sensitivitat, uneinheitliche Materialvorraussetzun-
gen wie Frischgewebe versus Paraffin fixiertes Gewebe), weshalb die Ergebnisse der verschiedenen
Untersuchungen nur eingeschrankt zu vergleichen sind. Die Anwendung alternativer Antikérper gegen
das LT- und auch das ST-Antigen des MCV deuten auf eine weitaus hohere Pravalenz des MCV in
Merkelzellkarzinomen hin, als bisher angenommen, und damit auf die Bedeutung in der
Merkelzellkarzinom-Entstehung (Shuda, Kwun et al. 2011; Rodig, Cheng et al. 2012; DeCaprio and
Garcea 2013). Fur die Diagnose des Merkelzellkarzinoms wird, neben dem Nachweis unspezifischer
neuroendokriner Antigene, insbesondere der immunhistochemische Nachweis von CK20
herangezogen. Einige Autoren vermuten, dass innerhalb der Diagnose ,Merkelzellkarzinom*
verschiedene Tumor(sub)entitaten existieren, die sich zumindest in der An- bzw. Abwesenheit von
MCV, aber mdglicherweise auch durch die Expression zellularer Proteine wie CK20 oder auch
Onkoproteinen wie pRB unterscheiden (Bhatia, Goedert et al. 2010; Arora, Chang et al. 2012). In
einigen Studien konnte gezeigt werden, dass sich speziell MCV-positive Merkelzellkarzinome durch
eine gunstigere Krankheitsprognose auszeichnen (Sihto, Kukko et al. 2009; Bhatia, Goedert et al.
2010; Bhatia, Goedert et al. 2010), was allerdings in vergleichbaren Untersuchungen nicht bestatigt
werden konnte (Hall, Pincus et al. 2012; Schrama, Peitsch et al. 2012). Fir eine differenzierte
Therapie und Prognose der Merkelzellkarzinompatienten koénnte eine mdogliche Existenz von
Merkelzellkarzinomen unterschiedlicher Atiologie wegweisend sein (Bhatia, Goedert et al. 2010).

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die immunhistochemische Untersuchung von
Merkelzellkarzinomen aus dem norddeutschen Raum auf die Expression des MCV-LT-Antigens.

Mit den in der Arbeitsgruppe vorliegenden Ergebnissen aus nested PCR und realtime PCR des LT-
Gens des MCV wurde die MCV-Pravalenz im Patientenkollektiv bestimmt. Neben der
epidemiologischen Auswertung wurden die verschiedenen Methoden verglichen und deren

Aussagekraft evaluiert.

2.1 Etablierung der Immunhistochemie

Der erste Schritt dieser Arbeit war die Etablierung der Immunhistochemie mit dem monoklonalen
Maus anti-LT-Antikdrper CM2B4, um diese anschlieBend auf den Merkelzellkarzinomschnitten
anzuwenden. Um seltenes MCV-LT-positives Patientenmaterial zu sparen, wurde ein
zellkulturbasiertes LT-positives, histologisches Praparat erzeugt, an dem die Farbebedingungen und
das Farbeergebnis getestet und optimiert werden konnten. Daflr wurde das verkirzte MCV-LT-
Antigen einer MCV-positiven Merkelzellkarzinomzelllinie (MCCL11 (Fischer, Brandner et al. 2010)) in
293 Zellen Uberexprimiert und die erfolgreiche Transfektion und Expression des LT-Gens mittels
Western-Blot Uberprift (siehe Abbildung 6). Die 293 Zellen wurden dann mit Paraformaldehyd (PFA)
fixiert und zunachst in Agarose eingebettet. Fir die Schaffung vergleichbarer Bedingungen mit den
Tumorpraparaten wurde das Agarose-Zellpellet in Formalin fixiert und in Parafin eingebettet (siehe
Abbildung 7). Die Schnitte des Zellpraparats wurden nach der Etablierung auch als Positivkontrolle in
der Immunhistochemie eingesetzt. Abbildung 7 zeigt exemplarisch das Ergebnis der

Immunhistochemie mit CM2B4 an einem LT-positiven Zellpraparat.
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Abbildung 6: Nachweis der LT-Expression in 293 Zellen 48 Stunden nach Transfektion mit einem LT-
Expressionskonstrukt, welches fir das verkirzte, aus Tumoren stammende LT-Antigen kodiert.
Unterschiedliche Mengen an Gesamtprotein 10 ug oder 25 ug wurden pro Geltasche aufgetragen.
Das LT-Antigen wurde mit dem mAb CM2B4, welcher spezifisch MCV-LT erkennt nachgewiesen.
Daneben als Negativkontrolle 293 Zellen nach Transfektion mit einem GFP-Expressionskonstrukt.
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Abbildung 7: Etablierung der immunhistochemischen Farbung des monoklonalen anti-LT-Antikérpers
CM2B4 uber die Herstellung eines zellkulturbasierten histologischen LT-positiven Praparats. 1)
Transfektion der 293 Zellen mit einem Plasmid pLT-MCV, welches die verklrzte LT-Antigen- Sequenz
von MCV tragt. 2) Ernten der Zellen, Fixierung in 5% Paraformaldehyd (PFA) und Einbettung in
Agarose. 3) Formalin-Fixierung und Einbettung des Agarose-Zellpellet in Paraffin. 4) Herstellung von
Ultradiinnschnitten am Mikrotom. 5) Immunhistochemische Farbung mit mAb CM2B4. 6) Die
Expression von LT fuhrt zur Bindung von CM2B4 und zur immunchemischen Farbereaktion mittels

Diaminobenzidin (DAB). Das Farbeergebnis zeigt neben LT-positiven Zellen (braun) auch LT-negative
Zellen im Praparat.
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2.2 Patientendaten

Patient Préparat  Tumormaterial Lokalisation MCV-DNA PCR IHC % LT pos. IHC
Alter Sex # qualitativ.  quantitativ MCV-LT Zellen CK20
83 w 1 Primarius u. - - - - (+)
87 M 2 Primarius Wange + 4,8 - - +
3 Metastase u. + 152 ++ 55,4 -
88 w 4 u. Wange + 3,7 +++ 449 +
69 w 5 Primarius Stirn - 0,85 + 61,2 +
66 M 6 Primarius Ellbogen + 0,14 ++ 35,3 +
94 w 7 u. Wange + 0,75 ++ 33,1 +
65 w 8 Primarius u. - - - - +
55 M 9 Primarius Knie - - - - -
70 w 10 Primarius Oberschenkel + 0,04 ++ n.u. +
73 w 11 Primarius Oberarm + 0,04 + 40,2 +
69 W 12 Primarius Unterschenkel + 0,08 + n.u. +
13 Lymphknoten Leiste + n.u. + n.u. +
68 M 14 Primarius Ricken - - - - +
15 Lymphknoten Flanke - - - - +
79 w 16 Primarius Oberschenkel + 0,03 n.u. n.u. +
79 w 17 Primarius Unterschenkel + 0,06 + 30,4 +
81 M 18 Metastase Wange - - - - +
77 M 19 Primarius Oberarm + 0,4 - - +
81 M 20 Primarius Unterarm + 0,09 - - +
78 M 21 Metastase Thorax - - - - (+)
69 w 22 Primarius u. + - - - +
75 M 23 Metastase u. + 0,15 + 7,7 (+)
24 Primarius u. + 0,24 ++ 39,2 +
82 M 25 Lymphknoten u. + n.u. + 48,9 +
26 Lymphkonten u. + n.u. + 29,2 +
90 M 27 Primarius Ohr - - - - +
70 M 28 Metastase Leiste - - - - +
85 M 29 Metastase u. + 0,55 ++ 53,9 +
80 M 30 Metastase u. - - - n.u. +
87 w 31 Metastase u. - - - n.u. +
40 w 32 Metastase u. + 1,2 ++ 40,5 +

Tabelle 1: Ergebnisse der PCR und immunhistochemischen Untersuchungen der Merkelzelltumor-
Praparate von 27 Merkelzellkarzinom-Patienten aus dem norddeutschen Raum. m mannlich, w
weiblich, u. unbekannt, n.u. nicht untersucht. + positiv, (+) teilweise positiv, - negativ. Eingerahmt sind
die jeweils von einem Patienten stammenden Tumorpraparate. Siehe auch Tabelle in (Leitz, Stieler et
al. 2013).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 32 Praparate von 27 Merkelzellkarzinom-Patienten aus
dem norddeutschen Raum auf das Vorliegen von MCV-DNA und die Expression des LT-Antigens
untersucht (siehe Tabelle 1) (Leitz, Stieler et al. 2013). Von 4 Patienten lag, neben dem Primartumor,
zusatzliches Tumormaterial in Form von (Lymphknoten-) Metastasen vor (in Tabelle 1 eingerahmt).

Das Patientenkollektiv weist charakteristische Merkmale der Merkelzellkarzinom-Erkrankung auf;
darunter ein hohes mittleres Erkrankungsalter von 75,5 Jahren, neben vereinzelten auch jlingeren
Merkelzellkarzinompatienten (2 Patienten <60 Jahren, 7%). Die Geschlechterverteilung zeigt wie in
der Literatur beschieben eine leicht erhéhte Pravalenz des mannlichen Geschlechts (Kwun, Shuda et
al. 2013). Eine deutliche Lokalisationshaufung sonnenexponierter Arealen kann in dieser relativ
kleinen MCC-Kohorte, im Gegensatz zur allgemeinen Merkelzellkarzinom-Charakteristika jedoch nicht

gefunden werden (Chang and Moore 2012).

2.3 Pravalenz

Das Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung der MCV-Préavalenz in Merkelzellkarzinomen und der
Vergleich der unterschiedlichen Untersuchungsmethoden (PCR und IHC). Angewandt wurden
qualitative bzw. quantitative PCR-Techniken zum Nachweis von LT-Gensequenzen nach einem
etablierten Protokoll (quantitative nested PCR mit 2 Primerpaaren im LT-Gen von MCV; Nukleotid
571-879 bzw. 1711-1889) (Feng, Shuda et al. 2008; Leitz, Stieler et al. 2013). AuRerdem erfolgte der
Nachweis einer LT-Expression Uber die immunhistochemische Farbung mit dem monoklonalen anti-
LT-Antikérper CM2B4. Die Ergebnisse von quantitativer und qualitativer PCR stimmten mit 59,4 %
bzw. 55,2 % MCV-positiver Tumorpraparate relativ gut Uberein. Immunhistochemisch wiesen dagegen
nur 41,9 % der MCC-Praparate eine LT-Expression auf. Dabei waren in der Mehrzahl der Tumoren
weniger als 50% der Tumorzellen LT-positiv. Kein Tumor enthielt ausschlief3lich LT-positive
Tumorzellen.

Vergleichbare PCR-Untersuchungen zum Nachweis von MCV-DNA in Merkelzellkarzinomen zeigten
eine weite Spanne von 40 bis 100 % MCV-positiver Merkelzellkarzinome (Feng, Shuda et al. 2008;
Kassem, Schopflin et al. 2008; Becker, Houben et al. 2009; Duncavage, Zehnbauer et al. 2009;
Garneski, Warcola et al. 2009; Loyo, Guerrero-Preston et al. 2009; Sastre-Garau, Peter et al. 2009;
Shuda, Arora et al. 2009; Sihto, Kukko et al. 2009; Touze, Gaitan et al. 2009; Varga, Kiss et al. 2009;
Wetzels, Hoefnagel et al. 2009; Bhatia, Goedert et al. 2010; Houben, Schrama et al. 2010; Andres,
Belloni et al. 2011). Die verschiedenen Studien weisen allerdings deutliche Unterschiede in
methodischen Bedingungen auf, wodurch die Vergleichbarkeit der verschiedenen Ergebnisse nur
bedingt sinnvoll ist. Problematisch ist beim PCR-Nachweis des MCVs, neben der Untersuchung von
FFPE-Gewebe (Formalin-fixiert und Parafin-eingebettet, wie in der vorliegenden Arbeit), insbesondere
die Anwendung von singularen bzw. wenigen Primersets. Sodass Mutationen im Bereich der Primer-
Bindungsstelle leicht zu falsch negativen Ergebnisse fihren kénnen (Shuda, Feng et al. 2008; Rodig,

Cheng et al. 2012). Rodig und Kollegen konnten dieses Risiko durch die simultane Anwendung von
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finf verschiedenen Primersets reduzieren und somit die Sensitivitdt des MCV-Nachweises durch PCR
erhohen (Rodig, Cheng et al. 2012).

Andere immunhistochemische Untersuchungen von Merkelzellkarzinomen mit CM2B4 fanden
durchweg einen grolkeren Anteil LT-positiver Tumoren mit 63-97% im Vergleich zu 41,9 % LT-
exprimierender MCC in der vorliegenden Untersuchung. Eine deutlich geringere Pravalenz (von 18,1%
LT-positiver Merkelzellkarzinome) ergab lediglich eine australische Studie, welche durch einen lokal
starkeren Einfluss der UV-Exposition auf die Merkelzellkarzinom-Entstehung erklart wird (Busam,
Jungbluth et al. 2009; Paik, Hall et al. 2011; Shuda, Kwun et al. 2011; Erovic, Al Habeeb et al. 2012;
Ly, Walsh et al. 2012). Die Heterogenitat in der Zusammensetzung der Tumore aus LT-positiven und
LT-negativen Zellen ist ein bekanntes Charakteristikum von Merkelzellkarzinomen und auch anderer
Virus-induzierter Tumore (Martin and Gutkind 2008; Busam, Jungbluth et al. 2009; Bhatia, Goedert et
al. 2010; Erovic, Al Habeeb et al. 2012).

Méogliche Ursachen fir den geringen Anteil LT-positiver Merkelzellkarzinome in der vorliegenden
Studienpopulation kdnnen, neben einer moglichen Ungenauigkeit auf Grund des kleinen
Patientenkollektivs, in einer fehlende Sensitivitat des LT-Antikdrpers CM2B4 liegen (Rodig, Cheng et
al. 2012). Untersuchungen mit einem neuen, bislang nicht-kommerziellen, monoklonalen anti-LT-
Antikorper Ab3 lieferten einen weitaus héheren Anteil LT-positiver Merkelzellkarzinome als bislang
berichtet. Ab3 besitzt eine hdhere Sensitivitat fir die Erkennung des MCV-LT-Antigens als CM2B4,
daneben wird auch eine héhere Spezifitdt von Ab3 beschrieben (Rodig, Cheng et al. 2012).
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Abbildung 8: Epitope der monoklonalen Antikérper CM2B4 (grin), Ab3 (pink) und CMSE1 (orange)
gegen Bestandteile von LT (dunkelblau) bzw. ST (hellblau) von MCV. Die Antikérper CM2B4 und Ab3
gegen das LT-Ag binden in einem &hnlichen N-terminalen Bereich des 2. Exons von LT. Der
Antikérper CM5E1 gegen das ST-Ag bindet in einem Bereich der von LT ein Intron darstellt. Die
numerische Orientierung entspricht der Nummer der Nukleotid im MCV-Genom. Abbildung erstellt
nach (Feng, Shuda et al. 2008; Shuda, Kwun et al. 2011; Rodig, Cheng et al. 2012).

Neben dem Nachweis der LT-Expression in Merkelzellkarzinomen kénnte auch die Expression des
ST-Antigens mit Hilfe des, ebenfalls nicht kommerziell erhéltlichen, anti-ST-Antikdrpers CM5E1
genutzt werden um eine verlasslichere Aussagekraft von Virusproteinexpression und MCV-Pravalenz
in Merkelzellkarzinomen zu erhalten. Im direkten Vergleich von immunhistochemischen Farbungen mit

CM2B4 und CM5E1 waren mehr Merkelzellkarzinome ST-positiv als fur LT, wenn auch mit geringerer
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Intensitat (Shuda, Kwun et al. 2011). Zuverlassige Kenntnisse Uber den tatsachlichen Anteil MCV-
positiver Merkelzellkarzinome sind fiir das Verstandnis zum Einfluss des MCV in der Kanzerogenes
des Merkelzellkarzinoms bedeutend.

2.4 Fallanalysen

Von 4 Patienten lagen neben dem primaren Merkelzellkarzinom auch entfernte Metastasen bzw.
Lymphknoten vor. In der Untersuchung des Tumormaterials zweier Patienten finden sich konstante
Ergebnisse bezuglich MCV-DNA und LT-Ag Expressions-Nachweis in Tumor und Metastase. Praparat
#12 bzw. 13 entsprechen dem primaren Merkelzellkarzinom und einer Lymphknotenmetastase einer
69-jahrigen Patientin. Primartumor und Lymphknotenmetastase sind in der PCR positiv fir MCV-DNA.
Beide zeigen LT- bzw. CK20-Expression. Der zweite Fall ist das Merkelzellkarzinom und die
Lymphknotenmetastase eines 68-jahrigen mannlichen Patienten (Praparat #14 bzw. 15). Beide
Praparate sind negativ fir MCV in der PCR und zeigen keine LT-Expression in der
Immunhistochemie, sind jedoch beide fiir CK20 positiv. In diesen Fallen sind sowohl CK20- bzw. LT-
Expressionsmuster, als auch Virusnachweis in Tumor und dessen Metastasen erwartungsgemaf
identisch. Die Tumorpraparate zweier weiterer Patienten (A: Praparate #2 und 3 eines 87-jahrigen
mannlichen Patienten sowie B: Praparate #24, 25 und 26 eines 82-jahrigen mannlichen Patienten)
zeigen hingegen unerwartet inkonstante Untersuchungsergebnisse und werden auf Grund dieser

besonderen Konstellationen hier detaillierter besprochen.

2.4.1 Variierendes Antigenprofil von Merkelzellkarzinom und Metastase

Primarius | Metastase

Qualitative PCR + +
Quantitative PCR + +
Viruskopien/ Zelle 4.8 152

IHC LT-Ag Expression +
Anteil LT-Ag positiver Zellen ) 55,4%

IHC CK20 Expression + -

Tabelle 2: PCR und immunhistochemische Untersuchungsergebnisse von Merkelzellkarzinom
(Praparat #2) und Metastase (Praparat #3) eines 87-jdhrigen Mannes. Die Metastase wurde an der

Wange entfernt, die Lokalisation des Primarius ist nicht bekannt.
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Praparat #2 und 3 stammen von einem 87-jahrigen mannlichen Patienten und entsprechen dem
Merkelzellkarzinom und einer Metastase der Wange. Primarius und Metastase sind positive fir MCV-
Sequenzen in der PCR-Analyse, unterscheiden sich aber deutlich in der Hohe der Viruslast von 4,8
Kopien/ Zelle im Primartumor und 152 Kopien/Zelle in der Metastase.

Waéhrend die Immunhistochemie mit dem monoklonalen anti-LT-Antikérper CM2B4 in der Metastase
eine LT-Expression nachweisen konnte (mit 55,4 % LT-positiven Tumorzellen), war der Primartumor
LT-negativ.

Eine mogliche Erklarung fir ein abweichendes Antigenprofil von Tumor und Metastasen kann im
heterogenen Zellbild der Merkelzellkarzinome mit sowohl LT-positiven und LT-negativen Zellen liegen
(Busam, Jungbluth et al. 2009; Erovic, Al Habeeb et al. 2012). Vorstellbar ist eine isolierte
metastatische Expansion eines positiven bzw. negativen Zellklons mit einem konsekutiv identischen
oder abweichenden Expressionsmusters der Tumorabsiedelung. Allerdings ware der umgekehrte Fall
mit einem (teilweise) LT-positiven Primartumor und einer davon abweichenden positiveren oder
negativeren Metastase wahrscheinlicher.

Auf Grund des positiven PCR-Nachweises von MCV-Sequenzen ware ein zweites Erklarungsmodell,
die Veranderung der Proteinexpression durch Silencen/ Abschalten eines vorhandenen viralen Gens
auf Grund erworbener Unabhangigkeit vom viralen onkogenen Stimulus. Auch fir diese Hypothese
ware aber der umgekehrte Fall mit einem LT-exprimierenden Primartumor und der Expansion eines
von LT-unabhangig gewordenen Zellklons wahrscheinlicher.

Eine dritte Hypothese wird durch die ebenfalls inkonstante CK20-Expression der beiden Praparate
gestutzt. Wahrend der Primartumor LT-negativ und CK20-positiv ist, zeigt die Metastase eine
Expression von LT, nicht aber von CK20. Ein Verlust der Merkelzellkarzinom-charakteristischen CK20-
Expression im Verlauf der Tumorprogression und Metastasierung lasst einen nicht-monoklonalen
Ursprung der Tumorpraparate #2 und #3 vermuten. Eine vergleichbare Konstellation einer
multiklonalen Entstehung multizentrischer Tumorabsiedelungen in einem Patienten ist fir das HHV-8
(Humanes Herpesvirus 8) induzierte Kaposisarkom bei immunsupprimierten HIV-Patienten
beschrieben (Duprez, Lacoste et al. 2007). Auch fur das Merkelzellkarzinom wurde ein derartiger Fall
von Schrama und Kollegen dokumentiert (Schrama, Thiemann et al. 2010). Die simultane aber
unabhangige Entstehung von mehr als einem Merkelzellkarzinom in einem Patienten ist zwar
unwahrscheinlich aber unter chronischer Immunsuppression denkbar.

Zur Untersuchung der Kionalitdt der beiden Tumormanifestationen kann eine genetische
Sequenzierung beider Praparate hilfreich sein. Handelt es sich um zwei unabhéangige

Merkelzellkarzinomentitaten konnen diese somit differenziert werden.
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2.4.2 LT-Expression in Merkelzellkarzinom und Lymphknoten

Primarius | Lymphknoten 1 | Lymphknoten 2
PCR MCV-DNA + + +
IHC LT-Ag Expression + + +
Anteil LT-Ag positiver Zellen | 39,2% 48,9% 29,2%
IHC CK20 Expression + + +

Tabelle 3: Untersuchung eines Merkelzellkarzinoms (Praparat #24) und 2 entfernter Lymphknoten
(Praparate #25 und 26) eines 82-jahrigen mannlichen Patienten auf MCV-DNA und die Expression
von MCV-LT-Ag und CK20.

Die Praparate #24, #25 und #26 stammen von einem 82-jahrigen mannlichen Patienten. Praparat #24
entspricht dem primaren Merkelzellkarzinom, #25 und #26 entsprechen entfernten Lymphknoten. Alle
3 Praparate sind MCV-positiv in der qualitativen PCR. Quantitative PCR-Daten liegen nur fir den
Primarius vor und messen 0,24 Viruskopien/ Zelle. Die Anzahl der LT-exprimierenden Zellen in den 3
Praparaten unterscheiden sich mit 39,2% LT-positiver Tumorzellen im Primarius und 48,9 bzw. 29,2%
positiver Tumorzellen in den beiden Lymphknoten. Erklarungsmodelle sind zum Einen eine
unspezifische Farbung von Lymphozyten durch den Antikérper CM2B4, die auf Grund der
Ahnlichkeiten des mikroskopischen Zellbildes von Merkelzellkarzinomzellen und Lymphozyten (beide
klein, rund und blau) nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann (Rodig, Cheng et al. 2012). Zum
Anderen ist die Migration von Tumorzellklonne mit divergierender LT-Expression in die Lymphknoten
vorstellbar, sodass dort eine abweichende Zusammensetzung der Tumorzellmasse zum Primarius
gefunden werden kann. Alternativ kann auch hier die Hypothese des sekundaren Abschaltens der
Transkription friher viraler Gene durch epigenetische Mechanismen diskutiert werden (DeCaprio and
Garcea 2013). Insgesamt sollte die Analyse der LT-positiven Tumorzellanteile wiederholt und die
Ergebnisse validiert werden. Eine eventuelle unspezifische Farbung kann aber auch hierdurch nicht
ausgeschlossen werden. Eine erneute immunhistochemische Untersuchung mit sensitiveren bzw.
spezifischeren monoklonalen Antikorpern gegen MCV-Tumorprotein wie den anti-ST-AK CM5E1 und
anti-LT-AK Ab3 ware eine gute Moglichkeit diese Ergebnisse zu Uberprifen (Shuda, Kwun et al. 2011;
Rodig, Cheng et al. 2012). Jedoch sind beide Antikorper bislang nicht kommerziell erhaltlich.
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3. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des LT-Antigens mit dem qualitativen bzw.
quantitativen MCV-DNA-Nachweis in Merkelzellkarzinomen verglichen. Wahrend es sich bei den 27
Merkelzellkarzinompatienten um ein weitgehend charakteristisches Patientenkollektiv handelte,
zeigten sich mehrere Besonderheiten:
1.) Abweichung der MCV-Pravalenz in PCR und Immunhistochemie
2.) Vergleichsweise geringer Anteil an MCV-positiven Merkelzellkarzinome fir die geografische
Lage des norddeutschen Raumes
3.) Nur in einer Minderheit der Tumorzellen aus MCV-positiven Merkelzellkarzinomen kommt es
zu einer LT-Expression

4.) Inkonstante Expression von LT in Tumor und Metastasen bzw. Lymphknoten.

Mégliche Erklarungen kénnen in der mutmallich mangelnden Sensitivitat der herkémmlichen MCV-
PCR und der CM2B4-IHC gefunden werden (Rodig, Cheng et al. 2012). Eine Hypothese die durch
Anwendung neuer sensitiverer und spezifischerer Methoden, wie PCR mit multiplen Primersets und
IHC mit LT-AK Ab3 oder dem ST-AK CMSE1 validiert werden kann.

Die Untersuchung von Merkelzellkarzinomen und deren Metastasen beziglich der Evolution der
viralen Genexpression im Laufe der Krankheitsprogression stellt ein interessantes Objekt zukunftiger

Untersuchungen dar.
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