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1. Bevezetés, célkitiizések

A vadon ¢I6 allatok betegségeinek, korokozodinak, illetve parazitdinak elterjedését és a szabadon €16
gazdapopulaciokra gyakorolt valds hatdsat a legtobb esetben igen nehéz pontosan felmérni. Ez
fokozottan érvényes az olyan megbetegedésekre, amelyek nem okoznak tomeges elhullasokat, mint
példaul a legtobb daganatképzddéssel jard korkép. Itt érdemes még megemliteni a vadbetegségek
azon sajatossagat, hogy a mintagytlijtési és modszertani problémakkal nehezitett, sikeres oktani
vizsgalatok utani jarvanytani vizsgalatokat ismét ugyanezek a problémak hatvanyozottan
hatraltatjak.

A megfeleld szaml és mindségli minta begyljtésének gyakorlati nehézségeit jo esetben még
megeldzi a mintaszdm meghatarozashoz sziikséges populacionagysag becslés, ami igen gyakran
egyaltalan nem egyszeri feladat. A ritka, illetve fajspecifikus korokozok és parazitdk esetében
ritkan allnak rendelkezésre megfeleld diagnosztikai (elsésorban szeroldgiai) modszerek a
jarvanytani vizsgalatokhoz, de még a gyakoribb (szélesebb gazdaspektrumil, haziallatokban is
jelentds) koérokozok és parazitdk vizsgalatara kifejlesztett és kozforgalomban levd tesztek sem
alkalmazhatok validalas hianyaban, illetve fajspecifikussaguk miatt. A molekuldris genetikai
eszkoztar univerzalis alkalmazhatdsaga és a relevans genetikai adatok tilnyomo részének internetes
hozzaférhetésége viszont igen hatékony segitséget jelent a fenti feladatok legalabb részbeni
megoldasaban.

A vadon ¢16 allatokban nagyobb gyakorisdggal eldforduld daganatos elvaltozasok tilnyomo
hanyadarol bebizonyosodott, hogy oktanukban komoly szerepet jatszanak a virusfertézések. Ezek a
megbetegedések leginkabb fajspecifikusak és gyakran endémiasak, azaz egy-egy foldrajzilag is
behatarolhaté populaciora jellemzoek. A legismertebb ilyen korképek a szarvasfélék
papillomavirusok okozta bdrdaganatai (Sundberg és mtsai, 2001), a tengeri teknds fajok
herpeszvirus fert6zéshez tarsult fibropapillomatozisa (Lackovich és mtsai, 1999), az erdei
mormotak hepatitis virus (woodchuck HV, WHV) okozta hepatocellularis carcinoméja (Tyler és

mtsai, 1981), a gyapotfarka nyul Shope fibroma virus (himldvirus) okozta fibromaja (Robinson ¢és



Kerr, 2001), stb.. A halmozédd tendencidt mutatdé daganatos megbetegedések esetében
természetesen az ember okozta kornyezetszennyezés, radioaktiv sugarzas, stb. oktani szerepét is
mérlegelni kell. Az esetek nagy részében viszont ezek nem nevezhetdk kozvetlen koroknak, am az
egyéb oOkologiai, jarvanytani és kornyezeti stresszorral egyiitt, hajlamositd tényezoként mar
jelent6sebbek lehetnek.

A magyarorszagi 6zallomanyok egy részében rendszeresen eléforduld, halmozod6 daganatos
jellegl borelvaltozasokat lehet megfigyelni. Kocsner (1996) és sajat korabbi vizsgalataink szerint a
kérdéses elvaltozas, a tobbi szarvasféle boérdaganatos kérképéhez hasonldan, a bor hamrétegébdl
kiindulé joindulata, kotdészovet-szaporodassal jard, virusos eredeti fibroma illetve fibropapilloma.

A vadgazdalkodoék a megbetegedéssel jard szemetiind borelvaltozasokat igen taszitonak
talaljak (nem ritka a férfiokdlnyi daganat sem) és idonként a kozvéleményt is foglalkoztatja a
probléma. A betegség oktanat illetden ilyenkor laikusok és egyes szakemberek korében is elotérbe
keriilnek a talalgatdsok, amelyek els6sorban a kornyezetszennyezés, igy példaul egyes
hulladékégetok hatdsanak, vagy a csernobili balesetbdl szarmazod sugarfertézés (Takacs és Nagy-
Bozsoky, 1998) kdvetkezményének vélik a kort. Ezzel ellentétben, szakmailag minden érv a virusos
eredet mellett szo6lt. A papillomavirusokra altalaban jellemz6 fajspecifikussagbol és az elvaltozasok
jellegébdl kiindulva feltételeztiik, hogy az Ozek megbetegedésének korokozdjat a Delta-
papillomavirus genusban, a tobbi szarvas faj fibropapillomatozist okozd virusdnak kozvetlen
rokonsagéban kell keresni.
folyamatnak tartottak (Bernard, 1994; Rector és mtsai, 2007), igy virusaik genetikai vizsgélata a
szarvasfélékkel kapcsolatos, részben a mai napig nyitott, filogenetikai és evolucios kérdések
megvalaszolasahoz (Pitra és mtsai, 2004) is fontos adatokat szolgaltathat. Ismert, hogy a human
papillomavirusok bizonyos csoportjai rosszindulatu daganatok kialakulasaban is szerepet jatszanak
(zur Hausen, 2002), igy a Papillomaviridae csalad tobbi tagjanak megismerése (génallomany,

génszerkezet €s pathogenitas) 0sszehasonlitd kutatdsok alapjaul is szolgél, melyek célja az emberi



megbetegedések pathomechanizmusénak feltdrasa és a védekezés ill. gyogyitas lehetdségeinek
felkutatdsa. Hosszu idon keresztiil, az egyik legfontosabb ilyen modell egy delta-papillomavirus, a
szarvasmarhak papillomavirusa (BPV1) volt (Campo, 2002).

A szarvasfélék borpapillomatodzisanak jarvanytanarél nagyrészt csupan feltételezéseink
vannak. Feltehetéen vérszivd rovarok ¢és a bdér hamrétegének mechanikai sériilései jatszanak
szerepet a korokozo terjesztésében (Sundberg és Nielsen, 1981). A betegség, illetve az elvaltozasok
valdszinileg Onkorlatozé jellegliek, azaz az elvaltozasok a kialakuldé immunitds hatasara
gyogyulnak. Ezt a természetes folyamatot viszont kiilsé tényezok, mint pl. a ndvekvd stressz,
vektor- és gazdapopulacid slriiség, stb. negativan befolydsolhatjak és az esetek halmozott
el6fordulasahoz vezethetnek. Emiatt ez a betegség, indikatorként, az 6zallomanyok illetve
¢lohelyeik egyes komponenseinek mindségét, allapotat is jellemezheti.

Az 6z (valamint a gimszarvas) fibropapillomatézis atfogo6 jellemzéséhez, a fentiekben vazolt

kérdéskorok tisztazasara, a kovetkezd kutatasi célkitlizéseket fogalmaztam meg:

Az 6z papillomavirus:

- leirasa, teljes genomjanak meghatarozasa

- a genom filogenetikai elemzése

- kiilonbo6z6 eléfordulasi helyekrdl szarmazo izolatumok 6sszehasonlitdsa
- elterjedtségének felmérése Magyarorszagon

- kortananak ¢és jelentdségének vizsgalata

- elterjedését befolyasolo tényezok elemzése

Valamint 6sszehasonlito céllal:

- a gimszarvas fibropapillomas elvaltozasanak és oktananak jellemzése



A kutatasi téma valamennyi elemét, a kérdésfeltevésektol a modszertanig, sajat koncepciom
alapjan allitottam Ossze és a vizsgalatok tilnyomo tobbségét is onalléan végeztem, de azokhoz
nélkiilozhetetlen gyakorlati és konzulticios segitséget nyujtottak késdbbi szerzotarsaim. Emiatt

dolgozatom tovabbi részeit tobbes szdm elsdé személyben irom.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A papillomavirusok

2.1.1. A papillomavirusok virolégiai jellemzése

A papillomavirusok gazdaspecifikus, epitheliotrop, nem-burkos, ikozahedralis virion-szerkezettel
rendelkezd, 50-55 nm atmérdji virusok, amelyeknek 7,4-8,6 kb hosszsagu, dupla szala DNS
genomjuk van. A papillomavirusok széles gazdaspektrummal rendelkeznek a gerinces allatok
korében, ¢és daganatképzddéssel-jardé hamelvaltozasokat okoznak szdmos emlds- €és néhany
madarfajban (Sundberg és mtsai, 2001), valamint hiillokben (Herbst és mitsai, 2009). A
papillomavirusok és az altaluk okozott daganatok kiilonosen kérédzékben ¢€s emberekben
gyakoriak.

Az orvosi kutatasok a humén papillomavirusokra 6sszpontositanak és részben nyilvan ennek
kovetkezménye az, hogy mai ismereteink szerint az ember papillomavirusai a legszdmosabbak ¢és
bioldgiai tulajdonsagaikat tekintve is a legvaltozatosabbak. A kovetkezd, nagyszamu ismert
papillomavirust hordoz6 gazdafaj csoport a kérédzok. Jelenleg harom elfogadott kérddzo-specifikus
papillomavirus genust (Deltapapillomavirus, Epsilonpapillomavirus, Xipapillomavirus) kiillonitiink
el (de Villiers és mtsai, 2004), de a BPV-7 (Ogawa és mtsai, 2007) szintén 0nall6 genusba
sorolhatd, ahogyan a nyalkahartya papillomat okozé pudu, sorényes szarvas és kameruni
torpekecske papillomavirus alkotta kiilonallo csoport is (Gottschling és mtsai, 2008). A
Deltapapillomavirus genus Oleli at a legszélesebb gazdaspektrumot, mivel az ide sorolt virusok
juhban, szarvasmarhaban és szarvas-fajokban is okoznak bérdaganatokat (Bernard és Chan, 1997,
Sundberg és Lancaster, 1988).

A papillomavirusok teljes egészében a gazdasejt replikaciés mechanizmusat hasznositjak, igy
valamennyi fehérjéjiik, valamint genomjuk egyes szakaszai ennek manipulalasara szelektalodott.
Emiatt is jellemz0 erre a viruscsoportra az igen alacsony valtozékonysag és mutacios rata (Rector és
mtsai, 2007). A papillomavirusok kialakulasanak evolicids mechanizmusai a gazdafajhoz kotott

evolucié (koevolucio), a rekombinacié (pl. alfa-papillomavirusok esetében (Varsani és mtsai,
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2006)), a gazdavaltds és a diverzifikaciét nagyban elémozdité adaptiv speciacid (,,adaptive

radiation”).

2.1.2. A papillomavirusok taxonémiaja

Nehezen tanulméanyozhatd bioldgiai tulajdonsagaik miatt, azaz a virusizolalas, illetve az in vitro
virus-izolalas megoldatlansdga miatt, a papillomavirus csoport volt az egyik legelsd, amely
taxomomiai jellemzése kezdetektdl genomialis DNS-iikk tanulmanyozasan, majd nukleotid
szekvenciaik meghatdrozasan és elemzésén alapult. A papillomavirus izolatumok hagyomanyos
elnevezése a ,,tipus” (,,type™) volt, majd a rendszerezd kritériumok kialakulasaval definidltadk a tobbi
rendszertani egységet is, amelyek koziil legmagasabb szinten a Papillomaviridae csalad, majd a
gorog betiikkel jelolt nemzetségek (pl. Deltapapillomavirus genus) és az egyes virusfajok (pl. Deer
papillomavirus; DPV), illetve tipusok, altipusok és variansok talalhatok. Az 1998-ig érvényes virus
taxonémidban még egységes Papovaviridae csaladba soroltdk a polyoma és a papilloma virusokat
is, de e besorolés tarthatatlannd valt a két viruscsoport genom nagysaganak és szervezddésének
megismerése utan.

Az International Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) meghatarozta az egyes
taxonomiai kategoridkba valo besorolés feltételeit, amelyhez némileg leegyszeriisitve, elsésorban az
L1 (nagy kapszid fehérje) ORF (open reading frame) szekvenciak nukleotid-azonossaganak szintjét
vették alapul. Azonos genusba azok a virusok sorolhatdk, amelyek a tobbi genus tagjaival valo
Osszehasonlitds soran 60%-nal kisebb L1 ORF, a teljes genom szintjén pedig 23-43% kozotti
szekvencia azonossagot mutatnak. Onallé papillomavirus fajként, azaz az azonos genusba tartozo
virusoktol elkiiloniilének definidlhatok a 70% alatti L1 ORF nukleotid azonossagot mutatod
virustorzsek, mig efolott egymassal rokon tipusokrol beszélhetiink (deVilliers, 2004). Az uj
gazdafajokbol izolalt papillomavirus torzsek illetve fajok azonositdsdra a gazdafaj tudoményos
(latin) nevét (rovidités esetén kezddbetiiit és a ,,PV” végzddést) és a papillomavirus elnevezést
alkalmazzuk, tobb elkiiloniil6 izolatum esetén szammal kiegészitve [pl. Uncia uncia papillomavirus

1 (UuPV1)].
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A jelenleg hivatalos besoroldsi rendszernél kevésbé mechanisztikus a tobb, hasonld
evoluciés rataval rendelkez6, ORF szekvenciara ¢épiild, statisztikai moddszerekkel kiegészitett
filogenetikai vizsgalatokra alapozott javasolt virustaxonémia (Bravo és Alonso, 2007; Gottschling
¢s mtsai, 2007), amely egyben alkalmas a papillomavirusokra haté evolicids mechanizmusok
feltarasara, és az egyes taxonok funkcionalis jellemzoéinek (pl. elszarusodd vagy nem-elszarusodd

ham preferencia) behatarolasara is.

2.1.3. Papillomavirusok okozta megbetegedések

A papillomavirusok a nyalkahartydkon és a bdron, hdmrétegbdl kiinduld, koriilirt daganatokat
okoznak. A fertdzés kialakulasahoz a virusnak a hamba, lehet6ség szerint a stratum basale-ba kell
bejutnia ahhoz, hogy daganatos transzformacid alakuljon ki. A valtozé mennyiségli kdtdszovetes
komponens alapjan ezek a daganatok papillomak, fibropapillomak illetve fibromak (fibroma molle
¢s durum) lehetnek. Jellemzéen a papillomavirusok jéindulatd daganatokat indukalnak, de ez aldl
kivételt képeznek az emberi méhnyak-rdkot okozoé alfa-papillomavirusok. A fibromakat ¢és
fibropapillomakat okoz6 papillomavirusok kozvetleniil a boron keresztiil bejutva fertézik meg a
fogékony gazdadllatot, ahogyan azt kisérleti fertézésekkel is bizonyitottak (Shope, 1955; Shope ¢és
mtsai, 1958; Sundberg és mtsai, 1985a). A virus a ham felsé rétegein atjutva, a stratum basale
(Sundberg és Nielsen, 1981). Ily moddon, a fertdzés kdvetkeztében a testfeliilet barmely részén
kifejlddhetnek a jol elkiiloniild bérdaganatok. A fehérfarki szarvas fibromak epidermisében
gyakran alakul ki accanthosis, hyper- és parakeratosis, mig az irharétegben a daganat 6 tomegét
alkotd polygonalis fibroblastok nagy mennyiségii kollagént termelnek (Sundberg és Nielsen, 1981;
Sundberg és mtsai, 1985b). A fibromak joindulatti daganatok, amelyek ritkan képeznek attétet, és

crer

Nielsen, 1981).

13



Eddigi ismereteink szerint az 6zek fibropapillomatozisa minden fontos kértani jellemzdjében
megfelel a fent leirtaknak. A tObbszords, valtozatos nagysagl, joéindulati bdrdaganatok
tulnyomorészt a végtagokon és a fejen fordulnak eld. A daganatok tomott tapintatiiak és szalonnas
fényli kotdszovetbol allnak, amit kollagén rost matrixba agyazott fibroblastok és fibrocytak

alkotnak (Kocsner, 1996).

2.1.4. A papillomavirus fertézések jarvanytana

A papillomavirusok tobbnyire kozvetlen érintkezéssel terjednek, igy a szocidlis illetve a nemi
kontaktus egyardnt alapvetd fontossdghi a boron, valamint az emészté- vagy ivarszervek
nyalkahartyain €16 papillomavirusok jarvanytanaban. A viszonylag szoros kontaktus sziikségessége
nagyban meghatarozza a papillomavirusok jarvanytani jellemzéit. Mindez jol Osszegezddik a
fertdzések endémids jellegében ¢és az egyes jol definidlhatd gazda-populacidkban eléforduld
virustorzsek jellegzetes 6sszetételében (Ho és mtsai, 1993).

A szarvasfélék bor fibropapillomatdzisanak jarvanytanaban a vérszivo rovarok vektor szerepe
(Sundberg és Nielsen, 1981) is felmeriil, és potencidlisan a bér hamrétegének mechanikus sériilései
is fokozottan hajlamositanak a fertdzés kialakuldsdra. A fert6zott gazdaszervezet a
papillomavirusok ellen egyrészt cellularis immunvalaszt alakit ki, amely els6sorban a dagantok
regresszidjaban jatszik szerepet, masrészt a fertézés soran létrejové humoralis immunvélasz
megakadalyozza az ismételt fertézéseket (Nicholls és Stanley, 2000). A betegség atvészelése utani
immunitas jellege és hatékonysaga szarvasfélék esetében nem ismert pontosan. Elsdsorban a

daganatok kialakuldsédnak és regresszidjdnak iddtartamét kellene ismerniink a jarvanymenet és a

crer
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2.2. Szarvasfélék delta-papillomavirusai
2.2.1. A delta-papillomavirusok és az altaluk okozott korképek

A delta-papillomavirusok kozos jellemzdje, hogy a fertézott allatok borén fibroma vagy
fibropapilloma jellegli daganatképzddést indukalnak (Sundberg és Lancaster, 1988). Jelenlegi
ismeretek szerint a genus legtobb tagja igen sziik gazdaspektrumu, az EEPV (European elk
papillomavirus), REPV (Reindeer papillomavirus) és OPV (Ovine papillomavirus) csak egy fajt
fertéz, a BPV (Bovine papillomavirus) a szarvasmarhan kiviil 16 sarcoidokbdl is kimutattak, mig a
DPV (Deer papillomavirus) fertdzést elméletileg tobb rokon fajbol is kimutattak.

Amerikdban és Eurdpaban egyarant szamos, a szarvasfélék csaladjaba (Cervidae) tartozo
fajban szdmoltak be papillomavirus fertézéshez tarsuld fibropapilloma, papilloma vagy fibroma
képzddésrdl. A betegséget eldszor Shope irta le 1955-ben fehérfarka szarvasban (Odocoileus
virginianus), amit késébbi kozlemények is megerdsitettek (Shope, 1958; Lancaster és Sundberg,
1982). Tovabbi virusos eredetli bdérdaganatok kertiltek leirasra Oszvérszarvason (Odocoileus
hemionus), (Lancaster és Sundberg, 1982), eurdpai javorszarvason (A4lces alces) (Moreno-Lopez és
mtsai, 1981), rénszarvason (Rangifer tarandus) (Moreno-Lopez és mtsai, 1987), gimszarvason
(Cervus elaphus) (Moar ¢és Jarrett, 1985; Sundberg, 1987) és végiil 6zeken is (Kocsner, 2001).
Eddig 6t szarvas faj papillomavirusanak teljes genomja keriilt kdzlésre (Groff és Lancaster, 1985;
Ahola és mtsai, 1986; Stenlund és mtsai, 1983; Moreno-Lopez és mtsai, 1987; Gottschling és mtsai,
2008).

A legismertebb ¢és legnagyobb elterjedésti szarvas PV az elsdsorban fehérfarku szarvast
fertéz6 DPV Eszak Amerikdban (Shope, 1958; Sundberg és Lancaster, 1988). Feltételezhetden
ugyanez a virus betegiti meg az azonos elterjedési teriileten €16 kozeli rokon fajokat is, az
Oszvérszarvast ¢és a fekete-farku szarvast (Odocoileus hemionus) is (Sundberg és Lancaster, 1988).
Az eurOpai javorszarvas papillomavirusa (European elk papillomavirus, EEPV) a kovetkezd,

nagyobb teriileten elterjedt szarvas PV, amely bdrdaganatokat (Borg, 1975) és a DPV-hez
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hasonloan (Koller és Olson, 1971), gocos tiido-fibromatdzist is okoz (Moreno-Lopez és mitsai,
1986) a skandinav javorszarvas populaciokban.

A DPV jarvanytananak vizsgalata azt valosziniisiti, hogy ezek a PVk direkt kontaktus és
vérszivo izeltlabu vektorok utjan terjednek a vadon €16 szarvas populaciokban (Sundberg és
Nielsen, 1981). A DPV okozta megbetegedést dnkorlatozo jellegiinek tekintik, és els6sorban a fiatal
allatokat érinti. Ezzel ellentétben, az EEPV okozta megbetegedés iddsebb javorszarvasokban
gyakoribb (Sundberg, 1987).

Az 0Ozek fibropapillomatozisa (Takacs és Nagy-Bozsoki, 1998; Kocsner, 2001) az észak
amerikai szarvasfélék DPV fertdzése és a svédorszagi javorszarvasok EEPV fertézése altal okozott
jellegzetes boérdaganatokhoz hasonld elvaltozasok kialakulasaval jaré endemids megbetegedés,
Ausztria keleti teriiletein (Theodora Steineck személyes kozlés), Horvatorszag északi csilicskében
(Salajpal ¢és mtsai, 2006), valamint Szlovakia délnyugati részén (Rajsky és mtsai, 2009a, 2009b)
fordult el6 a megbetegedés.

Az 06zek fibropapillomatézisardl az elsé beszamolok az 1960-as évekbdl szarmaznak
(Kocsner, 1996), de a betegséggel kapcsolatos ismeretek els6 leirasara az elmult évtizedben keriilt
sor (Kocsner, 1996). Kocsner (2001) harom fert6zési gocrol szamol be Magyarorszagon és a
betegség prevalenciajat 1,1%-ra becsiili egy intenziven monitorozott 6zpopulacidban. Takacs és
Nagy-Bozsoki (1998) egy negyedik fert6zési gocot is azonositott az Alfoldon 1996-ban. Az 6z
fibropapillomak korszovettani ¢és immunhisztokémiai vizsgalataval papillomavirus antigén
jelenlétét el6szor Kocsner (2001) mutatta ki az elvaltozadsokban.

Fibropapillomdk  szoérvanyos  el6forduldsdrél  gimszarvasokban is  beszamoltak
Magyarorszagon (HOnich és mtsai, 1978) valamint Eurdpa néhany mas orszagaban is (McDiarmid,
1975; Moar és Jarrett, 1985; Pérez és mtsai, 2002; Rajsky és mitsai, 2009¢). Ezek valamennyi
esetben szoliter, vagy csak néhany daganat kialakuldsdval jar6 forméaban ¢és igen ritkan,

szérvanyosan fordultak eld.
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2.2.2. A delta-papillomavirusok genomszervezédése

A delta-papillomavirusok cirkularis, duplaszali DNS genomja 8,0-8,4 kb hossziisagu. A
virusgenom a papillomavirusokra jellemz6 mdédon funkcionalisan harom f6 részre tagolhato: korai
¢s kései fehérjéket kodold szakasz, valamint a nem-koédold szabalyozé régio . A delta-
papillomavirus genomokban dsszesen kilenc fehérje kodol6 ORF talalhat6, amelyek mind azonos
leolvasasi irdnyuak, és részben, vagy teljesen atfedhetik egymast, mivel mas leolvasasi keretben
helyezkednek el.

A korai régidban a virus transzkripcidt és replikaciot szabalyozo fehérjéket kodolo ORF-ek
(E6, E7, E1, E2, E4, E5, E9) talalhatok. Ezek koziil az E1 és az E2 valamennyi papillomavirusban
jelen van. Az E6 ORF minden papillomavirus genom része, ez aldl kivételt képeznek a madar
papillomavirusok és néhany emlds papillomavirus, amelyekben hasonl6 funkcidju homoldg, illetve
nem homolog felépitésti ORF-ek talalhatok. Az E6 ORF anti-apoptotikus hatasat a p53-as tumor
befolydsolja (Mietz és mtsai, 1992). Az E7 fontos onkogén szerepet tdlt be, amit a pRB
(retinoblastoma protein) megkotésével valdsit meg, ¢és ezéaltal megakadalyozza annak
kolesonhatasat az E2F-1 transzkripcios faktorral, ami tobbek kozott a sejt replikacids génjeinek
aktivalodasat eredményezi (Miinger és mtsai, 2001). A delta-papillomavirusok E7 ORF-jébdl

viszont hidnyzik a pRB-koté hely, ami az E5 ORF funkcidjaval egyiitt kapcsolatba hozhatd a

crer

crer

E4 OREF {6 funkcidja a sejt osztddasi ciklusainak szabdlyozasa (Nakahara és mtsai, 2002).

A kései fehérjéket kodolo szakaszon az L2 és az L1 ORF talalhato. Az L1 a nagy, az L2 pedig
a kis kapszid fehérjét kodolja. Erdekes modon a valamennyi papillomavirusban eléfordul6 ,,torzs”
ORF-ek kozott az L1 az egyik legkonzervativabb, mig az L2 az egyik legvaltozékonyabb. Az L1
fehérjéje a papillomavirusok egyik legfobb antigénje, amely Onmagaban spontdn modon is

osszeépiilhet. fgy az in-vitro expresszalt L1 fehérjékbdl 6sszealld virusszerli képletek sikeresen
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alkalmazhatok papillomavirus vakcinaként. Az L2 fehérje egyik f6 szerepe a sejtbe vald bejutas
utan a virion felnyitasa és a virus DNS , kiszabaditasa”, amihez el6zdleg egy intracellularis enzimes
(furin) hasitas sziikséges.

A hosszi szabalyoz6 régié (long control region, LCR) vagy mas néven untranslated regulatory
region (URR) nem koddol fehérjét, hanem a papillomavirusok transzkripcios és transzlacios
mechanizmuséanak szabalyozo6 elemeit tartalmazza. Ezek koziil a legfontosabbak a virus replikacios

origdja, valamint az mRNS-ek polyadenilaciés helyei (AATAAA).

2.3. Az 6z (Capreolus capreolus)
2.3.1. Az 6z 6kologiaja

Az 6z (Capreolus capreolus), a szarvasfélék egyik legsikeresebben alkalmazkodé képviseldje,
amely az utolsé jégkorszak utani eurdpai térfoglalas 6ta a mai napig sikeresen képes alkalmazkodni
a kornyezeti valtozasokhoz (Andersen és mtsai, 1998). Az él6helyi valtozasok azonban egyre
nagyobb mértékben befolyasolhatjak az eurdpai populacio életét. A varhatod negativ hatast tényezok
koziil talan a foldrajzi és genetikai elszigetelddés, azaz a populaciok felaprozodasa a
leglényegesebb (Danilkin és Hewison, 1996). Ez elsésorban a novekvd emberi stiriség, a valtozo
mezdgazdasagi gyakorlat és az infrastruktara-fejlesztés (pl. autopalya épités) kovetkezménye lehet.

Magyarorszag 6zallomanya igen jelentds, tobb mint 350000 egyedre tehetd. A populacié
aranylag egyenletes eloszlasu az orszag egész teriiletén, de a populdcio-strtiség a sikvidéki
terlileteken a legnagyobb, ¢és a hegyvidékeken a legkisebb. Az Ozallomany fenotipusos
differenciadlodéasa tetten érhetd6 az erdei 6z — sikvidéki 6z viszonylatban, illetve részben a
trofeamindség teriiletenkénti alakuldsaban, amely természetesen sok tényezd egyiittes hatdsanak

tudhato be (Csanyi és Lehoczki, 2007).
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2.3.2. Europai 6zpopulaciok populacié-genetikaja

Az eurdpai 6zpopuléaciok genetikai jellemzdit szamos szemszogbdl €s tobb maodszerrel is vizsgaltak.
Egy-egy gazdafaj parazitakkal (pl. virusokkal) szembeni fogékonysagat, a parazitdk virulencia fokat
legalabb részben genetikai tényezOk hatarozzak meg. Igy az 8z-papillomavirus elterjedésének és
gazdafaj genetikai jellemzdinek attekintése.

Mikroszatellita polimorfizmus

Coulon ¢és szerzdtarsai (2004) Gsszesen 648 franciaorszagi 6zmintat felolelé 12 mikroszatellita
marker vizsgalata igen alacsony (0,02) altalanos populacié heterozigozitast allapitott meg, amit nem
tul régi keletii alapitd hatas okozhatott. 2006-0s kdzleménytlikben (Coulon és mtsai, 2006) mar 1148
egyed kozott mért genetikai tavolsdgokat viszonyitottdk a teriilet foldrajzi adottsagaihoz és
megallapitottak, hogy a foldrajzi akadalyok (autopalya, folyok és csatorndk) alacsonyabb
»génateresztd képességiik” folytdn szerepet jatszanak a vizsgalt Ozpopuldcid genetikai
strukturalodéasaban.

Mitochondrialis DNS

crer

allatb6l szarmazo szekvenciajat Osszehasonlitva 49 kiilonbozé haplotipust és 41 polimorf
bazishelyet talalt a vizsgalt 342 bp hosszi DNS szakaszban. A haplotipusokat két nagy csoportba
lehetett besorolni. Az A csoport elsdsorban a nyugat- és kdzép-eurdpai, mig a B csoport a kelet-
europai populacidkra volt jellemzd. Tovabbi 3 alcsoportot (A1, A2, A3) lehetett kialakitani az A
csoporton beliil. Foldrajzilag az A1 csoportba firenzei és arezzoi, az A2 csoportba a Siendbdl ¢és
Castelpolzianobdl (pl. az 6sszes C. capreolus italicus alfajba sorolt egyedbdl) szarmazd, az A3
csoportba igen széles teriiletrdl  Spanyolorszagbol,  Franciaorszdgbol, = Norvégidbol,
Lengyelorszagbol és az Alpokbdl szdrmazo, mig a B csoportba a szlovéniai, szlovakiai, bulgariai és

magyarorszagi, valamint 3 ausztriai, 1 tarvizioi és 1 lengyelorszagi minta keriilt. Erdekes, hogy a
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liguriai mintdk szintén a B csoportba tartoznak, itt ugyanis az Ozpopulaciét dokumentaltan
betelepitésekkel allitottak helyre.

A tovabbi elemzések alapjan megallapitottak, hogy az eurdpai 6zallomanyban igen nagy a
genetikai valtozatossag, amelynek csupan 40%-a kozds a populaciok kozott, a 0,6 korili @ST
értékekkel Vernesi, 2002). Ezek a genetikai valtozatossag mutatok a legmagasabbak kozé tartoznak
a szarvasfélék ¢és a patasok kozott. Kialakuldsdban valosziniileg foleg a sutdk teriilethiisége, és
részben az ujabb keletl élohely fragmentacio jatszhatott szerepet. A nagy valtozatossag ellenére, az
egyes populaciok kozti genetikai tdvolsagok nem aranyosak a koztiik levo foldrajzi tavolsagokkal,
igy ez a tény tovabbi magyarazatot igényel. A legvaldoszinlibb hipotézis szerint ez
megmagyarazhatd a késo pleisztocén jégkorszakok sordn Iétrejott elszigetel6déssel és az eurdpai
kontinensnek ezen beszikiilt menedékteriilet(ek)rdl vald rekolonizacidjaval. Az elmélet alapjan a
kutatasok eredményei a harom elkiiloniild déli teriiletrdl (Ibéria, Italia és Balkan) vald, koriilbeliil
135000 évvel ezel6tti ujratelepiilést valoszintisitik.

Randi és szerzétarsai (2004) 704 6z-minta mitochondrialis DNS (mtDNS) kontroll-régidjat
szekvenaltak meg, és 617 minta 11 autoszomalis mikroszatelitdjat (STR) genotipizaltdk. Az
elemzés szerint a mtDNS szekvencidk harom nagy, jol elkiiloniilé csoportot alkottak: 1. Nyugati
csoport (ibériai mintak), 2. Keleti csoport (gorogorszagi és balkani mintdk), 3. Kdzponti csoport
(Europaszerte elterjedt, ideértve a keleti orszagokat és az Ibériai-félszigetet, Gorogorszag
kivételével). Ezek a csoportok az utolso, illetve utolséd eldtti jégkorszak alatt alakulhattak ki az
Ibériai-, illetve a Balkan-félszigeten. A keleti és a nyugati csoport csak kevéssé jarult hozzd a
jelenlegi kozép eurdpai mtDNS diverzitdshoz, amely teriiletet a kdzponti csoport haplotipusai
népesitették be. Ugyanezen a csoporton beliil 6nallé alcsoportot alkottak az olaszorszagi C. c.
italicus alfaj egyedei.

Lorenzini ¢és Lovari (2006) két mitochondridlis génszakasz (D-loop és ND1) PCR
amplifikacid utani restrikcios enzimes emésztéssel kapott DNS fragmens polimorfizmus alapjan az

altaluk vizsgalt mintdkat két f6 csoportba tudta sorolni: 1. Dél- és kelet-europai (kozép és dél
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Olaszorszag, Gorogorszag, Torokorszag, Ausztria, Roménia, Litvania és Lengyelorszag), 2.
Nyugat, kdzép €s észak eurdpai (Ibériai félsziget, keleti Olasz Alpok, Franciaorszadg, Dania és
Svédorszag).

polimorfizmusa alapjan sikerrel kiilonitették el az azsiai, ezen beliil a szibériai és a mandzsuriai,
illetve az eurdpai 6z (Capreolus pygargus és C. capreolus) populaciokat is.

MHC polimorfizmus

A 6 hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex, MHC) széleskorii és igen
valtozatos élettani szerepet tolt be valamennyi gerinces fajban. Igen fontos funkcidja van az
immunfolyamatokban, a szervezet mikro- és makroparazitak elleni védekezésében, a kiilonb6zd
MHC genotipusu fajtarsak elkiilonitésében (rokon felismerés illetve parvalasztas), valamint ismert
az MHC polimorfizmus pozitiv hatésa az altalanos fitneszre, illetve a fiatalkori tulélésre stb.

Ez a rendszer, a korabbiakban taglalt szelekcidos szempontbol altaldban semleges genetikai
markerektdl eltéréen, pozitiv szelekcido targyat képezi valamennyi természetes populdcioban.
Mikodésének alapja ugyanis az igen nagyfokt variabilitas, de az egyes €l6helyekhez, kornyezeti
viszonyokhoz, parazitds nyomashoz valé alkalmazkodéds kovetkeztében a megfeleld allélok
lokalisan szelekcios elényt élveznek. Ennek kovetkeztében a populdciok finomabb felbontasu
differencialodasa figyelhetd meg az MHC, mint példaul a mikroszatellita lokuszok polimorfizmusa
alapjan.

Mikko és szerzétarsai (1999) az MHC II DRB lokuszanak polimorfizmusat vizsgalta
pézsmatulok (Kanada, Gronland), javorszarvas (Svédorszag, Norvégia, Kanada, Alaszka), 6z
(Svédorszag, Norvégia), rénszarvas (Svalbard, Norvégia), dam (Svédorszdg, Norvégia) €s gim
(Norvégia) mintakbol. Teljes monomorfizmus jellemezte a pézsmatulok és dam mintakat. Mérsékelt
polimorfizmust taldltak a Svalbardrél szarmazo javor- és rénszarvas, illetve az 6z mintdk kozott,
mig az amerikai bdlény, juh, kecske, szarvasmarha, gim és a norvégiai rénszarvas mintak kozepes,

illetve erds DRB diverzitast mutattak. A javorszarvasban, 6zben és damban mért alacsony foku
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MHC diverzitds kapcsan a szerzok felhivjak a figyelmet az elsé két faj mult szazadi dramai
populacié novekedésére.

Magyarorszagi 6zallomanyok 0sszehasonlitdo populdcidogenetikai jellemzésérdl csupan Ernhaft
1996-0s kozleménye érhetd el. Kutatasai soran négy allomanybol (Go6dollé (dombvidék), Pély,
Gyomaendrdd, Nagyszénas (siksag)) 83 egyed enzimeinek (malic enzyme (ME), izocitrat-
dehidrogenaz (IDH), savanyu foszfatdz (ACP), hexokinaz (HK), glutamat-dehidrogenaz (GDH),
katalaz (CAT)) polimorfizmusat vizsgalta keményitd gél -elektroforézises modszerrel. A
polimorfizmus és a heterozigozitds magasabb volt a sikvidéki populaciokban. A genetikai
valtozatossag az ME, IDH és GDH enzimeknél volt a legmagasabb, a katalaz esetében viszont

csupan egyetlen fenotipust detektalt.
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3. Sajat vizsgalatok — Anyag és modszer

3.1 Kortani vizsgalatok
3.1.1. Allatok, mintavétel, mintak kezelése, tarolasa

Az Orszigos Allategészségiigyi Intézetbe 2004-t61 2006-ig, az orszdg valamennyi részérél
beérkezett 0z tetemeket vetettiik ald teljeskorli diagnosztikai vizsgéalatnak (korbonctan,
koérszovettan, bakteriologia, stb). A harom éves idOszakban 42 6z eset keriilt vizsgalatra,
amelyekbdl korszovettani vizsgalatra 10%-os pufferolt formalin oldatba gylijt6ttiink mintdkat, DNS
kivonas céljara pedig -20°C-ra fagyasztottunk le szoveteket. A kiilfoldi fibropapilloma-gyanus
elvaltozdsokbol szarmazo mintdkat fagyasztott (Ausztria — 6z, gim) vagy paraffin blokkba agyazott
szovetminta (Franciaorszag — 0z, gim; Nagy Britannia — ddm; Spanyolorszadg - gim), illetve az
elvaltozasbol kivont DNS (Spanyolorszag — gim; Horvatorszag — 6z) forméjaban kaptuk kézhez.

A gimszarvas fibropapillomék vizsgalatat két egyedbdl szdrmazo mintdkon végeztiik. Alséd
Ausztridban 2004-ben ejtettek el egy egy éves, ndvendék gimbikat, amelyen tobb pigmentalt,
esetenként 10x7 cm méretet is elérd borelvaltozast talaltak (1. eset). Az altalanos tiineteket mutato
allatban a korbonctani vizsgalat soran gennyes agyveld- és agyhartyagyulladést allapitottak meg.
Magyarorszagon 2007-ben a Kaposvari Egyetem bdszénfai szarvasfarmjan a rutin, ellenérzd
vizsgalat céljara kildtt, egy éves gim iin6 (2. eset) kiilsd vizsgalata soran, a has bdrén talaltak egy

tomott, 6x5 cm nagysagu, ovalis képletet (15. abra).

3.1.2. Szovettani vizsgalat

A 10%-os pufferolt formalinban fixalt szovetmintakat paraffin blokkokba agyaztuk, amelyekbdl 4
pum vastag metszeteket készitettink. Minden blokkbol 3 metszetet szildnnal (3-
aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA)) kezelt targylemezekre

haztunk. Egy-egy metszetet rutin hematoxilin-eozin festéssel (HE), immunhisztokémiai mddszerrel
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(IHC) ¢és in situ hibridizacioval (ISH) vizsgaltunk. Az egyes metszeteken a szovettani

elvaltozasokat és az IHC és ISH reakcidkat fénymikroszkopos vizsgalattal értékeltiik ki.

3.1.3. Immunhisztokémiai vizsgalat

A virusantigén daganatszovetben vald kimutatdsdra egy 10j immunhisztokémiai moddszert
alkalmaztunk (Erdélyi és mtsai, 2009b). A metszeteket antigénfeltaras céljabol 0,1% protedz XIV
oldattal (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) kezeltiik 37°C-on 10 percig, majd 3% H,O,
oldattal kezeltiik 10 percig. A 20 perces 2%-os zsirszegény tejpor-oldatban val6 inkubalés utan egy
¢jszakan keresztiil 4°C-on reagéltattuk a BPV-1 L1 capsid fehérje ellen hazinyalban termelt
poliklonalis ellenanyagokat (B0580, DAKO, Glostrup, Denmark) a mintaval, 40000-szeres
higitasban. Az ellenanyag kapcsolodast torma-peroxidazzal jelolt polimerrel (EnVisionTM+ Kit;

Dako, Glostrup, Denmark) detektaltuk.

3.1.4. In situ DNS hibridizacio

A virus genom jelenlétét és annak lokalizacidjat a daganatszévetben a szdvettani metszeteken
elvégzett in situ DNS hibridizacioval vizsgaltuk. A CcPV1 genom L1 ORF régi¢jabol (nt 6407-
6798; EF680235) PCR-rel egy 392 bp hossza DIG-gel jelolt DNS probat szintetizaltunk. A
miuvelethez a PCR DIG Probe Synthesis Kit-et (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
hasznaltuk a gyarté6 protokollja szerint. A proba szintézishez a CcPV1 genom-szekvencia
meghatarozashoz is hasznalt (Erdélyi és mtsai, 2008) eredeti Pap2 fragmenst hasznaltuk
templatként. A reakcioban hasznalt UPV1 (5’-HATWSARGAYGGDGANATG-3’) és UPV2 (5°-
CCRTTRTTHHDDCCYTG-3’) primer part eredetileg a delta PVk detektalasara terveztik a
PRIMER2 (Scientific and Educational Software, Stateline, PA, USA) és a Lasergene
szoftvercsomag (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) PrimerSelect programjaval. A hibridizacios
reakciot a Schwarzacher és Harrison (2000) kézikonyvének “In-situ hybridisation to DNA in cells
and tissue sections” protokollja alapjan végeztiik. Az eljaras soran a felhizott metszeteket a rutin

modszer szerint deparaffinaltuk, majd 37°C-on 30 perces proteinaz K (20 pg/ml) kezelés utan 4%
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paraformaldehides fixalasnak vetettiik ald 4°C-on 20 percig. Valamennyi metszetet 200 pl
hibridizacios pufferrel kezeltiik (50% formamid; 2x citrat puffer (SSC); 1 mM Tris HCL, pH 7; 0.1
mM EDTA; 30 ng/ul ssDNS; 10% dextran szulfat) 2 6ran keresztiil 42°C-on. A puffert dvatosan
lecsepegtettiik és a metszetekre 60 pl hibridizaciés puffert tettiink, amely 50 ng/ul DIG-gel jeldlt
DNS probat tartalmazott. A metszetben talalhato target DNS-t és a rajta levé probot 95°C-on 10
percig denaturaltuk, majd fokozatos hiités utan 42°C-on egy éjszakan at (20 o6ra) inkubaltuk nedves-
kamraban. A metszeteket 2x SSC oldatban 6blitettiik, majd 45 percig 42°C-on 6vatosan razattuk
poszthibridizacids, szigort hibridizaciés koriilményekhez alkalmazando (,,stringent wash”) oldatban
(0.1x SSC; 2 mM MgCly; 0.1% Tween 20). A metszeteket végiil kétszer 10 percig
szobahdmérsékleten mostuk 1x SSC oldatban, majd egyszer 5 percig 1x PBS oldatban. A
hibridizacioés reakcid lathatéva tételéhez a DIG Nucleic Acid Detection Kittet (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) hasznaltuk a gyart6é protokollja szerint, amit metil-z6ld oldattal vald

kontrasztfestéssel zartunk.
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3.2 Virolégiai vizsgalatok

3.2.1. Mintavétel, mintak kezelése, tarolasa, DNS kivonas

A koérbonctani vizsgalatok soran valamennyi daganatos elvaltozast mutatd egyedrdl gytjtottiink
mintat. A fibropapilloméakbol steril eszkdzokkel kimetszett szovetdarabokat eppendorf csovekben -
20°C-on taroltuk feldolgozasig. A homogenizalt daganatszovet és bormintakbol a DNS-t a DNEasy
Blood and Tissue Kit-tel (Qiagen) vontuk ki és tisztitottuk a gyartd hasznalati utasitdsanak

megfelelden.

3.2.2. Viruskimutatas polimeraz lancreakcioval (PCR)

Az 06z- és a gimszarvas-papillomavirus DNS daganatszovetekbdl vald kimutatasara sajat tervezésii

polimeraz lancreakciot alkalmaztunk (Erdélyi és mtsai, 2008).

3.2.2.1 Primer tervezés

A szarvasfélék delta-papillomavirusainak detektalasara alkalmas PCR primer-par (Paplf (5°-
CTGCAGGCTCGTATGTC-3") ¢és Paplr (5’-CTGCCTCCKACACCTGTGAC-3")) tervezéséhez
az addig ismert harom, szarvasfajokbdl izolalt papillomavirus genom teljes nukleotid
szekvencidjanak (GenBank-i azonositok: DPV, NC 001523; EEPV, NC 001524 ¢és REPV,
NC 004196) illesztésére alapoztuk. Az illesztést a Multalin internetes alkalmazassal (Corpet, 1988)
készitettiik, amelyen a finomitasokat és a végleges szerkesztést a BioEdit szamitogépes programban
(Hall, 1999) végeztiik. A primer tervezéshez a PRIMER?2 (Scientific and Educational Software) és a
Lasergene szoftvercsomag (DNASTAR) PrimerSelect alkalmazéasat hasznaltuk.

A primereket az L2 ¢és L1 kapszidfehérjét kodold génszakaszok (ORF) konzervativ
szakaszaira terveztiik. A felerdsitett PCR termék az L1 és L2 ORF egymassal szomszédos régidit
(tilnyomérészt az L.2-t) foglalja magaba, nagysaga koriilbeliil 730 nukleotid bazis-par (bp) (1.

abra).
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Deer Papillomavirus, complete genome (NC_001523)
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1. abra: Az L2 ¢s L1 ORF-et ativeld Papl PCR termék lokalizacidja a DPV genomban.

3.2.2.2 PCR

A virus DNS daganatokbdl valo kimutatasara kifejlesztett Papl PCR reakciot 50 ul reakcidelegyben
végeztiik, amelyben mindkét primerbdl (Paplf és Paplr) 1 uM, 1,5 ul ANTP mix (minden deoxi
nukleotid trifoszfatbél 10 mM), 2 ul 25 mM MgCl,, 5 ul 10x REDTaq PCR Reaction Buffer
(Sigma-Aldrich), 0,125 egység (2,5 ul) REDTaq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich), és 1 pl templat
DNS volt. A kezdeti denaturacio 94°C-on 3 percig tartott, amit 35 amplifikacids ciklus kovetett a
kovetkezO paraméterekkel: 95°C 30 masodpercig, 54°C 30 masodpercig ¢s 72°C 45 masodpercig.
Az utolso ciklus utan egy tovabbi 3 perces elongécids szakasz kovetkezett 72°C-on.

A PCR termékeket és a késObbiekben a restrikcids enzimekkel vagott DNS fragmenteket
agaroz-gél elektroforézissel valasztottuk el, varhaté nagysaguk szerint 0,8—1,0%-o0s agardz gélben,
ami 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazott. Az elektroforézis horizontéalis gélrendszerben, 0,5-
szords TBE pufferben tortént 180 V fesziiltséggel. A mintafelvivé puffer 2,5 mg/ml bréomfenol-
kéket és 400 mg/ml szacharozt tartalmazott. Az elektroforézist kovetden a géleket 302 nm
hullamhossza ultraibolya fénnyel megvilagitva tettiik lathatovda a DNS fragmentumokat. Az
eredmények rogzitésére video kamerat és a Grab-IT szamitogépes programot (Synoptics Ltd.,
Cambridge, UK) haszndltunk. A keletkezett fragmentumok méretét a parhuzamosan futtatott
GeneRuler™ 100 bp és GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas) DNS molekula tdmeg marker

segitségével hataroztuk meg.
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3.2.2.3 Szekvencia-meghatarozas

A felerésitett PCR termékeket kozvetlenill a reakcioban hasznalt Paplf és Paplr primerekkel
szekvenaltuk mindkét iranybol az ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-tel
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a gyart6 protokollja szerint és ABI 373A automata

DNS szekvenal6 késziiléken (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) olvastuk le.

3.2.3. Virus genom szekvencia-meghatarozas

A teljes CcPV1 genom-szekvencia meghatarozasaban tobb polimeraz lancreakciot is alkalmaztunk.
Eldszor a Papl termék termindlis szakaszaibol kiindulva, a cirkularis genom tovabbi (nagyobbik)
részét erdsitettiilk fel (Pap2 PCR), majd ezt a terméket a tovabbiakban templatként hasznalva

hataroztuk meg a genom ismeretlen részének nukleotid szekvenciajat.

3.2.3.1 Primer tervezés

A Papl termék terminalis szakaszaira a fentiekben (3.2.2.1) leirt programokkal terveztiik a kifelé
iranyul6 Pap2f (5’-CATCTGCACAAGGTCAAGGT-3%) és Pap2r (5°-
ACCACCTTAGGCACTCATTC-3") primer part, hogy felerdsitsiik a cirkuldris genom majdnem
7900 bp hosszt fennmaradoé részét.

Mivel a Iépésenkénti, igynevezett ,,primer walking” stratégia, feltehetéen ismétlédé nukleotid
szakaszok miatt nem hozott maradéktalan sikert, ezért a viruskimutatashoz készitett harom szarvas
PV genom szekvencia illesztésének konszenzus szekvenciajat felhasznalva, 27 darab, részben
degeneralt primert terveztiink (Id. 1. tablazat), amelyekkel részben random méddon erdsitettiink fel
hét atfogd genom szakaszt (DP1-DP7), amelyeket pGEM-T (Promega) plazmidba valé klonozas
utan szekvenaltunk.

A Pap2 fragmentum, és egyben a teljes genom, Osszefliggd szekvencidjat a DP1-DP7
fragmentumok Osszeillesztése utan fennmaradd rések (CP1-CP4) athidalasara tovabbi négy

specifikus primer part terveztiink. A teljes szekvenalasi stratégia vazlatat a 2. abran mutatjuk be.
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2. abra: A CcPV1 genom nukleotid sorrendjének meghatarozasanal alkalmazott szekvenalasi
stratégia vazlatos dbrazolasa. Pap1 és Pap2 — az els6ként felerdsitett genom-fragmentumok; DP1-
DP7 — degeneralt primererekkel szintetizalt fragmentumok; CP1-CP4 — specifikus primerekkel

felerdsitett athidalé fragmentumok.

1. tablazat: A munka soran hasznalt primerek és az altaluk felerdsitett DNS szakaszok kodja

Termék | Primer A Szekvencia (5’-3%) Primer B Szekvencia (5°-3°)

Papl Paplf CTGCAGGCTCGTATGTC Paplr | CTGCCTCCKACACCTGTGAC

Pap2 Pap2f | CATCTGCACAAGGTCAAGGT Pap2r | GAATGAGTGCCTAAGGTGGT

DP1 | PVAR2 | TTYTTYYTYGTRTGGTG | M8rev |CCAGTGACATATCCACGGACA
DP2 | M8fw |TGGAGGACGGTGATATGATGG| UPV2 | CCRTTRTTHHDDCCYTG
(11\)41;3) M9R2 |TCCAGGGCGAAAGGATCCCCA| PSQ9r | TTGGGAGGTRAAYYTAAA
DP4 | MYFI | ACAGACAAGCCAGATGCAGG | PSQ9r | TTGGGAGGTRAAYYTAAA
(11\)413)3) PSQ5 | WRBCRTTCSGGGAAACCA | PSQ6R | TATGCWMWRTGTGCWGGK
(11\)41;‘;) PSQ1 | TMTWGAWTCHCCTGCWAC | PSQ2 | AAGGTRGAWGCWMRSCGAT
DP7 | PVSPIf | CCTGGTGGRCWGTVGGVGAG | PVSP2r | TCAAATGAWTATYTACAYCT
(l\%,slb) VESFR2 | gereceraeaartaacteer | MA3YR? | aagTTACAGCATCGCTGACG

CP2 | M25/32F TGCCTCATGCCAGACAAT M25/32R | GCACAGCAGTGATGAGGATT

CP3 |M31/27F TCAGGCCACCTCCACATA M31/27R | AGAAGATGAGTGCAGCCAG

CTGGGACAGACTCAGGAATAA

CP4 M17F TGGGAACCAGGTGAAGT M17R TAAC

UPV1 HATWSARGAYGGDGANATG UPV2 CCRTTRTTHHDDCCYTG

3.2.3.2 Pap2 PCR

A cirkularis virusgenom azon 7881 bp hosszu szakaszat, amely a Papl termék két végét koti dssze a

Pap2 PCR reakcidban erdsitettiik fel. A nagy termékre és annak késobbi PCR, illetve szekvenalasi

templatként torténd alkalmazasara vald tekintettel ebben a reakcidoban egy igen alacsony
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hibaszazalékkal dolgozd és a hosszi DNS fragmentumok szintézisére alkalmas DNS polimerazt
alkalmaztunk; a KOD Hot Start polimerazt (Novagen). A Pap2 PCR protokollja a kdvetkezo6: 50 pl
reakciodelegybe mindkét primerbdl (Pap2f és Pap2r) 1 uM, minden dNTP-bdl 0,3 mM, 1,5 mM
MgSOy, 5 pl 10x KOD Hot Start DNA Polymerase puffer (Novagen), 0,02 U KOD Hot Start DNA
Polymerase és 1 upl templat DNS. Az elsé denaturacid 94°C-on 3 percig tartott, amit 35
amplifikacids ciklus kovetett a kovetkezd paraméterekkel: 94°C 30 masodpercig, 61°C 30
masodpercig, és 68°C 8 percig. Az utolséd ciklus utan egy tovabbi 10 perces elongécios szakasz
kovetkezett 68°C-on.

A DP1-DP7 PCR reakciokat a Papl PCR-rel megegyez6 reakcioelegyben végeztiik, de a
primerek tapadasi homérsékletét 48-56°C-os tartomanyban 2 fokos intervallumokban allitottuk be a

gradiens PCR késziiléken (Techne TC-512 Thermal Cycler, Techne Scientific).

3.2.3.3 Szekvencia-meghatarozas

A DP1-DP7 PCR termékeket pGem-T plazmidba (Promega) klénoztuk majd a plazmid sajat
szekvenald primereit (T7 és M13) felhasznalva két iranybol szekvenaltuk, mig a CP1-CP4 PCR
termékeket tisztitds utan, sajat primereikkel szekvenaltuk mindkét iranybol. A szekvenalasi
rekcidhoz az ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) hasznaltuk a gyartd protokollja szerint. A nukleotid sorrend leolvasadsa ABI

373 A automata DNS szekvenal6 késziiléken (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) tortént.

3.2.4. Teljes genom amplifikacio és klonozas
3.2.4.1 Az RCA reakcio

A cirkularis DNS mennyiségének megsokszorozasara kivaldan alkalmas a Phi29 bakteriofag DNS
polimerazt hasznositd, nem szekvencia-specifikus ,,rolling circle amplification” (RCA) modszer,
melyet a szimpla szali és a dupla szalu cirkularis DNS virusgenomok (pl. circovirusok,

polyomavirusok, papillomavirusok) felsokszorozasara is jo hatékonysaggal lehet alkalmazni. Ha a
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felszaporitott DNS ,,gombolyagot” a virusgenomban csak egy hasitasi hellyel rendelkez6 restrikcios
enzimmel emésztjiik, akkor teljes hosszusagu (papillomavirusok esetében jellemzden 7400-8600 bp
kozotti), lineéaris virusgenomok jol elkiilonithet6k agar6z gélen. A reakciot az Illustra TempliPhi
100 DNA Amplification Kit (GE Healthcare) segitségével végeztilk a gyartd utasitasai szerint,
kisebb moddositasok beiktatdsaval. Az 5 pl mintael6készitd pufferbe 1 pl templat (Papl PCR
reakciohoz hasznalt daganatbol kivont DNS) és a nagy genomra vald tekintettel 112-225 uM extra
dNTP is keriilt. Az elegyet 3 percig 95°C-on denaturaltuk, majd azonnal jégre tettilk. A mintdhoz
hozzamértiik a jégen Gsszeallitott 5 pl reakcio puffert és 0,2 ul enzimet tartalmazé reakcioelegyet,
majd 16 6ran keresztiil 30°C-on inkubaltunk. A jégen +4°C-ra hiittt reakcidelegyet 10 percig
65°C-on inaktivaltuk, majd 40 pl MQ vizzel vagy TE pufferrel higitottuk. Pozitiv kontrollként a
kitben taldlhatdé plazmid DNS-t alkalmaztuk. A reakcio sikerességét 1-2 ul elegy restrikcids

enzimes emésztésével ellendriztiik.

3.2.4.2 Restrikcios enzimes emésztés

A plazmidba val6 klonozasndl, illetve az RCA reakci6 termékének vizualizacidja sordn restrikcios
enzimes emésztéseket végeztiink, amihez New England Biolabs (NEB) és Fermentas enzimeket
hasznaltunk a gyartok utmutatdsai alapjan. Rendszerint 20 ul térfogatban 1-1,5 oran keresztiil
végeztik az emésztéseket. A reakcioelegyek altalanos Osszetétele 2 ul 10x puffer, 5-10 U

restrikcios enzim, 1-2 pg DNS, amit 20 pl térfogatra egészitettiink ki MQ vizzel.

3.2.4.3 Virus DNS molekularis klonozasa

A degeneralt primerekkel kozvetleniil nem szekvendlhatéo PCR termékeket és az RCA reakcioban
amplifikalt, majd Sacl restrikciés enzimmel hasitott teljes virusgenomot klonoztuk. A PCR
termékeket pGEM-T (Promega) plazmidba, a teljes virusgenomot pedig pUC19 plazmidba a Sacl
hasitasi helyre épitettiik be. A ligdlds T4 DNS ligazzal (New England Biolabs), egy éjszakan

keresztiil, +4°C-on tortént. A ligalasi keverékkel kompetens E. coli torzseket transzformaltuk (XL1
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Blue ¢és DLS5) hésokk vagy elektroporacid segitségével. Az elektroporaciohoz Bio-Rad
elektroporacids késziiléket alkalmaztuk 25 pF, 2,5 V és 200 Q paraméterekkel. A transzformalt
baktériumokat ampicillin és X-Gal tartalma (50 pl) agar gélre szélesztettik, majd a kapott
rekombinans telepeket (klonokat) B-galaktozidaz aktivitdsuk alapjan szelektaltuk. A megfeleld

klénokat az antibiotikum (ampicillin) rezisztencia, illetve a kék-fehér szin alapjan valogattuk ki.

3.2.4.4 A plazmid DNS tisztitasa

A megfeleld, pozitiv rekombindns klonok szaporitasdra és azonositdsara a random kivalasztott
baktériumtelepeket ampicillinnel kiegészitett 3 ml folyékony Luria-Bertani (LB) tapoldatba
oltottuk, majd egy ¢éjszakas, 37°C-on torténd razatdsos tenyésztést kovetéen a QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) segitségével tisztitottuk ki a plazmidokat. A kivonast koriilbeliil 2,5 ml
baktérium kultara 3 percig tarté 8000 fordulat/perc fordulatszamon valo6 centrifugalasat kdvetden az

iiledékbol végeztik a gyartd utasitdsainak megfelelden.

3.2.5. Filogenetikai vizsgalatok

A CcPV1 filogenetikai jellemzésére az L1 ORF teljes szekvencidjat, valamint a négy f6 ORF (L1,
L2, E1 és E2) egyesitett szekvencidjat hasznaltuk. Mindkét elemzéshez tovabbi 70 teljes genomot
valasztottunk ki a génbankban rendelkezésre allo6 papillomavirusok koziil. A CePV filogenetikai
vizsgélatait a részleges L2 ORF aminosav szekvencidkra igazitott nukleotid szekvencidkon
végeztiik.

A szekvencidk szerkesztését a BioEdit (Hall, 1999), a szekvencidk egyesitését pedig a
DAMBE 4.5.55 (Xia és Xie, 2001) programmal végeztik. A 71 PV négy ORF aminosav
szekvenciajanak illesztését kiilon-kiilon végeztik el a DAMBE programba integralt ClustalW
alkalmazéssal. A négy aminosav szekvencia illesztésre igazitottuk a nukleotid szekvencidkat és az
igy kapott nukleotid illesztést egyesitettilk egy 0sszefiiggd, 3561 bp hosszusagi allomannya a

DAMBE segitségével, amely késobb a filogenetikai vizsgalatok alapjat képezte. A filogenetikai
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vizsgalatokat a MEGA 4 szoftverrel (Tamura és mtsai, 2007) végeztiikk neighbour-joining (NJ) és

maximum parsimony (MP) modszerrel.

3.2.6. A virusgenom jellemzése, bioinformatikai vizsgalatok

A papillomavirusok altaldnos leirasa a teljes genom-szekvencia elemzés eredménye alapjan
torténik. A jellemzés része a genom hossza, a ,.klasszikus” ORF-ok (E1, E2, L1, L2, E6, E7, ES,
E4, E9, stb.) megléte és leirdsa, a nem kodold, termindlis szabalyozd genomszakasz (URR,
Untranslated Regulatory Region) hossza és Osszetétele, valamint a szabalyozd nukleotid szakaszok
megléte, szdma és lokalizacidja a genomban.

Az ORF-ok azonositidsara az  NCBI  honlapjan  mikodtetett ORF  Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) alkalmazést hasznaltuk, az azonositott virusfehérjék
molekularis tomegeit pedig a Compute pl/Mw internetes eszkozzel
(http://expasy.org/tools/pi_tool.html) szamitottuk ki. A CcPV1 ¢és néhany kivalasztott
papillomavirus (EEPV, REPV, DPV, OPV1, BPV1, BPVS5, BPV3, EcPV1, HPV16, RaPV1, PePV)
f6 ORF szekvencidja kozti hasonlosagot a GraphAlign program (Spalding és Lammers, 2004)
segitségével hataroztuk meg. A CePV részleges L2 ORF-jdnak aminosav és DNS szekvencidjat
szintén e szoftver segitségével hasonlitottuk dssze a tobbi Delta PV homoldg genom-szakaszéaval.

A transzkripcids faktorok kotddési helyeit, jellegzetes motivumait és a fehérje doméneket,
vagy manudlisan kerestiik a BioEdit szoftverben, vagy internetes keresd szoftvereket ¢&s
adatbazisokat  alkalmaztunk:  ScanProsite  (http://www.expasy.ch/prosite), = PSORT II
(http://psort.nibb.ac.jp), valamint TRANSFAC adatbazis keresés TFSEARCH szoftverrel

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

3.2.7. Virus-genom képiaszam meghatarozasa daganatszovetben RT-PCR-rel

A daganatszdvet virus-genom kopiaszamanak meghatarozasara egy valods-idejii PCR (Real-Time

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) mddszert adaptaltunk. A Papl PCR protokollt modositottuk
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EvaGreen hozzdadasaval, ami igy alkalmassa valt a reakci6 RT-PCR késziiléken vald (Corbett
Rotor-Gene 6000 real-time PCR system - Corbett Life Science) lefuttatasara.

Az eredeti Papl PCR reakcioban amplifikalt Papl terméket kivagtuk az agardz gélbodl és
¢s az interneten elérhetd URI Genomics & Sequencing Center kalkulatoraval
(http://www .uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html) kiszamoltuk az oldatban levé Papl termék
kopiaszamat.

A Papl termékbdl (4.43x10°-10° kopia) harom azonos higitasi sort készitettiink,
mindegyikben nyolc-nyolc elemmel, tizszeres higitasban. Valamennyi higitasi elemet a Papl RT-
PCR reakcidoban hasznaltuk templatként, két pozitiv és egy negativ 6z bdrszovet-minta DNS
kivonataval egylitt. Az ismert kiindulasi DNS mennyiségek logaritmusahoz és az azokhoz tartozo
atlagos Ct értékekhez (mean threshold cycle) illeszkedd regresszids gorbéket az RT-PCR késziilék

Rotor-Gene szoftverével (Corbett Life Science) szamitottuk ki.
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3.3 Okolégiai és jarvanytani vizsgalatok

3.3.1. Kérdoives felmérés

crer

megismerésére kérddives felmérést végeztink valamennyi vadgazdalkodasi egység (VGE)
megkeresésével. A kérddiveket 2006 marciusanak végén postaztuk az Orszagos Vadgazdalkodasi
Adattar (OVA) nyilvantartasaban szerepld 1201 vadgazdalkodasi egység cimére, ezzel lefedve az
orszag teljes teriiletét.

A postazott boritékokba az egy oldalas zart-végii kérd6iv mellé szintén egy oldalas, a felmérés
céljat és a megbetegedés 1ényegét bemutatd kisérd levelet tettiink, amely fényképes illusztraciot is
tartalmazott a jellegzetes elvaltozasokrol. A kitoltott kérddiveket az azokon szerepld
adatfelhasznalast jovahagy6 nyilatkozattal egyetemben a vadasztarsasagok elnokeinek kellett
alairniuk, de a konkrét adatokat leggyakrabban a VGE hivatasos vadaszai szolgaltattak. A
kérdéivek visszakiildési hatarideje utan két héttel a nem valaszolo vadasztarsasdgoknak emlékeztetd
leveleket postaztunk.

Ismert, hogy a vadasztarsasdgok tilnyomod tobbsége nem vezet atfogd nyilvantartast a
teriiletén eléforduld jarvanykitorésekrdl, elhullasokrol, illetve az esetleges vizsgalatok
eredményérdl, ezért a kérddivben a betegség eldfordulasarol, a megallapitds gyakorisagarol, a
fert6zottség alakuldsardl, a kiilonbozé korosztalyok és ivarok érintettségérdl és az elvaltozasok
elhullott allatokon valé el6fordulasardl elére definialt, kategorialis adatokat gytijtottiink.

A betegség eléfordulasara vonatkoz6 kérdés (1d. M4) igy hangzott: ,,El6fordul-e teriiletiikon a
mellékelt képeken lathatd bérelvaltozasokkal jaré megbetegedés?”. A lehetséges valaszok: 1. Nem,
2. Idénként, 3. Allando jelenlét. Arra a kérdésre, hogy milyen gyakorisaggal talalnak bérdaganatos
allatot a vadaszteriileten, szintén harom lehetdség koziil kellett valasztani: 1. Evente tobb beteg, 2.
1-2 beteg évente, 3. Néhany évente 1-1 beteg. Ezeket a kategoridkat a késébbi elemzések soran a
térbeli elterjedés és fertdzés intenzitds jellemzéséhez Betegség Gyakorisag Indikator értékekkeé

(Disease Frequency Indicator, DFI) kodoltuk; DFI 1-3-ig. A leginkabb érintett korosztaly
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megjeldlésére a bakoknal négy (1. Gida, 2. Fiatal, 3. Kdzépkoru és 4. Oreg), mig a sutdknal harom
(1. Gida, 2. Fiatal és 3. Oreg), a gyakorlatban biztonsaggal elkiilonithetd kategoriat definidltunk.
Arra a kérdésre, hogy az elhullott allatokon észlelnek-e daganatos elvaltozast, igennel vagy nemmel
kellett valaszolni. A megbetegedés trendjét az eldéfordulasi gyakorisdg legutdbbi 5 évre
vonatkoztatott valtozasaként definialtuk: 1. Nétt, 2. Alland6 vagy 3. Csokkent. Tovabbi informaciot
kértiink a hasonld borelvaltozasok mas fajokon (pl. gim, dam, mezei nyul) valo6 eldfordulasarol.

A gimszarvas fibropapillomatosis magyarorszagi eléfordulasarél az 6z fibropapillomatosis
helyzetet felmérd kérdoivben szerepld, egyéb fajok érintettségét firtatd kérdéssel probaltunk informaciot
szerezni, amelyben név szerint is szerepelt a gimszarvas, mint megnevezhetd, illetve bejelolhetd

valaszlehetoség.

3.3.2. Kiilfoldi el6fordulasi adatok gytijtése

Az Ozek boérdaganatainak eurdpai eldéfordulasdnak ¢és elterjedésének felmérésére adatokat
gyljtottink a vadbetegségek diagnosztikdjaval foglalkozo, illetve vadon ¢l6 allatokban
megallapitott betegségek adatbazisait fenntartod intézményektol.

A rendelkezésre all6 adatbazisokbol az Ozekben diagnosztizalt bordaganatokat, illetve
szlikitve a papillomanak, fibropapillomanak ¢és fibromanak meghatarozott daganatokat gytjtottiik
ki, és egyben rogzitettiik az adott idészakban megvizsgalt 6z mintak teljes szamat. A fenti adatokat
rendelkezésiinkre bocsatd intézmények a kovetkezok voltak: AFSSA-LERRPAS (SAGIR database)
Franciaorszag; Institute for Zoo and Wildlife Research (IZW) Berlin, Németorszag; National
Veterinary Institute (SVA) Uppsala Svédorszag; Veterinary Laboratories Agency Diseases of

Wildlife Scheme (VLADoWS), Egyesiilt Kiralysag.

3.3.3. Adatkezelés és eredmény 0sszegzés

A magyarorszagi 6zalloméanyokra, valamint kiilon a bakokra, sutdkra és gidakra vonatkozo éves
becslési ¢s teriték adatok az Orszagos Vadgazdalkodasi Adattarbol szarmaztak. Csak az

adathasznalatot jovahagyo, komplett kérddivet aldird és visszakiildd vadgazdalkodasi egységek
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adatait hasznaltuk fel. Kiszamoltuk az egyes vadgazdalkodasi egységek hat évet (2001-2006) atfogd
allomanybecslési adatainak teljes dllomanyra vonatkozo atlagat. Vizsgalatainkban az adott VGE
tertiletén €16 Gzpopulacid stiriiségi adatat hasznaltuk, amit a teljes allomany-atlaganak a VGE
teriiletével valo elosztasabol kaptunk.

A hazai viszonyokkal valé Osszehasonlitashoz hasznalt retrospektiv, teljes Franciaorszag
tertiletét lefedd, Départemant-szintii 6zallomany adatokat (teriték) a Réseau Ongulés Sauvages -

ONCFS-FNC-FDC bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.3.4. Térinformatikai vizsgalatok

A térinformatikai vizsgalatokat és az eredmények megjelenitését az ArcGIS 9.0 (Environmental
Systems Research Institute) szoftverrel végeztik. A Corine Land Cover 2000 (CLC2000)
(European Environment Agency) adatbazisban szerepld egyes kornyezeti valtozokat
vadagazddlkodasi egységekre levalogatva haszndltuk fel az elemzésekben. A statisztikai
elemzésekhez és az eredmények megjelenitéséhez az R programcsomagot (R Development Core

Team, 2008; http://www.R-project.org) hasznaltuk (Solymosi, 2008).

3.3.5. Statisztikai modszerek

A megbetegedés eléfordulasa szempontjabol ismert statusza VGE-ket a statusz és a tertiiletiikre eso
CLC2000 felszin-boritottsag kategéridk aranyat felhasznalva rangsoroltuk a Random Forest
szamitogépes algoritmussal (Breiman, 2001). A tovabbiakban a magyarorszagi 06z
populécidsiiriiségi adatok és a CLC2000 altal definialt kdrnyezeti valtozok alapjan prediktaltuk az
algoritmussal a megbetegedés eléfordulési statuszat a kérdéivre nem valaszold VGE-k teriiletén és
ezaltal a tagabb foldrajzi elterjedést. A betegség elofordulasa és a kornyezeti valtozok, valamint a
gazdapopulécio stirtiség kozotti korrelaciot logisztikus regresszioval €s a Pearson-féle korrelacios

egyltthatoval jellemeztiik.
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4. Eredmények

4.1 Kortani vizsgalatok
4.1.1. Korbonctan és korszovettan

Az Orszigos Allategészségiigyi Intézetbe 2004-t3l 2006-ig terjedd haroméves iddszakban
diagnosztikai vizsgélatra érkezett 42 6z tetem koziil a kérbonctani vizsgélat soran 14 egyed bdrén
talaltunk fibropapillomat. Ezek a daganatok valtozé szamuak, nagysaguak, pigmentaltak,
lekerekedettek, tomott tapintatiiak voltak. Megfigyeléseink szerint atlagosan 3-5 cm atmérdjiiek (3.
abra), de esetenként el6fordul 11-15 centiméteres elvaltozas is. Az egy éallaton eléforduld daganatok
szdma altalaban tiznél kevesebb, de nem ritkdk az erdsen fert6zott egyedek sem, amelyeken akar
150 daganatos elvaltozasnal is tobb talalhato. A fibropapillomék jellemzden a fejen, nyakon, hason

¢s a labakon, elsdsorban azok belso feliiletén helyezkednek el.

3. abra: Jellegzetes fibropapillomak egy 6zbak fején és hatuls6 végtagjain.
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A daganatok felszine néha, atmeneti jelleggel, papillas szerkezetet mutat, de az igazan
jellemzd daganat sima felszinti, szértelen, tomott képlet, amelyet sima verrukdézus hamréteg fed. A
ham leginkabb pigmentalt, és a nagyobb daganatok feliiletén gyakran fordulnak elé hamsériilések,
ero6ziok, gennyes folyamatok, illetve elhalasok.

A koérszovettani vizsgalat eredményeként megallapithatd, hogy a daganat f6 részét az irha
stratum reticulare rétegében helyez6dé kompakt kollagén rostok tomege és az abba agyazott
proliferal6dé fibroblasztok csoportjai alkotjak. A corium hamréteg alatti laza kollagén rostos
stratum papillare-ja altalaban jol azonosithat6. A daganatot fed6 epidermis rendszerint acanthézis €s
hiperkeratozis jeleit mutatja (4. abra). A stratum spinosumban elszortan kozepes mennyiségi
sOtétbarna, durva-szemcsés melanin rogot tartalmazé keratinocitak csoportjait lehetett megfigyelni,

a stratum granulosum sejtjei pedig valtozé mennyiségii basophil festédésti keratohyalin rogot

tartalmaztak.

4. abra: Egy fibropapilloma jellegzetes szovettani képe, gocosan proliferalodo fibroblasztok és
kollagén rostok alkotta papillaris szoveti struktaraval, hiperkeratdzis és helyenként acanthosis (1d.

inzert) jeleit mutatd epidermisszel. Hematoxilin-Eosin, Mérce = 50 pum.
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A DPV és az EEPV fertézés soran idénként eléforduld tomott, gocos tiidofibrozist nem lattunk a

vizsgalt allatokban, viszont két esetben mérsékelt, diffuz fibrozist allapitottunk meg.

4.1.2. Immunhisztokémia és in situ hibridizacio

Vizsgalataink soran a daganatos elvaltozasok epidermisében sikeriilt kimutatnunk mind a PV L1 6

kapszidfehérje antigén, mind az L1-et kddolo DNS jelenlétét (5. abra).

5. abra: A) A CcPV1 {6 kapszid antigénjének (virionjainak) aggregalddasa a keratinocytak
magjaiban és cytoplasmajaban (stratum granulosum) és a stratum corneum elszarusodd hamsejtjei
kozott. B) A CcPVI1 L1 ORF DNS megjelenitése in situ hibridizacioval a stratum spinosum és a
stratum granulosum keratinocytainak magjaban és cytoplazméjaban, valamint né¢hany pozitiv

keratinocyta mag a stratum basale-ban. A) anti BPV1 IHC; B) CcPV1 L1 ISH. Mérce = 100 pum.
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Az ISH vizsgalat eredményei szerint az L1 ORF szekvencidjaval homolog DNS szakasz jelen
volt a stratum basale néhany keratinocytdjanak magjaban, de a stratum spinosum és a stratum
granulosum sejtjeiben sokkal nagyobb szamu pozitiv keratinocytat figyeltiink meg, amelyek mind a
magjukban, mind a citoplazméajukban tartalmaztak virus DNS-t (5.B abra).

A 0 kapszidfehérje antigént tilnyomodan a stratum granulosum keratinocytdinak magjaban és
citoplazmajaban lehetett kimutatni (5.A abra), de gyakran talaltunk 0sszecsapodott antigén rogoket
a stratum corneum elszarusodott hamsejt rétegei kozott is.

A két mintaban is tapasztalt tiid6 fibrozisos elvaltozasokban sem az alkalmazott IHC, sem az

ISH vizsgélatokkal nem mutattunk ki CcPV1 L1 antigént és DNS-t.

4.2 Viroloégiai vizsgalatok
4.2.1. Delta-papillomavirusok kimutatasa PCR vizsgalattal szarvasfélékbél

A delta-papillomavirusok kimutatasara kifejlesztett Papl PCR reakciot sikerrel alkalmaztuk az 6z
¢s a gimszarvas-papillomavirus kimutatdsara (6. dbra). Az 6z daganatbdl kivont DNS mintabol
generalt termék nukleotid szekvencidja 54,9-57,1%-o0s hasonldsdgot mutatott a GenBank-ban
talalhato harom szarvas papillomavirus megfeleld genom-szakaszaval.

A Papl PCR-t 8 egymastol fliggetlen 6z fibropapilloma (6 minta Magyarorszag mas-mas
teriiletérél, 1 minta Horvatorszagbol, 1 minta pedig Ausztriabol szarmazott), 6 gimszarvas
fibropapilloma és harom egészséges 6z bor DNS kivonatan teszteltik. A vizsgéalat a harom
gimszarvas minta és az egészséges 6z bormintak kivételével (2 postan szallitott spanyolorszagi
DNS kivonat és egy paraffinba 4gyazott mintabol kivont DNS) valamennyi esetben pozitiv
eredménnyel végzddott. A 8§ CcPV1 Papl PCR terméket megszekvenaltuk és a vizsgalt L2 ORF

szakaszokat 100%-ban azonosnak talaltuk.
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M =
100 OzPV GimPV

6. abra: A Papl PCR termékek (kb. 730bp) jellemz6 gélképe 6z és gimszarvas PV mintabol (,M” —

molekulatdmeg marker, ,,-”” negativ kontroll).

Az 6z daganatmintakbdl elvégzett RT-PCR vizsgélatra alapozott virusgenom kdpiaszdm
szamitasaink eredménye alapjan a fibropapilloma hamrétegében 1.8-2.1x10'° virusgenom talalhato
1 pg teljes DNS kivonatban.

RCA reakcidval felerésitettiik a teljes cirkularis CcPV1 és CePV genomot. Az amplifikalt
DNS genomokat sikeresen linearizaltuk restrikcids enzimes (EcoRV és Sacl) vagassal (7. abra), de
a gélbdl valo izolalas nehézségei miatt csak a CcPV1 genomot tudtuk plazmidba klénozni (8. abra).

A klonokba integralt virusgenom azonossagat szekvenalassal és Papl PCR-rel ellendriztiik.
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CePV1  CePV  CePV1 CePV M CcPV1  CePV  CePV2 PRFDV
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3000 bp

7. abra: Az RCA rakciok eredménye a restrikcids enzimes (EcoRV és Sacl) vagassal kapott

linearizalt genomok (kb 8000 bp) agardz gél elektroforézise utan

CePVA
(~B000bp)

8. abra: A pUCI19 plazmidba klonozott CcPV1 genom Sacl restrikcios enzimmel valo ellen6rzo

vagas utani gélképe. (M - GeneRuler™ 1 kb (250-10000 bp), 1-5 — CcPV1 klonok)
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4.2.2. A teljes 6z papillomavirus (CcPV1) genom-szekvencia és felépitésének leirasa

A szekvencia fragmensek 0sszeillesztése utan kapott CcPV1 genom 8032 bp hosszunak bizonyult.
A teljes CcPV1 virusgenomot benyujtottuk a GenBank adatbazisba, ahol EF680235 nyilvantartasi

szamon érhetd el.

8032 Bp

9. abra: A CcPV1 genom ORF térképe a nem kddold szabalyozo regioval (URR) valamint a korai

(early proteins) ¢és kései fehérjéket (late proteins) kodold régidk hatarai.

A genomban azonositottuk mind a kilenc delta-papillomavirusokra jellemzd fehérje kodold

ORF-et (9. abra), a potencialis fehérjék becsiilt molekulatomegeit pedig a 2. tdblazatban mutatjuk

be. A korai fehérjéket kodold genomszakasz végén azonositottuk az Eriksson és mtsai altal (1994)
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leirt, a tobbi szarvasféle papillomavirusara is jellemzé E9 ORF-et, amely itt 174 bp hossza volt. A
hosszl szabalyozo régio (long control region; LCR) vagy mas néven untranslated regulatory region
(URR) 799 bp hosszt volt.

A CcPV1 és tovabbi 11 papillomavirus (EEPV, REPV, DPV, OPV1, BPV1, BPVS5, BPV3,
EcPV1- Equus caballus Papillomavirus 1, HPV16 — Human Papillomavirus 16, RaPV1 — Rousettus
aegypticus Papillomavirus 1, PePV — Psittacus erithacus Papillomavirus) {6 ORF szakaszai kozti

GraphAlign szoftverrel szamitott hasonlosagat a 3. tablazatban mutatjuk be.

2. tablazat: A CcPV1 genomban talalhato ORF-ek helyezodése, hossza és az altaluk kddolt

virusfehérjék molekulatomege.

ORF Start Stop Hossz (0p) | , Ifi‘:lsosszav) M"le'(‘l‘(‘]')aa;ameg
E6 129 533 405 134 15,4
E7 493 819 327 108 11,8
El 812 2650 1839 612 68,3
E2 2592 3815 1224 407 45,0
E4 3157 3498 342 13 12,4
ES 3885 4019 135 44 53
E9 4160 4333 174 57 6,9
L2 4361 5824 1464 487 52,3
L1 5838 7361 1524 507 57,2
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3. tablazat: A CcPV1 és 11 tovabbi PV f6 ORF-jainak szézalékos nukleotid (¢s aminosav)

egyezése a GraphAlign (Spalding és Lammers, 2004) szoftver szamitdsai szerint.

Virus GenBank ORF Nukleotid (Aminosav) illesztés - % Azonossag

azonosito6 L1 L2 El E2 E6 E7 E4 ES E9

71,2 65,3 69,2 62,0 57,0 54,2 57,5 60,0 32,8

EEPV | NC_001524
- (77,6) | (63,3) | (66,9) | (50,5) | (48,1) | (42,6) | (50,8) | (41,3) | (27,6)

70,3 63,1 70,1 62,6 55,1 56,7 54,8 55,9 39,7
(78,6) | (61,2) | (67,6) | (53,4) | (51,1) | (50,0) | (45,0) | (41,3) | (21,1)

REPV | AF443292

69,2 62,9 70,8 63,7 53,7 52,4 57,8 60,3 35,8

DPV | NC_001523
(74,2) | (56,9) | (68,2) | (53,7) | (45,2) | (36,7) | (48,0) | (34,8) | (24,6)

67,3 52,4 66,3 59,7 46,2 48,5 57,0 55,1 30,1

OPV1 | NC_001789
- (71,8) | (54,4) | (62,6) | (52,2) | (39,0) | (39.4) | (50,0) | (47.8) | (8.,8)

67,1 51,5 62,0 58,5 51,9 46,9 53,1 58,1 41,8

BPV1 | NC_001522
- (74,0) | (40,0) | (56,2) | (50,2) | (41,5) | (37,0) | (37,6) | (37,0) | (10,2)

60,1 49,6 58,1 53,7 46,2 36,3 X X X

BPV5 | NC_004195
58,1 | 352) | (49,5) | (42,5) | 37.4) | (30,4)

55,5 43,5 51,2 46,8 X 34,9 34,7 X X
BPV3 | NC_004197
(49,8) | (24,1) | (39.4) | (26,2) (23,3) | (12,6)
54,6 42,7 54,4 49,0 44,4 40,7 38,4 X X

EcPV1 | NC_003748
- (48,1) | (25,8) | (41,1) | (33,6) | (22,7) | (27.4) | (17.8)

52,5 43,8 50,1 41,7 40,2 42,2 35,4 29,7 X

HPV16 | NC_001526
(44,2) | (21,9) | (37,8) | (23,8) | (21,7) | (21,8) | (16,4) | (17,9)

49,6 42,2 47,0 46,6 38,2 34,4 41,5 X X

RaPV1 | NC_008298
- (44,6) | (23,9) | (35,6) | (27.8) | (18,0) | (17.4) | (9.8)

48,5 39,4 42,0 42,8 X X X X X

PePV | NC_003973
(40,4) | (17,5) | (27.1) | (23,0)

4.2.3. A CcPV1 replikaciot és transzkripciot szabalyozé elemeinek jellemzése

Az E7 ORF két cink-kotd domént (CXXC-X29-CXXC) tartalmazott, mig az E6 ORF egyet. A tobbi
delta-papillomavirushoz hasonléan (Narechania és mtsai, 2004) az E7 ORF-ben nem lehetett pRB-
kotd domént (L-X-C-X-E) azonositani. Az E1 ORF szekvencidjdban egy SF3 ATP-fliggd helikaz

domént (nt 413-563) azonositottunk, amely egy foszfat-koté (P-loop) motivummal ([AG]-x(4)-G-
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K-[ST] (GPPNSGKS; nt 439-446)) (Titolo és mtsai, 1999) ellatott, megdérzott ATP-kotd helyet
tartalmazott. Ugyanitt két, Gn. ,,leucine zipper” mintazatot (LX6LX6LX6L) is talaltunk (E1 ORF: nt
259-280 és nt 266-287), amelyek viszont hianyoztak az E2 ORF-bdél, ahol altalaban eléfordulnak.

Az E4 OREF start kodonnal kezd6dott és prolin-tartalma 11,40% volt, ami hasonld, mint a
tobbi delta-papillomavirus E4 ORF esetében (BPV1-11,57%, REPV 12,31%, EEPV 14,68%, DPV
15,45%, BPV2-12,39%, OPV1-9,91%). A 174 bp hosszi E9 ORF jol konzervalt amino-terminalis
régioval rendelkezett, amely azonos hidroféb mintazatot mutatott a DPV, EEPV ¢s az REPV E9
ORF-javal. Az L2 ORF 3’ végén helyezodott egy sejtmag kapcsolodasi jel (,,nuclear localization
signal”), de ugyanezt a motivumot az L1 ORF-ban mar nem tudtuk azonositani PSORT II
szoftverrel.

Az URR-ben azonositottuk a CcPV1 replikacios origdjanak elemeit. A nt 8024 helyen
talalhato az E1 felismerési hely (AAGATTGTTGTTAACAAT) amely a nt 60 helyen egy TATA
box (TATAAA) mellett, két E2 kotéhely kozott (E2BS) helyezkedett el. Osszesen kilenc E2BS
(ACC-N6-GGT) volt jelen a CcPV1 genomban. Egy E2BS volt az E2 ORF-ban (nt 3770-3781) és 8
az URR-ben (nt 7476-7487, 7661-7672, 7711-7722, 7794-7805, 7818-7829, 7858-7869, 7982-
7993, 73-84). Négy polyadenilacios jelet (AATAAA) azonositottunk a genomban, koztik a
feltételezett korai (nt 4351-4356) és kései (nt 7429-7434) mRNS polyadenylacios helyet, valamint

tovabbi két jelet nt 6399-6404 és nt 7704-7709-nél.

4.2.4. Papillomavirus torzsfa rekonstrukcio

Ahhoz, hogy meghatarozhassuk az 6z-papillomavirus helyét a Papillomaviridae csaladon beliil,
elvégeztiik a frissen meghatdrozott virusgenom filogenetikai vizsgalatat. Az elemzésbe vont 71
papillomavirus genom teljes L1 ORF szekvencidjanak és a négy f6 ORF (L1, L2, E1 és E2)
Osszevont szekvencidjanak (3861bp) illesztését neighbour-joining (NJ) és maximum parsimony
(MP) modszerekkel vizsgalva megallapitottuk, hogy a CcPV1 jol elkiiloniild, 6nallé agon

helyezkedik el az OPV ¢és a tobbi ismert szarvasféle papillomavirus kézott a delta-papillomavirus
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genusban (10. abra). Az elemzést a Phylip programcsomaggal elvégzett tavolsdgi matrix és
parszimdnia modszerek is alatamasztottdk, azonos topoldgiat, és majdnem megegyezd bootstrap
értékeket eredményezve. A nyolc delta-papillomavirus f6 ORF-jeinek (E6, E7, E1, E2, L1 és L2)
valamint az URR szekvencidk 6nallé illesztésébol szamitott NJ és MP torzsfak minden esetben az

Osszevont ORF illesztés torzsfajaval azonos topoldgiat mutattak.
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10. abra: (a) A CcPV1 és tovabbi 70 papillomavirus (I1d. kiegészitd tdblazat) 3861bp hosszi négy
ORF-bél (E1-E2-L2-L1) 6sszevont szekvencidjanak neighbour-joining (NJ) médszerrel szamitott
torzsfaja. (b) A delta papillomavirus genus (satirozott) tagjai kozti filogenetikai tdvolsagokat
abrazolo NJ torzsfa. Az azonos elagazasokon feltiintetett bootstrap értékek koziil a felsék NJ, az
alsok pedig maximum parsimony elemzés eredményei. A megjelenitett filogenetikai vizsgalatok

MEGAA4 programmal torténtek (mérce: egy nukleotid poziciora esd bazis szubsztitucid).
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4.3 Okolégiai és jarvanytani vizsgalatok
4.3.1. Az 6z papillomatozis elterjedése Magyarorszagon

Az 1201 VGE-nek kikiildott kérd6ivbol 539-et kiildtek vissza kitoltve. A valaszadasi arany igy
45,3% volt, ami a VGE-k Osszteriiletének 50,9%-4t, azaz gyakorlatilag az orszag teriiletének felét
reprezentalta. A betegség eléfordulasat 293 VGE-bdl jelentették (a valaszadok 54,4%-a), ebbdl 200
tertileten (37,1%) rendszertelen, 93 teriileten (17,4%) pedig alland6 jelleggel. A megbetegedés
¢észlelésének gyakorisagat illetéen néhany évente 1-1 esetetet (DFI=1) 126 VGE-bdl (a pozitiv
tertiletek 43%-a), évente 1-2 eset eléfordulast (DFI=2) 109 VGE-bdl (37,2%), mig évi 2 esetnél
tobbet (DFI=3) 58 VGE-bdl (19,8%) jelentettek. A betegség jelenlétének a DFI kategoridkkal valo
Osszefiiggésének elemzésében hasznalt chi-négyzet proba szignifikans (p<0.001) kapcsolatot
mutatott az allando betegség jelenlét és a 2-es valamint a 3-as DFI kategoria, illetve a rendszertelen
betegség jelenlét és az 1-es és a 2-es DFI kategoria kozott. A megfigyelt gyakorisdgok varhato
gyakorisagokhoz vald viszonyanak mélyebb elemzését lehetové tevd asszociacios abrat (association

plot) mutatja a 11. abra.
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El6éfordulas

Nincs Idénként Allandé

Pearson
rezidualis:
12.90
D - -

4.00
2.00
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-2.00
-4.00

Gyakorisag

-9.51
p-érték =
< 2.22e-16
11. abra: A Pearson rezidualisokat a betegség el6fordulasi gyakorisag kategoriakra (DFI) vetitve
megjelenitd asszociacids adbra, amely atfedd, pozitiv és szignifikans (p<0.001) Osszefliggést jelez az

allando betegség jelenlét és a magasabb DFI értékek (2 és 3), valamint a rendszertelen betegség

jelenlét és az alacsonyabb DFI értékek (1 és 2) kdzott.

A betegség eléfordulasi gyakorisaganak valtozasat 60 VGE-ben (21,1%) csokkend, 187 VGE-
ben (65,6%) allandd, 38 VGE-ben (13,3%) pedig ndvekvd tendenciaval jellemezték. A bakok
kicsivel nagyobb szazalékban betegedtek meg (51,2%) mint a sutak (48,4%), de a kiilonbség nem
volt statisztikailag szignifikdns (McNemar-féle chi-négyzet teszt, kontinuitds korrekcidval,
p=0.7657). Az els6dlegesen érintett korosztdlyok ardnya a két ivaron beliil (bakok/sutdk) a
kovetkezo volt: gidak - 2,3%/2,8%, fiatalok -14,9%/35,8%, kdzépkoru bakok 56,6%, oreg bakok
26,2%, kifejlett sutdk 61,4% (12. &bra). A betegség eléfordulasi gyakorisaganak korcsoportok

kozotti eloszlasaban detektalt kiilonbségek szignifikansnak bizonyultak (Pearson-féle chi-négyzet
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teszt; p<0.001) egy-egy ivaron beliil. Elhullott 6zeken 34 VGE-ben (valaszadok 11%-a) talaltak

daganatos elvaltozast.

%

Bak Suta

0O Gida @ Fiatal m Kifejlett m Oreg

12. abra: A fibropapillomatodzis altal elsédlegesen érintett 6z korosztalyok

ivaronkénti eloszlasa.

4.3.2. Az eléfordulas predikcidja

Mind a betegség eléfordulasi, mind a betegség gyakorisagi adatokra épiilé random forest algoritmus
a kovetkezd valtozokat hasznositotta: nem 6ntozott szantdéfoldek (211 CLC-kod), legeldk (231
CLC-kéd), lombhullaté erdék (311 CLC-kod), vizfolyasok (511 CLC-kod) és 6z stirliség. A
megbetegedés kérddives adatok alapjan megéllapitott (adatszolgaltato VGE-k) és prediktalt (nem
véalaszold6 VGE-kel kibdvitett) térbeli elterjedését a 13. dbran mutatjuk be. A betegség jelenlétét a

DFI értékekkel jellemeztiik.

53



Prediktalt
3
2
- &
N 7l ar
LY ‘)"‘_‘i
-"ﬁ"ﬁrﬁ}‘ A
AMN O e
ﬁ; -] -
-1
- 0

13. abra: Az 6z fibropapillomatozis elterjedése és DFI értékekkel (1-3) jelolt el6fordulasi
gyakorisaga a Vadgazdalkodasi Egységekben (VGEKk) a kérddives felmérés alapjan (Megfigyelt) és
a Random forest algoritmusra alapozott predikcio a nem valaszol6 VGEKk teriiletére (Prediktalt).
DFI értékek: 0 — Nincs megbetegedés; 1 — Néhany évente egy-egy eset; 2 — Egy-két eset évente; 3 —

Tobb eset évente. Ures poligonok — Nem érkezett valasz.
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Mivel a betegség elterjedésének eldzetes, vizualis értékelése és a random forest altal szamolt
un. valtozo-fontossag értékek (,,variable importance value™) egyarant az alacsony fekvést teriiletek
¢s a 16 vizfolyasok szerepére utaltak a CcPV1 elterjedésében, ezért teszteltiik a betegség eléfordulas
valamint a szant6foldek, legeldk, lombhullatod erddk, vizfolyasok €s az 6z populacio stirtiség kozti
Osszefiiggést. A logisztikus regresszi6é eredménye szerint az 6z populécio siiriség (OR: 1.284, 95%
CI: 1.151-1.433, p<0.001) és a vizfolyasok jelenléte (OR: 1.318, 95% CI: 1.105-1.572, p=0.002)
novelte, a lombhullatdé erddvel valo teriilet boritottsag pedig csokkentette (OR: 0.974, 95% CI:
0.965-0.984, p<0.001) a CcPVI1 fertézés valdszinliségét (14. abra). A Pearson-féle korrelacios
egyltthatd elemzés igen gyenge pozitiv, de nem szignifikdns Osszefliggést mutatott (R: 0.07,
p=0.12) a vizfolyasok jelenléte és az 6z populacié striisége kozott. Gyenge negativ Osszefiiggést
(R: -0.244, p<0.001) talaltunk viszont a lombhullaté erd6vel vald boritottsag €s az 6z populacid
striiség kozott, illetve mérsékelt pozitiv dsszefiiggést a nem Ontdzott szanto6fold €s az 6z populacid

stirtiség kozott (R: 0.303, p<0.001).

a
o
o

0.8

o

1
e
@

ol

=
=
o

-

=
e
=

»

s
2
M

2
=
L
=

Betegség el6fordulas valdszinilisége
o

Betegség eléfordulas valésziniisége
Betegség eléfordulds valdszinilisége

10 12

o |

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 20 40 60 a0 o 2

ios s
Oz populacié siiriiség (km?) Lombhullaté erdék (%) Vizfolyasok (%)

14. abra: A logisztikus regresszio eredménye, amely szerint az 6z populacié stirtiség (A) (OR:
1.284, 95% CI: 1.151-1.433, p<0.001) és a vizfolyasok jelenléte (B) (OR: 1.318, 95% CI: 1.105-
1.572, p=0.002) ndveli, mig a lombhullaté erdok csdkkentik (C) (OR: 0.974, 95% CI: 0.965-0.984,

p<0.001) a CcPV1 fertézés valosziniiségét.
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4.3.3. Eurdpai eléfordulas

A szakirodalom atfogd tanulméanyozasa és az eurdpai vadegészségligyi adatbazisokban vald
keresések eredménye alapjan kijelenthetd, hogy az 6zek endémids jellegli fibropapillomatozisat
nem regisztraltdk mashol Eurépaban. A megbetegedést a felmérésben résztvevd egyik
vadegészségiigyi  laboratérium  sem  diagnosztizalta  Franciaorszagban, Svédorszagban,
Németorszagban vagy az Egyesiilt Kiralysagban.

Franciaorszagban az 1986 ¢s 2007 kozotti idészakban 10585 6z tetem korbonctani vizsgalatat
végezték el. Ezek koziil csupan egyetlen esetben diagnosztizaltak bor eredetli daganatot, egy 2005-
ben elhullva taldlt egyed szemhéjan taldltak egy sarcoid-szerii elvaltozast. A Svéd
Allategészségiigyi Intézetben 1947-t51 1982-ig megvizsgalt 4168 6z esetet feldolgozo
tanulmanyaban Borg (1991) nem emlit fibropapillomds elvaltozast a diagnosztizalt daganatok
kozott. Egy korabbi osszefoglaloban (Borg, 1970) viszont szerepel egy 6z fején lokalizalt, fibroma-
szerd, szoliter tumor fotdja. Az SVA 1986 és 2008 majusa kozott feldolgozott tovabbi 2417 6z
mintdjanak diagnozisai kozott szerepel még egy-egy szoliter bdr fibroma ¢és fibrosarcoma
diagnozisa.

A berlini [ZW-ben 1972 ¢és 2008 kozott vizsgalt 231 06z esete kozil egyben sem
diagnosztizaltak daganatos borelvaltozast. Az Egyesiilt Kiralysagban a VLA Diseases of Wildlife
Scheme (VLADoWS) adatbazisaban nem szerepelt bérdaganat a 2000 és 2008 kozott vizsgalt 70 6z

tetem diagnozisai kozott.

4.4 A gimszarvas-papillomavirus
4.4.1. Jarvanytani és kortani eredmények

A két kiilonb6z6 helyrdl szdrmazd egyed daganatdnak morfologiai tulajdonsdgai majdnem teljesen
azonosak voltak (15. dbra). Az ovalis, tomott képletek feliilete mérsékelt papillaris struktaraltsaga,

durva, szdrtelen, pigmentalt volt. Er6zidok csupdn az 1. eset néhany daganatos elvaltozasanak
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felszinén voltak lathatok. A daganatok metszéslapja az 6z daganatokhoz hasonldan sziirkésfehér,

szalonnas fényt volt.

1. eset

15. abra: Gimszarvas hastdjékarol szarmazo dsszetett €s szoliter, sotét barna szinli, szOrtelen,

egyenetlen feliiletli fibropapilloméak Ausztriabol (1. eset) és Magyarorszagrol (2. eset).

A mintdk szOvettani vizsgalata soran megallapitottuk, hogy mindkét daganat fibropapilloma,
amely f6 tomegét az irharétegben sarjadzd fibroblasztok, fibrocytdk és rostkotegek alkotjak. A
daganat feliiletét fedd epidermiszben hyperkeratdzis, parakeratdzis és acanthosis lathato, elszortan
gbécos gyulladdsos sejtes besziirddéssel. A ham stratum basale rétege intakt volt, tobb helyen
melaninban gazdag, €s jol kapcsolodott a bazalis membranhoz. A 3-6 hamsejt réteg alkotta stratum
spinosumban szintén megfigyelhetdé volt gocos pigment-felhalmozodas. A stratum granulosum
sejtjeinek citoplazmajaban jelentds mennyiségli basophyl granulum volt lathatd, ahol (a stratum
spinosummal egyetemben) tobb megnagyobbodott, koilocyta-szeri sejt is eléfordult. A stratum
corneum jelentésen megszélesbedett. A daganat stromajat nagyszamu, nagy, ovalis magva

fibroblast alkotta, amelyek kozott kisebb szamban megnyult magva fibrocyta kotegek helyezkedtek
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el. Ugyanitt, 6rvényszertien, laza, parhuzamos nyalabokba rendez6dé kollagén rostok haloja, illetve
nagyszamu vimentin-pozitiv fibroblast is lathato volt (Erdélyi és mtsai, 2009b).

IHC vizsgalattal a papillomavirus antigén jelenlétét mindkét mintdban kimutattuk. A virus
antigén elsdsorban a stratum granulosum koilocyta-szerii hamsejtjeinek magjaban, illetve ritkabban
cytoplazmdjaban, valamint a stratum corneum elszarusodd sejtrétegei kozott aggregalddott jol

lathatéan mindkét esetben (16. abra).

16. abra: A papillomavirus antigén (piros) aggregacidja a stratum granulosum sejtjeinek magjaban
¢s a stratum corneum elszarusodott sejtrétegei kozott. IHC, BPV1 ellenanyagokkal. Mérce = 100

pum.

A fenti mintdkat a CcPV1 esetében alkalmazott ISH modszerrel megvizsgalva a CePV
genomialis DNS-ét mindkét mintdban ki tudtuk mutatni. A virus DNS lokalizacidja mindkét
gimszarvas mintaban megegyezett a CcPV1 DNS 6z mintdkban kimutatott lokalizacigjaval.
Meglepetésiinkre, az epidermis hamsejtjein kiviil a 2. esetben a daganat kotészovetes stroméjaban

talalhat6 fibroblastok magjaban is kimutathat6 volt a CePV DNS (17. dbra).
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17. abra: CcPV1 L1 probbal elvégzett ISH vizsgalat eredménye: CePV genomialis DNS jelenléte
(sziirkéskék) a hamsejtek magjaban €s a kotdszovetes stroma fibroblastjainak €s fibrocytdinak

magjaban.

4.4.2. A kimutatott virus-DNS jellemzése

A PCR vizsgélat csupan az 1. eset fagyasztott szovetmintdjanak DNS kivonatabdl jart eredménnyel.
A 2. eset sikertelen PCR vizsgélata feltehetéen a formalin DNS kérositd hatasanak kovetkezménye
lehet. A kapott PCR terméket 588 bp hosszlisagban szekvendltuk és a GenBank adatbédzisban
EU881493 nyilvantartasi szammal helyeztiik el. Ahogy azt vartuk is, a szekvencia az L2 ORF 3’
termindlis szakaszanak felelt meg. A parcidlis CePV L2 ORF nukleotid (és aminosav)
szekvenciajanak a tobbi Delta-papillomavirus megfeleld genomszakaszaval vald Osszevetése a
kovetkezd szdzalékos hasonlosagi értékeket (Critical Identity Values - GraphAlign) mutatta: 93%
(92%) O6z-papillomavirus (CcPV1 — EF680235); 61% (58%) (fehérfarka) szarvas PV (DPV —

NC_001523); 58% (56%) rénszarvas PV (REPV — AF443292) és javorszarvas PV (EEPV —
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NC _001524); 64% (60%) juh PV (OPV1 — NC_001789) és 49% (38%) szarvasmarha PV (BPV1 —
NC _001522).

Kilenc delta-papillomavirus és a 16 PV (EcPV1) részleges L2 ORF nukleotid szekvencia
illesztésének neighbour-joining és maximum parsimony modszerrel elvégzett filogenetikai
vizsgalata megerésitette, hogy a gimszarvas-papillomavirus nagyon kozeli rokona az Oz-

papillomavirusnak (18. ébra).

100 (95) EEPV
84 (99) 92 (92) REPV
90 (89)
74 (87) DPV
31)(32)
o7 (93) 100 (99) [ CcPV1
100 (99) L
9 (84) (99) CePV1
100 (99) OPV1
100 (100) |____ OPV2
100 (100) BPV2
EcPV1
0.1

18. abra: Kilenc delta-papillomavirus (CePV — (EU881493) gimszarvas-papillomavirus; CcPV1 —
(EF680235) 6z-papillomavirus; DPV — (NC_001523) szarvas PV; REPV — (AF443292) rénszarvas
PV; EEPV — (NC _001524) europai javorszarvas PV; OPV1 — (NC _001789) juh PV1; OPV2 —
(U83595) juh PV2; BPVI1 — (NC _001522) szarvasmarha PV1; BPV2 — (M20219) szarvasmarha
PV2) és alo 1-es papillomavirus EcPV1 — (NC_003748) részleges L2 ORF nukleotid szekvencia
illesztésébdl szamitott neighbour-joining (NJ) torzsfa. Az elagazdsoknal feltlintetett bootstrap
értékek a nukleotid és az aminosav (zarojelben) szekvencia illesztések neighbour-joining (fent) és

maximum parsimony (alul) elemzésének eredményei.
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A CcPVI1 ¢és CePV egymashoz, illetve gazdafajaikhoz vald viszonyat tisztdzando,
Osszehasonlitottuk a Delta-papillomavirusok és gazdaik torzsfajat. Az dsszehasonlitdshoz jo alapot
szolgéaltattak az atfogo, 4510 emlds faj, molekularis torzsfajat felallitd friss kozlemény (Bininda-
Emonds, 2007) eredményei. Az emlds torzsfanak a szerz6 honlapjan elérhetd grafikai abrazolasabol
el6szor kiemeltiik a parosujju patasok csoportjat, majd a torzsfat, a vizsgalt fajok egymastol vald
elagazasi pontjainak filogenetikai tavolsagat és gyokerét megtartva egy egyszerlsitett torzsfat
rekonstrudltunk. Az igy rendelkezésre all6 két fa dgainak egyszer(i virus-gazda pdarositasa utan
kapott eredményt a 19. dbran szemléltetjiik. A két torzsfa parhuzamos topologiat mutatott, ami a
képez. A CePV és a CcPV1 viszonylag friss szétvalasa, valamint a CcPV1 és az 6z nem
parhuzamos elhelyezkedése azt valoszinisiti, hogy az éz-papillomavirus gazdavaltas révén alakult

ki egy CePV-vel k6z6s gimszarvas-papillomavirus 6sbol.

100 E CePV  ————————— Cervuss elaphus
01 CePVI

79 e Odocoilens '.w'rginimms_-
————————DPV"~ _ Rangifer tarandus
Capreolus capreolus

93 it
EEPY

OPV1
_|99 e (WS APiES

0PV2

BPVI1

e P 5
BPV2 08 tanrus

EcPV1

Alces alces

19. abra: A delta-papillomavirusok és gazdafajaik térzsfajanak 0sszevetésével demonstralhaté a
gazdafajhoz kotott evoluciora utald parhuzamos topologia. Az 6z-papillomavirus kivételt képez,

esetében a gazdavaltassal vald adaptacio valoszintsitheto.
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A papillomavirusok egyes kisebb taxondémiai egységein belil (pl. macska lambda-

papillomavirusok) jol dokumentalt a gazdafajhoz kotott evolucid (Rector és mtsai, 2007), viszont

tobb papillomavirus genus is igen tag és valtozatos gazdaspektrummal rendelkezik.

4.5. Uj tudomanyos eredmények
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1.

Az 6z papillomavirus (CcPV1) kimutatdsa PCR-rel, a teljes genom szekvenaldsa és
jellemzése
Az 6z papillomavirus (CcPV1) genomialis DNS in situ kimutatasa a fertézott szervekben in

situ hibridizacioval

. A gimszarvas papillomavirus (CePV) kimutatasa PCR-rel, tovabba a virus genomialis DNS

¢s a capsid antigén in situ kimutatasa a fert6zott szervekben in situ hibridizacioval illetve
immunhisztokémidval

Az 6z papillomavirus (CcPV1) és a gimszarvas papillomavirus (CePV) filogenetikai
jellemzése

Az 6z fibropapillomatdzis elterjedésének felmérése, 6kologiai és jarvanytani sajatossagainak
jellemzése

Az 6z fibropapillomatdzis foldrajzi elterjedésének predikcidja



5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. Kértan

Az Oz-papillomavirus fertézés pathomorfologiai és jarvanytani jellemzdi nagyon nagy hasonlosagot
mutatnak a fehérfarkil szarvas és mas Eszak-Amerikaban 6shonos szarvas fajok DPV fertdzéséhez.
A koros elvaltozasok, a DPV okozta noduléaris tiido-fibromatozis kivételével, azonosnak
tekinthetdk. A CcPV1 szerepének tisztdzasa a két esetben tapasztalt egyértelmii, bar enyhébb foku
tiido-fibrézis oktandban még tovabbi vizsgilatokat igényel. Az ezzel kapcsolatos kérdésekre a
virusfert6zés korai szakaszdban aktiv virusfehérjék és gének in situ kimutatdsara tett kisérletek
adhatnak megfeleld valaszt. Az, hogy a megbetegedés, ivarra vald tekintet nélkiil, elsésorban az
idésebb korosztalyok egyedeit érinti, a fiatal egyedekben elvaltozast okoz6 DPV fert6zéssel
ellentétben, az eurdpai €s az amerikai javorszarvas fibropapillomatdzisanak jarvanytanidhoz
hasonl6. Ez a sajatossag a megbetegedés kumuldlodo jellegére és az elvaltozasok lassu
regresszidjara utalhat, de a jelenlegi adatok nem teszik lehetdvé, hogy megbecsiiljiikk a betegség
lefolyasanak id6tartamat.

A gimszarvas papillomék korbonctani és korszovettani jellemzdi, valamint a virus antigén
lokalizécioja azonosnak mondhaté a kordbban leirtakkal (Moar ¢és Jarrett, 1985). Az IHC
reakcioban a CcPV1 és a CePV kimutatasara egyarant sikerrel alkalmazott BPV1 elleni
ellenanyagokkal valod keresztreakcid ténye tovabbi bizonyiték a Delta-papillomavirusok szoros
antigén rokonsagara. Sem a vizsgalt gimszarvas, sem az 6z esetekben nem talaltunk bizonyitékot a

daganatok szorodasara, illetve azok malignizalddasara.

5.2. Virologiai vizsgalatok

Az els6ként altalunk azonositott és jellemzett 6z-papillomavirus (CcPV1) filogenetikai és a kortani
vizsgalatainak eredményei alapjan kijelenthetjiikk, hogy ez a virus az 6z fibropapillomatdzis

korokozoja. Amint az varhato volt, a CcPV1 amplifikécio sikere azt tdmasztotta ald, hogy a tobbi
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Delta-papillomavirushoz hasonléan a CcPV1 genomja is episzomalis formaban van jelen az dzek
fibropapillomas elvaltozasaiban.

Ez a virus a Papillomaviridae csalad Delta-papillomavirus genusaba sorolhatd, és valamennyi
kozeli rokon virustdl eléggé kiillonbozik ahhoz, hogy javasolhato legyen 6nalld virus fajként valod
elismerése az ICTV részérél. Mindez annak ellenére is allithat6, hogy a CcPV1 és a legkdzelebbi
rokon EEPV és REPV L1 ORF-jének nukleotid hasonlésdganak mértéke (71.2 és 70.3%)
meghaladja az 0j PV fajok elkiilonitésére meghatarozott 70%-os kiiszobot (deVilliers €s mtsai,
2004). Véleményiink szerint a torzsfa egyértelmi, statisztikailag is maximalisan alatamasztott
topologidja, valamint a filogenetikai tavolsagok egyarant az 6nalld virus fajként valé meghatarozas
mellett szolnak.

Az el6szor szintén altalunk kimutatott gimszarvas-papillomavirus DNS szekvencia
filogenetikai és kortani jellemzo6i ezt az 10 virust is a Delta-papillomavirus genusba soroljak.
Ezaltal, a mi eredményeink is alatamasztjak Moar ¢s Jarrett (1985) Southern blot eredményeit,
melyek szerint az altaluk vizsgalt gimszarvas fibropapilloméaban kimutatott papillomavirus koézeli
rokonsagban all a BPVI1-gyel és BPV2-vel. Bar az altalunk vizsgalt L2 szekvencia a Delta-
papillomavirus genomok mésodik legvéltozékonyabb ORF-je (Garcia-Vallvé és mtsai, 2005), ennek
ellenére alkalmas a genuson beliili filogenetikai viszonyok rekonstrukciojara, elsdsorban tavolsagi
matrix alapt szdmitasokkal (mint pl. a neighbour-joining). A CcPV1 és a CePV kozti szoros
rokonsag valos mértékérdl majd a CePV teljes genomjanak szekvenaldsa utan lehet végleges képet

alkotni.

5.3. Okolégia és jarvanytan

A kérddives felmérés eredménye igazolta a betegség el6forduldsat a korabbi vizsgalatok éaltal
(Kocsner, 1996; Kocsner, 2001; Takacs ¢s Nagy-Bozsoki, 1998) azonositott teriileteken, valamint

az Osszes olyan teriileten is, ahonnan a koradbban intézetiinkbe kiildott mintdkon diagnosztizaltuk a
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megbetegedést. Tobb, a kérddivben fertézottként azonositott, teriilet statusat, a felmérést kovetden
bekiildott mintak vizsgalataval is megerdsithettiik.

A betegség elofordulasanak a gazda striséggel és a vizfolyasokkal kimutatott pozitiv
statisztikai kapcsolata, valamint a két utobbi valtoz6 kozotti dsszefliggés hianya azt valdszinisiti,
hogy a vizfolyasoknak 0nallé hatdsa lehet az 6z fibropapillomatézis elterjedésére. Az egyik
lehetséges magyarazat erre az eredményre az lehet, hogy ezek az élohelyek kifejezetten elonyosek a
Ezt a hipotézist természetesen kisérletben is tesztelni kellene. Mindenesetre, nem zarhat6é ki
ezeknek az ¢élohelyeknek a mezdgazdasagi mivelésii teriileteken ¢él6 6zpopulacid fokozott,
jarvanytani kdvetkezménye is lehet.

Az 6z populaciok genetikai strukturalédasanak és az 6z fibropapillomatdzis endémias,
foldrajzilag behatarolt elterjedésének egybeesése tovabb erdsiti az 6z populacidok fogékonysagat
befolyasold gazdaspecifikus genetikai tényezdk potencidlis hatdsanak lehetdségét (Erdélyi és mtsai,
2008). Felvetddik ugyanis, hogy amennyiben a tobbi eurdpai 6zpopulacio is fogékony lenne a
CcPV1 fertzés irant, akkor a magas atlagos 6zstirliségek (pl. Franciaorszag: 9,503 km™,
Magyarorszag: 3,404 km™) az altalanos, mindenhol jelenlevé kornyezeti stressz-tényezok és az
endémias teriiletekrdl tortént ismételt betelepitések nyoman (Vernesi és mtsai, 2002), a CcPV1
fertdzésnek mar Eurdpa mas részein is nagy valoszinliséggel meg kellett volna jelenni.

A CcPV1 gazdavaltassal vald kialakulasanak valoszinliségét a molekuléris filogenetikai
vizsgélatok mellett az a tény is tovabb erdsiti, hogy a gimszarvas fibropapillomatézis (azaz a CePV)
szorvanyosan Europaszerte eldfordul, mig az 6z fibropapillomatézis (CcPV1) csupan a Karpat-
medencében endémids, egy genetikailag is lehatdrolhatd, feltehetéen fokozottan fogékony

gazdapopulécioban (20. abra).
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20. abra: Europai felmérésiink alapjan 6z fibropapillomatézistol
mentes teriiletek (z6lddel), az endémids teriilet (narancssargaval) és a gimszarvas

fibropapilomatdzis esetek tdgabb kornyezete (pirossal).

Kivitelezhetdsége ¢és gyakorlati hasznossaga mellett, az altalunk alkalmazott felmérési
modszer gyengéje az, hogy a kérddivvel begylijtott kategorikus adatokbol nem Ilehetséges
klasszikus jarvanytani mutatokat szamitani (pl. betegség prevalencia és incidencia) és hogy a
valaszadok altal szolgaltatott becslésekben még igy is eléfordulhat torzitas. Ez elsdsorban ott

feltételezhetd, ahol a betegség eldfordulésa ritka és felismerésének pontossaga alacsony.
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Mindenesetre, vizsgalataink eredményei azt jelzik, hogy a kérddives felméréseknek van
lehetnek ilyen vizsgalatok targyai, amelyek konnyen felismerhetok, megjelenésiik jellegzetes, €s
nem téveszthetdk Ossze til konnyen mas koérképekkel. Ilyen szempontbdl a fibropapillomatdzis
alkalmasnak tekinthetd kérddives felmérésre, de itt emlitheté a rétisasok un. ,,pinching oftf”
szindroméjaként ismert tollfejlédési zavar is (Miiller €s mtsai, 2007). Véleményiink szerint a teriileti
alapon szervezddé vadgazdalkodasi és természetvédelmi szervezetek és rendszerek alkalmasak
lehetnek arra, hogy alapadatokat szolgéltassanak egyes vadbetegségek el6fordulasardl,
elterjedésérol, és azok vélt vagy becsiilt hatasardl illetve jelentéségérél. Az ilyen tajékozodd
vizsgalatok eredményeire a késObbiekben konkrét korokozok vagy gazda populdciok monitoringja

¢s célzott kutatasok alapozhatok.
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6.  Osszefoglalas

Vizsgdlataimmal a magyarorszagi 6zallomanyokban rendszeresen eléfordulo daganatos
borelvaltozdsokkal kapcsolatos oktani, kortani és jarvanytani-Okologiai ismeretek hidnyéat
igyekeztem betolteni. Dolgozatomban ismertetem tovabbd a gimszarvas bdérdaganatok hasonld
mélységll vizsgalatanak eredményeit €s a korokozoként azonositott virusok evolucios kapcsolatarol
kialakitott megallapitasaimat.

A betegség az 6zeken konnyen felismerhetd bordaganatok kialakuldsaval jar, és nagyon
hasonlit az Eszak Amerikai szarvasfélékben ismert szarvas papillomavirus (DPV) fertézéshez.
Molekularis bioldgiai mddszerekkel azonositottuk az eddig ismeretlen 6z-papillomavirust és az
elvaltozdsokban kimutattuk mind a papillomavirus antigén (immunhisztokémiai vizsgalat), mind az
Oz-papillomavirus genom jelenlétét (in situ hibridizdcid). A daganatok, ivartdl fiiggetleniil,
leggyakrabban a kifejlett egyedekben jelentkeznek, valtozatos nagysaguiak és igen nagyok is
lehetnek, ami felveti a fert6zés kumulativ tendencidjanak lehetdségét. Megallapitottuk, hogy az 6z-
papillomavirus (CcPV1) fertézés okozta bérdaganatos megbetegedés endémids a Karpat medence
6z populaciodiban (Magyarorszagon, Ausztriaban, Horvatorszagban és Szlovékidban). A CcPV1
elterjedése véleményliink szerint valdban csak az altalunk azonositott teriiletekre korlatozodik, amit
az europai vad-patologusok korében (Spanyolorszag, Franciaorszag, Egyesiilt Kirdlysag, Portugalia,
Svédorszag és Németorszag) elvégzett felmérésiinkre, valamint arra a tényre alapozunk, hogy a
szakirodalomban Eurdpa maés teriileteir6l nem taldlhato a betegségre vonatkozo6 kozlés. A betegség
iranti fogékonysag alakitdsdban a gazdapopulaciok kozti genetikai kiilonbségeknek is szerepe lehet,
mivel az eurdpai 6z kordbbi vizsgélatok altal definidlt két f6 genetikai csoportja (dél- és kelet-
eurdpai illetve nyugat-, kozép- és észak-eurdpai) kozti hatdvonal egybeesik a CcPV1 elterjedésének
nyugati hatdrdval. A megbetegedés magyarorszagi elterjedését egy minden vadgazdéalkodasi
egységre (VGE) kiterjedd kérddives felméréssel térképeztiik fel. A kapott adatok térinformatikai és
statisztikai értékelése soran megallapitottuk, hogy a korkép jelenléte pozitiv kapcsolatot mutat az 6z

populécio striiségével és a vizfolyasok jelenlétével, mig az erddsiiltség csokkenti a fertdzés
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valoszintiségét. A Random forest algoritmusra alapozva prediktaltuk a betegség eldforduldsanak
valdsziniiségét a nem valaszold6 VGE-k tertiletére.

A magyarorszagi fibropapillomas bdrelvaltozasokbol amplifikaltuk és szekvenaltuk az
altalunk leirt 6z-papillomavirus (CcPV1) teljes genomjat, amely 8032 bp hosszu, tartalmazza a
delta-papillomavirusokra jellemzé ORF-eket (E6, E7, E1, E2, E4, E5, E9, L2 és L1) és a 799 bp
hosszi nem ko6dold, szabalyozo régidt (URR) is. A négy f6 ORF (E1, E2, L2, L1) 3861 bp hossza
Osszevont illesztésén és a {6 ORF-ek 6nallo illeszésén alapuld filogenetikai vizsgélataink szerint a
CcPV1 a juh és a tobbi szarvasféle papillomavirusai kozott, egy onallo agon helyezkedik a
Deltapapillomavirus genuson beliil. A CcPV1 L1 ORF szekvencia a javorszarvas (European elk
papillomavirus), valamint a rénszarvas-papillomavirussal (Reindeer papillomavirus) mutatta a
legmagasabb foku hasonlésagot (71,2% és 70.3%).

Magyarorszagon, Ausztridban és Spanyolorszagban szérvanyosan gimszarvason (Cervus
elaphus) is regisztraltdk bordaganatok eléforduldsat. Egy-egy magyarorszagi és ausztriai eset
szovettani vizsgalataval megallapitottuk, hogy kifejezett fibroblast proliferacioval és a hamréteg
hypekeratozisaval, parakeratozisaval és acanthosissal, valamint helyenként gocos gyulladassal jard
fibropapillomas elvaltozasokr6él van szd. Az elvaltozdsokban immunhisztokémiai vizsgalattal
kimutattuk a papillomavirus antigén, in situ hibridizaciéval pedig a CcPV1-hez hasonldé DNS
jelenlétét. PCR reakcidval az osztrak mintabdl és spanyol DNS kivonatokbdl sikeresen kimutattuk a
papillomavirus DNS jelenlétét. A gimszarvas-papillomavirus részleges L2 ORF szakasza magas
foku hasonlésdgot mutatott a delta-papillomavirusok homolog szakaszaival, elsdsorban a CcPV1-
gyel (93%). A részleges L2 szekvenciara alapozott neighbour-joining és maximum parsimony alapu
filogenetikai vizsgalat megerdsitette, hogy a gimszarvas-papillomavirus nagyon kozeli rokonsagban
all az 6z papilomavirussal és feltételezésiink szerint gimszarvas-papillomavirus lehet a nem tal

régen kialakult 8z-papillomavirus Ose.
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7. Summary

In this study I attempted to fill in the knowledge gaps regarding the etiology, pathology,
epidemiology and ecology of the cutaneous neoplastic disease occurring regularly in Hungarian roe
deer populations. In my theses I disclose the results of the similarly detailed study of sporadically
occurring red deer skin tumours and the evolutionary relationship between the viruses identified as
the causative agent of the above diseases.

Roe deer fibropapillomatosis is a wide-spread disease occurring endemically at low
prevalence in roe deer populations of the Carpathian basin (Hungary, Austria, Croatia and
Slovakia). Pathological features of CcPV1 infection closely resemble DPV infection of North
American cervids. We identified a novel roe deer papillomavirus (CcPV1) by molecular methods
and have also demonstrated the presence of both papillomavirus antigen (by
immunohistochemistry) and viral DNA (by in-situ hybridisation) in the lesions. Tumours most often
occur in older adults of both sexes, they can greatly vary in size and may eventually become very
large, suggesting a cumulative tendency in the incidence of the infection. Based on enquiries among
European wildlife pathologists in Spain, France, UK, Portugal, Sweden and Germany, and the lack
of scientific reports on the occurrence of fibropapillomas of roe deer elsewhere in Europe, we
suspect that the distribution of CcPV1 may be limited to the above mentioned populations. The
possibility of genetically determined differences in susceptibility of host populations can not be
excluded, since the boundary between the two major genetic clusters of European roe deer
populations (Southern and Eastern European vs. Western, Central and Northern European)
established by earlier studies corresponds to the westernmost distribution limits of CcPV1. The
distribution of the disease was assessed by a questionnaire survey among Hungarian game
management units (GMUs). By statistical and GIS methods we established that disease distribution
showed positive correlation with roe deer population density and the presence of waterways while
the presence of deciduous forests decreased the odds of CcPV1 infection. The probability of disease

occurrence was predicted for non-responding GMUs by the Random forest algorithm.

71



The complete genomic DNA of CcPV1 was amplified and sequenced from skin lesions of
Hungarian roe deer. The CcPV1 genome was 8032 bp long and contained open reading frames
(ORFs) typical for Delta-papillomaviruses (E6, E7, E1, E2, E4, ES5, E9, 1.2, and L1) and a 799 bp
long untranslated regulatory region (URR). Phylogenetic analysis based on the 3861bp long
concatenated sequence of the E1-E2-L2-L.1 ORFs and on separate alignments of all major ORFs
using both Neighbour-Joining and Maximum Parsimony methods placed CcPV1 on a distinct
branch between Ovine papillomavirus 1 and the other deer papillomaviruses within the Delta-
papillomavirus genus, although pairwise nucleotide alignments of L1 ORF sequences determined
highest identities with European elk papillomavirus (71.2%) and Reindeer papillomavirus (70.3%).

Sporadic occurrence of fibropapillomas on red deer (Cervus elaphus) was registered in
Hungary, Austria and Spain. Histological examination of the Hungarian and Austrian cases
classified the tumours as fibropapillomas, showing marked proliferation of fibroblasts and
connective tissue, accompanied by the hyperkeratosis, parakeratosis, acanthosis of the overlaying
epidermis, and occasional foci of inflammation. The presence of papillomavirus antigen and of a
DNA sequence very similar to CcPV1 DNA was demonstrated by immunohistochemistry and in-
situ DNA hybridisation in both cases. Papillomavirus specific DNA was successfully amplified by
PCR from the Austrian and Spanish samples. The partial nucleotide sequence of the Red deer
papillomavirus L2 ORF exhibited highest critical identity values with the homologous regions of
Delta-papillomaviruses, especially the Roe deer papillomavirus (93%). Phylogenetic analysis of the
partial L2 ORF sequence alignment of 10 papillomaviruses confirmed that the red deer PV is very
closely related to the CcPV1. Furthermore, the phylogenetic analysis of Delta-papillomaviruses

suggests that the Red deer papillomavirus could be a fairly recent ancestor of CcPV1.
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M.2 Kérdoiv — kisérolevél
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1149 Budapest, Tabomok u. 2. Fax: 06-1-2525177

e-mail: kerdelyi@gmail com

Tisztelt Vadgazdalkoda!

Magyarorszag egyes Ozalloméanyaiban rendszeresen elofordul egy, a kozvelemsnyt
folyamatosan ﬂ.‘-gla[kﬂEtEID daganatos bdrelvaltozasokkal jaré megbetegedés. Ezek a
barelvaltozasok igen kiterjedtek €s taszitok leheinek (1d. a hatlapom mellékelt képeket es
leirast). A vadgazdalkodok korében a megbetegedésnek tulajdonitott jelentdséget az Orszagos
Allategésrségiioyl Intézetbe (QOAL) az elnmilt évek soran bekiilddtt ndvekvd szimm vizsgalat
munta 1s jelzi.

Ma mar tudjuk, hogy a kérdéses betegség, a bér joindulata, kitoszévet-szaporodassal jard
daganata, azaz fibropapilloma A betegséget vadfajonkeént elkiildnils papillomavimus ckozza,
amelyek emberre weszélytelenek Az Ozekben eléforduld fertdzések altalinos kértani
hatasarol keveset tudunk, de a nagy htm]ednsu, latast, tapla[kst és mozgast 15 korlatozo
bérdaganatokon til, ualusz:lmﬂeg egyéb szervi elvaltozasokat is okozmak, ame]].rek wegiil
dltalanos kondicid-romlashoz vezethetnek. A korokozd feltehetden wérszive rovarok
csipésével €5 borsérillések fertdzodeéseével terjed. A betegség illetve a borelvaltozasok az
esetek egy részében a kialakulo mmmunitas hatasara gyogyulnak, ezt a folyamatot viszont
kiilsd tényezdk, mint pl. a ndvekvd stressz, vektor- és gazdapopulacid siiriiség, sth. negativan
befolyasolhatjak, ami véziil az esetek halmorzddasahoz vezethet a populacidban

A meghetegedéssel kapesolathan felmeriils kérdések tisztizasara az OAI és a godollai Szent
Istvin Egyetem Vadbiologiai és Vadgazdilkodisi Tanszékének srakemberei villalkoztak az
FVM Vadiszati Haliszati és Virgardalkodisi Féosztalyinak timogatisaval Ezzel a
keérdoivvel, a megbetegedés orszagos elterjediséget és vadgazdalkodasi jelentdségst
szeremeénk felmémi. A beérkezd adatok alapjan lehetdsép nyilik majd az &z papillomavirus
kartételének és elterjedtzégénel értékelésére, elterjedését befolyasold tényezdk elemzésére,
vadgazdilkodasi és védekezési javaslatok kndolgozasara.

Az Ongk altal kézslt adatokat bizalmasan kezeljik, és kizarolag a tanulmény elkészitéséhez
haszmaljuk fel. A felmérss eredmeényeit nem vadgazdi[kndﬁsi egység szinten kazdljik, izy a
szolgaltatott mformaciok a vadgazdalkodasi egjlseg erdekervel szemben nem hasmmalbatok
fel Ugj,ra.uez vonatkozik a vadgazdalkodasi egység 'D[smgns Vadgazdalkodasi Adattarban
srerepld OGzillomamy adatainak ﬁ]hasznalam is, melyekre a korokozo Gkologial
vizsgalatihoz van szilkség. Kériik, hogy ezen adatok felhasznalasahoz a kérddiven szerepld
nyilatkozat aldirasaval jaruljanak hozza.

Az adatlap figyelmes elolvasasa, kitdltése (a megfeleld valasz beikszelésével) s aldirdsa utan,
keénjiik, juttassa azt vissza az Orszigos Allategészsépiipyl Intézet cimeére, legkeésdbb 2006
apnlis 30-ig. Ha a kitéltéssel kapesolatban barnmlyen kérdése van, a 06-1-4606336 11l a 06-
20-9572776-es (dr. Erdélyi Karoly) telefonszdmon szivesen adunk felviligositast.

Sepitsézét elore 15 kiszonyiik!

Budapest, 2006. 03. 01.

dr. Erdélyi Karoly
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M.3 Kérdoiv — abra

S .: x
Jellegzetes dagamatos elvaltozisok egy dzbak hitsé libain és fején. Az elvaltozisok a
borsonyitdl a férfifkil nagysighig birmilyen méretire fejlidhetnek. Altaliban tibb
daganat alakul ki egyidejileg, de nagysiguk eltérd lehet. Feliiletiikin hamsériilés,
belsejiikben elhalis és gennyesedés is kialakulhat.
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M.4 Kérdéiv — tirlap

Onkéntes adatkiizlé lap az 6zek daganatos
hirelvaltozasinak eldfordulasaral

L.1. Elofordul-e teriiletiikin a mellékelt képeken lathato borelvaltozasollkal jare meghetegedes?
Nem [  Idénként (1  Allando jelenlét [

1.2. Milyen gyakorisaggal talilnak bérdaganatos allatot?
Evente tobb beteg [1  1-2beteg évente (|  Néhiny évente 1-1 [

1.3. A leginkabb érintett bak korosztaly:
Gida [0  Fiatal (]  Kézépkora (1 Oreg [

1.4. A leginkabb érintett swia korosztaly:
Gida [J Fiatal [] Oreg [

1.5, Elhullva talilt allatokon észlelnek-e daganatos elvaltozast?
Igen [ Nem [

1.6. Az eléfordulis gyakorisaganak valtozasa az utobbi 5 évhen.
Nott (1 Allandé [1  Csélkkent (]

1.7. Mas fajokon (pl. gim, dam, mezei nyal) észleltek-e hasonld borelvaltozast?
(Ha igen, melyiken?)

Igen [ Nem [

1.8. Egyéb megjegyzeés, vélemeény, megfigyeles:

Nyilatkozat
Hozzajamlok, a vadaszteriiletiinkre és dzallomanyara wonatkozo Orszages Vadgazdalkodasi Adattarban
szereplé adatoknak a  Magyarorszagl dzallomanyck fibropapillomas fertzottségének felmérése és a
betegséz cktananak tisztizasa” cimii kutatasi témdban vald felhasmnaldsahoz.

2006.

2

Vadasztarsasag Elndke
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