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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

1.1. A munka el6zményei

A vadon ¢l6 allatokban nagyobb gyakorisaggal el6fordulé daganatos
elvaltozasok tilnyomé héanyadéarol bebizonyosodott, hogy oktanukban komoly
szerepet jatszanak a virusfertézések. Ezek a megbetegedések leginkébb
fajspecifikusak és gyakran endémidsak, azaz egy-egy foldrajzilag is behatarolhato
populaciora jellemzéek. A legismertebb ilyen korképek a szarvasfélék
papillomavirusok okozta bérdaganatai (Sundberg és mtsai, 2001), a tengeri teknds
fajok herpeszvirus fertdzéshez tarsult fibropapillomatozisa (Lackovich €s mtsai,
1999), az erdei mormotdk hepatitis virus (woodchuck HV, WHV) okozta
hepatocellularis carcinomdja (Tyler és mtsai, 1981), a gyapotfarki nyal Shope
fibroma virus (himldvirus) okozta fibromdja (Robinson ¢és Kerr, 2001), stb. A
halmoz6doé tendenciat mutaté daganatos megbetegedések esetében természetesen az
ember okozta kdrnyezetszennyezés, radioaktiv sugarzas, stb. Szerepe is jelentds lehet,
de az esetek nagy részében nem nevezhetdk kozvetlen koroknak.

A magyarorszagi Ozallomanyok egy részében rendszeresen el6forduld,
halmoz6dé daganatos jellegli borelvaltozasokat lehet megfigyelni. Kocsner (1996) ¢és
sajat korabbi vizsgalataink szerint a kérdéses elvaltozas, a tobbi szarvasféle
bérdaganatos koérképéhez hasonloan, a bor hamrétegébdl kiinduld joéindulaty,
kotészovet-szaporodassal jard, virusos eredetli fibroma illetve fibropapilloma. A
vadgazdalkodok a megbetegedéssel jar6 szembetlind borelvaltozasokat igen
taszitonak talaljdk (nem ritka a férfiokdlnyi daganat sem) és idonként a kdzvéleményt
is foglalkoztatja a probléma. A betegség oktanat illetden sok tévhit kering a
koztudatban, amely a kornyezetszennyezés (pl. hulladékégetdk), vagy a csernobili
balesetbdl szadrmazd sugarfertézés (Takacs és Nagy-Bozsoky, 1998) kovetkez-
ményének vélve a kort.

Ezzel ellentétben, szakmailag minden érv a virusos eredet mellett szolt. A
papillomavirusokra altaldban jellemzd fajspecifikussagbol ¢és az elvaltozasok

jellegeébdl kiindulva feltételeztiikk, hogy az 6zek megbetegedésének korokozojat a



Deltapapillomavirus genusban, a tobbi szarvas faj fibropapillomatdzist okozo

virusdnak kozvetlen rokonsagaban kell keresni.

1.2. Célkitiizések
Az 0z (valamint a gimszarvas) fibropapillomatézis atfogd jellemzése, a fentickben
vazolt kérdéskorok tisztazasa érdekében, a kovetkezd kutatasi célkitizéseket
fogalmaztam meg:
Az 0z papillomavirus:
- leirasa, teljes genomjanak meghatarozasa
- a genom filogenetikai elemzése
- kiilonb6z6 eldfordulasi helyekrdl szarmazo izolatumok 0sszehasonlitasa
- elterjedtségének felmérése Magyarorszdgon
- kortananak és jelentdségének vizsgalata
- elterjedését befolyasold tényezdok elemzése
Valamint 6sszehasonlito céllal:

- a gimszarvas fibropapillomas elvaltozasanak €s oktananak jellemzése



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kortani vizsgalatok

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbe 2004-t61 2006-ig, az orszag valamennyi
részerdl beérkezett dztetemeket teljeskorti diagnosztikai vizsgalatnak vetettiikk ala
(korbonctan, kérszdvettan, bakteriologia, stb.). Ebben a harom éves iddszakban 42 6z
esetet vizsgaltunk, amelyekbdl korszovettani vizsgdlatra és DNS kivonas céljara
gyljtottiink szovetmintakat. Kiilfoldi fibropapilloma-gyants elvaltozasokbol friss
vagy fixalt szoveteket, vagy az elvaltozasbol kivont DNS mintakat kaptunk.

A gimszarvas fibropapillomdk vizsgéalatait egy Also-Ausztridban 2004-ben
elejtett egy éves, novendék gimbikabol és egy Magyarorszagon 2007-ben a
Kaposvari Egyetem bdszénfai szarvasfarmjan rutin, ellenérzd vizsgalat céljara kilott,
egy éves gim indbodl szarmazd daganatmintan végeztiik.

A formalinban fixalt majd paraffin blokkokba &4gyazott szdvetmintdkbol
készitett metszeteket hematoxilin-eozin festéssel, immunhisztokémiaval (IHC) és in
situ hibridizacidval (ISH) vizsgaltuk. A szovettani elvaltozasokat ¢s az IHC és ISH
reakcidkat fénymikroszképos  vizsgalattal  értékeltik ki. A virusantigén
daganatszovetben valdo kimutatasira egy () immunhisztokémiai modszert
alkalmaztunk (Erdélyi és mtsai, 2009b).

A virus genom jelenlétét és annak lokalizacidjat a daganatszovetben a szovettani
metszeteken elvégzett in situ DNS hibridizacidval vizsgaltuk. A reakcioban a CcPV1
genom L1 ORF régiojabol (nt 6407-6798; EF680235) PCR-rel szintetizalt 392 bp
hossza DIG-gel jelolt DNS probat hasznaltunk.

2.2. Virologiai vizsgalatok
A virologiai vizsgalatokhoz a korbonctani vizsgalatok soran gyijtott, majd
homogenizalt daganatszovet €s bormintakbol vontunk ki DNS-t.
Az 0z- ¢és a gimszarvas-papillomavirus DNS daganatszévetekbdl valod
kimutatdsara sajat tervezésii polimeraz lancreakciot (PCR) alkalmaztunk (Erdélyi és
mtsai, 2008) amely a szarvasfélék delta-papillomavirusainak detektaldsara alkalmas.

A primerek tervezéséhez az addig ismert hdrom, szarvas fajokbol izolalt



papillomavirus genom teljes nukleotid szekvencidjanak (GenBank-i azonositok:
DPV, NC 001523; EEPV, NC 001524 ¢s REPV, NC 004196) illesztését hasznaltuk.
A primerek altal felerdsitett PCR termék az L1 és L2 ORF egymassal szomszédos
régidit (talnyomorészt az L2-t) foglalja magaba, nagysaga koriilbeliil 730 nukleotid
bazis-par (bp).

A teljes 6z-papillomavirus genom-szekvencia meghatarozasaban tobb polimeraz
lancreakciot is alkalmaztunk. Az el6szor detektalt szekvencia terminalis szakaszaibol
kiindulva, eldszor a cirkularis genom fennmarado részét erdsitettiik fel KOD Hot
Start DNS polimerazzal, majd ezt a terméket (7900 bp) a tovabbiakban templatként
hasznélva hataroztuk meg a genom ismeretlen részének nukleotid szekvencidjat. A
teljes genom-szekvenciat végiil 27 darab, részben degeneradlt primer segitségével
felerdsitett genom szakaszok direkt, illetve pGEM-T (Promega) plazmidba vald
klonozas utani szekvenalasaval hataroztuk meg.

A teljes 06z- ¢és gimszarvas-papillomavirus genomot a cirkuldris DNS
mennyiségének megsokszorozasara alkalmas, Phi29 bakteriofag DNS polimerazt
hasznosit6 ,rolling cycle amplification” (RCA) moddszerrel amplifikaltuk. A
felszaporitott virus DNS-t a genomban csak egy hasitdsi hellyel rendelkezd
restrikciés enzimmel (Sacl) emésztve linearizaltuk, majd az 06z papillomavirus
genomot pUC19 plazmidba klonoztuk.

Az 6z-papillomavirus filogenetikai jellemzését az L1 ORF teljes szekvencidjara,
valamint a négy f6 ORF (L1, L2, El1 ¢és E2) egyesitett, 3561 bp hosszusagu
szekvencigjara alapoztuk. Mindkét elemzéshez tovabbi 70 teljes genomot
valasztottunk ki a génbankban rendelkezésre 4all6 papillomavirusok koziil. A
gimszarvas-papillomavirus filogenetikai vizsgéalatai a részleges L2 ORF aminosav
szekvencidkra igazitott nukleotid szekvencidkon torténtek. A filogenetikai
vizsgalatokat neighbour-joining és maximum parsimony modszerrel végeztiik.

A papillomavirusok altaldnos leirasa a teljes genom-szekvencia elemzés
eredménye alapjan torténik. A jellemzés része a genom hossza, a ,.klasszikus” ORF-
ek azonositasa és leirdsa, a nem kodolo, terminalis szabalyoz6 genomszakasz (URR)

hossza és Osszetétele, valamint a szabalyozo nukleotid szakaszok megléte, szama ¢és
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lokalizacidja a genomban. Kiszadmitottuk az azonositott virusfehérjék molekularis
tomegeit, valamint az 6z-papillomavirus és a kivalasztott papillomavirusok f6 ORF
szekvenciai koOzti hasonldsagot. A transzkripcios faktorok kotddeési helyeit,
jellegzetes motivumait és a fehérje doméneket, vagy manudlisan kerestiik, vagy
internetes keres6 szoftvereket és adatbazisokat alkalmaztunk erre a célra.

A daganatszovet virus-genom kopiaszdmanak meghatarozdsara egy EvaGreen
alapt valos-idejii PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) moédszert
alakitottunk ki.

2.3 Okolégiai és jarvanytani vizsgalatok

Az 0z fibropapillomatozis magyarorszagi elterjedésének  felmérésére és
2006 marciusanak végén postaztuk az Orszdgos Vadgazdalkodéasi Adattar (OVA)
nyilvantartdsaban szereplé 0Osszes (1201) vadgazdalkodasi egység cimére, ezzel
lefedve az orszag teljes teriiletét. A zart-végli kérdéiv mellé a felmérés céljat és a
megbetegedést bemutato kisérélevelet mellékeltiink, amely fényképes illusztraciot is
tartalmazott a jellegzetes elvaltozasokrol. A nem valaszoldé vadéasztarsasdgoknak
emlékeztetd leveleket postaztunk.

A kérddivben a betegség el6fordulasarol, a megallapitds gyakorisagarol, a
fertdzottség alakulasarol, a kiilonb6zd korosztalyok és ivarok érintettségérdl és az
elvaltozasok elhullott allatokon vald eléfordulasarol eldre definialt, kategorialis
adatokat  gyUjtottink. A gimszarvas  fibropapillomatosis  magyarorszagi
eléforduldsardl a kérddivben szerepld, egyéb fajok érintettségét firtatd kérdéssel
probaltunk informaciot szerezni.

Az 0zek bdrdaganatainak eurdpai eléforduldsanak ¢€s elterjedésének felmérésére
adatokat gytijtottiink a vadbetegségek diagnosztikédjaval foglalkozo, illetve vadon €16
allatokban megallapitott betegségek adatbazisait fenntarté Francia, Német, Svéd és
Nagy-Britanniai intézményektdl. A rendelkezésre 4ll6 adatbazisokbol az 6zekben
diagnosztizalt bdrdaganatokat, illetve sziikitve a papilloma, fibropapilloma é&s
fibroma diagnozisokat gyljtottiik ki €s rogzitettiik az adott idészakban megvizsgalt

6z minték teljes szdmat is.



A magyarorszagi 6zalloméanyokra, valamint kiilon a bakokra, sutdkra és giddkra
vonatkozo éves becslési €s teriték adatok az Orszdgos Vadgazdalkodasi Adattarbol
szarmaztak. Vizsgalatainkban az egyes vadgazdalkodasi egységek hat évet (2001-
2006) atfogd allomanybecslési adatainak teljes allomanyra vonatkozd atlagdbol
szamolt 6zpopulacid stirliségi adatokat hasznaltuk.

A Corine Land Cover 2000 (CLC2000) (EEA) adatbazis kornyezeti valtozoit
vadgazdalkodasi egységekre (VGE) levalogatva hasznaltuk fel a térinformatikai
vizsgéalatokban. A megbetegedés eléfordulasa szempontjabol ismert statuszit VGE-
ket a statusz és a teriiletiikre es6 CLC2000 felszin-boritottsag kategoriak aranyat
felhaszndlva rangsoroltuk a Random Forest szamitogépes algoritmussal (Breiman,
2001). A tovabbiakban a magyarorszagi 6z populécidsiiriiségi adatok ¢s a CLC2000
altal definidlt kornyezeti valtozok alapjan prediktaltuk az algoritmussal a
megbetegedés eléfordulasi statuszat a kérddivre nem valaszold VGE-k teriiletén és
ezaltal a tagabb foldrajzi elterjedest. A betegség elofordulasa és a kornyezeti
valtozok, valamint a gazdapopulacid sirliség kozotti korrelaciot logisztikus

regresszioval €s a Pearson-féle korrelacios egyiitthatdval jellemeztiik.



3. EREDMENYEK

3.1. Kortani vizsgalatok
3.1.1. Korbonctan és korszovettan

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbe a 2004-t6] 2006-ig terjedd
haroméves iddszakban diagnosztikai vizsgalatra érkezett 42 6z tetem koziil a
koérbonctani vizsgalat sordan 14 egyed borén taldltunk fibropapillomat. Ezek a
daganatok valtozdo szamuak, nagysaguak, pigmentaltak, lekerekedettek, tomott
tapintatiak voltak. Megfigyeléseink szerint atlagosan 3-5 cm atmeérdjiiek, de
esetenként elofordul 11-15 centiméteres elvaltozas i1s. Az egy allaton eloforduld
daganatok szama altaldban tiznél kevesebb, de nem ritkék az erdsen fertézott egyedek
sem, amelyeken akar 150 daganatos elvaltozasnal 1s tobb taldlhato. A
fibropapillomak jellemzden a fejen, nyakon, hason és a labakon, els6sorban azok
belso feliiletén helyezkednek el.

A daganatok felszine né¢ha papillas szerkezetet mutat, de az igazén jellemzd
daganat sima felszinli, szdrtelen, tomott képlet, amelyet sima verrukdézus hamréteg
fed. A ham leginkdbb pigmentalt, €és a nagyobb daganatok feliilletén gyakran
fordulnak el6 er6zidk, gennyes folyamatok, illetve elhalasok.

A korszovettani vizsgalat eredményeként megallapithatd, hogy a daganat f6
rész&t az irha stratum reticulare rétegében helyez6dé kompakt kollagén rostok
tomege ¢s az abba 4agyazott proliferalodd fibroblasztok csoportjai alkotjak. A
daganatot fedd epidermis rendszerint acanthdzis €s hiperkeratozis jeleit mutatja.

A DPV ¢s az EEPV fert6zés soran idonként el6forduld tomott, gocos
tiidofibrozist nem lattunk a vizsgalt allatokban, viszont két esetben mérsékelt, diffuz

fibrozist allapitottunk meg.

3.1.2. Immunhisztokémia és in situ hibridizacio
Vizsgalataink sordn a daganatos elvaltozadsok epidermisében sikeriilt kimutatnunk
mind a papillomavirus L1 f6 kapszidfehérje antigén, mind az L1 ORF-et kédolé DNS

jelenlétét.



Az ISH vizsgélat eredményei szerint az L1 ORF szekvencidjaval homolég DNS
szakasz jelen volt a stratum basale néhany keratinocytajanak magjaban, de a stratum
spinosum ¢€s a stratum granulosum sejtjeiben sokkal nagyobb szaml pozitiv
keratinocytat figyeltiink meg, amelyek mind a magjukban, mind a citoplazmdajukban
tartalmaztak virus DNS-t.

A 0 kapszidfehérje antigént tulnyomodéan a stratum granulosum
keratinocytdinak magjaban ¢és citoplazmajaban lehetett kimutatni, de gyakran
talaltunk Gsszecsapddott antigén rogoket a stratum corneum elszarusodott hamsejt

rétegei kozott is.

3.2 Virologiai vizsgalatok

3.2.1. Delta-papillomavirusok kimutatasa PCR vizsgalattal szarvasfélékbol

A delta-papillomavirusok kimutatdsara kifejlesztett PCR reakcidt sikerrel
alkalmaztuk az 6z ¢és a gimszarvas-papillomavirus kimutatdsara. Nyolc 0Oz-
papillomavirus PCR terméket megszekvenaltuk és a vizsgalt L2 ORF szakaszokat
100%-ban azonosnak talaltuk.

Az 0z daganatmintakbol elvégzett RT-PCR vizsgalatra alapozott virusgenom
képiaszam szamitdsaink eredménye alapjdn a fibropapilloma hamrétegében 1.8-
2.1x1010 virusgenom talalhaté 1 ug teljes DNS kivonatban.

RCA reakcioval felerdsitettiik a teljes cirkularis CcPV1 és CePV genomot. Az
amplifikdlt DNS genomokat sikeresen linearizaltuk restrikcios enzimes (EcoRV és
Sacl) vagassal, de a gélbdl vald izolalas nehézségei miatt csak a CcPV1 genomot
tudtuk plazmidba klonozni. A klonokba integralt virusgenom azonossagat

szekvenalassal és Papl PCR-rel ellendriztiik.

3.2.2. A teljes 6z papillomavirus (CcPV1) genom-szekvencia és felépitésének
leirasa

A CcPV1 genom 8032 bp hosszinak bizonyult. A teljes CcPV1 virusgenomot
benyujtottuk a GenBank adatbazisba, ahol az EF680235 illetve teljes virusgenomként

az NC 011051 (Western roedeer papillomavirus 1) nyilvantartasi szamon érhet6 el.
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A genomban azonositottuk mind a kilenc delta-papillomavirusokra jellemzd
fehérje kddoldo ORF-et és kiszdmoltuk a potencialis fehérjék molekulatomegeit. A
korai fehérjéket kodold genomszakasz végén megtalaltuk az Eriksson és mtsai. altal
(1994) leirt, a tobbi szarvasféle papillomavirusara is jellemz6 E9 ORF-et is. A hosszt
szabalyozo régio (long control region; LCR) vagy mas néven untranslated regulatory
region (URR) 799 bp hosszi volt és azonositottuk benne a CcPV1 replikacios

origdjanak elemeit.

3.2.3. Papillomavirus torzsfa rekonstrukcio

Az elemzésbe vont 71 papillomavirus genom teljes L1 ORF szekvencidjanak és
a négy f6 ORF (L1, L2, E1 és E2) 6sszevont szekvencidjanak (3861bp) illesztését
neighbour-joining (NJ) és maximum parsimony (MP) modszerekkel vizsgalva
megallapitottuk, hogy a CcPV1 jdl elkiiloniild, 6nallé agon helyezkedik el az OPV és
a tobbi ismert szarvasféle papillomavirus kozott a delta-papillomavirus genusban.

Az elemzést a Phylip programcsomaggal elvégzett tavolsagi matrix és
parsziménia modszerek is alatdmasztottdk, azonos topologiat, ¢és majdnem
megegyezd bootstrap értékeket eredményezve. A nyolc delta-papillomavirus {6 ORF-
jeinek (E6, E7, E1, E2, L1 és L2) valamint az URR szekvencidk 6nallo illesztésébol
szamitott NJ és MP torzsfak minden esetben az 6sszevont ORF illesztés torzsfajaval

azonos topologiat mutattak.
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bootstrap értékek koziil a felsdk NJ, az alsok pedig maximum parsimony elemzés

eredményei.




3.3. Okolégiai és jarvanytani vizsgalatok
3.3.1. Az oz fibropapillomatozis elterjedése Magyarorszagon

Az 1201 VGE-nek kikiildott kérdoivbol 539-et kiildtek vissza kitoltve. A
valaszadasi arany igy 45,3% volt, ami a VGE-k 0Osszteriiletének 50,9%-at, azaz
gyakorlatilag az orszag teriiletének felét reprezentéalta. A betegség eléforduldsat 293
VGE-bdl jelentették (a valaszadok 54,4%-a), ebbdl 200 teriileten (37,1%)
rendszertelen, 93 teriileten (17,4%) pedig allandd jelleggel. A megbetegedés
¢szlelésének gyakorisagat illetden néhany évente 1-1 esetet (DFI=1) 126 VGE-bdl (a
pozitiv teriiletek 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 elofordulasi gyakorisaganak valtozasat 60 VGE-ben (21,1%)
csokkend, 187 VGE-ben (65,6%) allando, 38 VGE-ben (13,3%) pedig novekvd
tendencidval jellemezték. A bakok kicsivel nagyobb szazalékban betegedtek meg
(51,2%) mint a sutdk (48,4%), de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikéns
(McNemar-féle chi-négyzet teszt p=0.7657). Az elsddlegesen érintett korosztalyok
aranya a két ivaron beliil (bakok/sutdk) a kovetkez6 volt: gidak 2,3%/2,8%, fiatalok
14,9%/35,8%, kozépkort bakok 56,6%, oreg bakok 26,2%, kifejlett sutak 61,4%. A
betegség eldéfordulasi gyakorisaganak korcsoportok kozotti eloszlasaban detektalt
kiilonbségek szignifikdnsnak bizonyultak (Pearson-féle chi-négyzet teszt; p<0.001)
ivaron beliil. Elhullott 6zeken 34 VGE-ben (valaszadok 11%-a) talaltak daganatos

elvaltozast.

3.3.2. Az elofordulas predikcioja

Mind a betegség el6fordulasi, mind a betegség gyakorisagi adatokra épiild
random forest algoritmus a kovetkezd valtozokat hasznositotta: nem Ontozott
szantofoldek (211 CLC-kdd), legeldk (231 CLC-kod), lombhullaté erdok (311 CLC-
kod), vizfolyasok (511 CLC-kod) és 6z siirliség. Mivel a betegség elterjedésének
eldzetes, vizudlis értékelése €s a random forest altal szdmolt un. valtozo-fontossag
értékek (,,variable importance value”) egyarant az alacsony fekvésii teriiletek és a 6
vizfolyasok szerepére utaltak a CcPV1 elterjedésében, ezért teszteltiik a betegség

eléfordulas valamint a szant6foldek, legel0k, lombhullatoé erddk, vizfolyasok €s az 6z
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populacio striiség kozti 0sszefiiggést. A logisztikus regresszid eredménye szerint az
0z populacid strtiseég (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 lombhullaté erddvel
valo teriilet boritottsag pedig csokkentette (OR: 0.974, 95% CI: 0.965-0.984,
p<0.001) a CcPV1 fertézés valdszintiségét. A Pearson-féle korrelacids egyiitthatd
elemzés igen gyenge pozitiv, de nem szignifikdns Osszefiiggést mutatott (R: 0.07,
p=0.12) a vizfolyasok jelenléte €s az 6z populacid striisége kozott. Gyenge negativ
osszefiiggést (R: -0.244, p<0.001) taldltunk viszont a lombhullaté erddvel valo
boritottsag €s az 6z populacio slirliség kozott, illetve mérsekelt pozitiv osszefliggést a

nem Ont6zott szantdfold és az 6z populécid siirtiség kozott (R: 0.303, p<0.001).

3.3.3. Europai elofordulas

A szakirodalom atfogd tanulmanyozasa ¢€s az eurdpai vadegészségligyi
adatbazisokban vald keresések eredménye alapjan kijelenthetd, hogy az 06zek
endémids jellegi fibropapillomatozisait nem regisztraltdk mashol Eurdpaban. A
megbetegedést a felmérésben résztvevd egyik vadegészségiigyi laboratérium sem
diagnosztizalta Franciaorszagban (SAGIR: 1986-2007; 10585 6z tetem vizsgalata),
Svédorszagban (SVA Uppsala: 1947-2008; 6585 6z vizsgalat), Németorszagban
(IZW Berlin: 1972-2008; 231 6z eset) vagy az Egyesiilt Kiradlysagban (VLADoWS:
2000-2008; 70 0z tetem vizsgalata).

3.4. A gimszarvas-papillomavirus
3.4.1. Jarvanytani és kortani eredmények
A két kiilonboz6é helyrél szarmazod egyed daganatinak morfoldgiai
tulajdonsagai majdnem teljesen azonosak voltak. Az ovalis, tomott képletek feliilete
mérsékelt papillaris strukturaltsaga, durva, szOrtelen €s pigmentalt volt. Erdzidk
csupan az 1. eset néhany daganatos elvaltozdsanak felszinén voltak lathatok. A
daganatok metszéslapja az 6z daganatokhoz hasonldan sziirkésfehér, szalonnas fényti.
A mintak szovettani vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy mindkét daganat
fibropapilloma, amely f6 tomegét az irharétegben sarjadzo fibroblastok, fibrocytak és
rostkotegek alkotjak. A daganat feliiletét fedd epidermiszben hyperkeratozis,

parakeratozis €s acanthosis lathato, elszortan gocos gyulladasos sejtes besziirddéssel.
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IHC vizsgalattal a papillomavirus antigén jelenlétét mindkét mintaban
kimutattuk. A virus antigén elsésorban a stratum granulosum koilocyta-szerii
hamsejtjeinek magjaban, illetve ritkdbban cytoplazméjdban, valamint a stratum
corneum elszarusodo6 sejtrétegei kozott aggregalddott jol 1athatéan.

A fenti mintakat 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 lokalizacidjaval. Meglepetésiinkre, az epidermis hamsejtjein kiviil a 2.
esetben a daganat kotészovetes stromdjaban talalhaté fibroblastok magjaban is

kimutathato volt a CePV DNS.

3.4.2. A kimutatott gimszarvas-papillomavirus DNS jellemzése

A PCR vizsgélat csupan az 1. eset fagyasztott szovetmintdjdnak DNS
kivonatabol jart eredménnyel. A 2. eset sikertelen PCR vizsgélata feltehetéen a
formalin DNS-kdrosit6 hatasanak kovetkezménye lehet. A kapott PCR terméket 588
bp hosszusagban szekvenaltuk és a GenBank adatbazisban EU881493 nyilvantartasi
szammal helyeztiik el. Ahogy azt vartuk is, a szekvencia az L2 ORF 3’ terminalis
szakaszéanak felelt meg. Kilenc delta-papillomavirus és a 16 PV (EcPV1) részleges L2
ORF nukleotid szekvencia illesztésének neighbour-joining és maximum parsimony
modszerrel elvégzett filogenetikai vizsgéalata megerdsitette, hogy a gimszarvas-

papillomavirus nagyon kézeli rokona az 6z-papillomavirusnak (2. dbra).

A CcPV1 ¢és CePV egymashoz, illetve gazdafajaikhoz valé viszonyat
tisztazando, Osszehasonlitottuk a Delta-papillomavirusok és gazdaik torzsfajat. A
gazdafajok filogenetikai viszonyait egy atfogd, 4510 emlds faj, molekularis torzstajat
felallitdo kozlemény (Bininda-Emonds, 2007) eredményei alapjan rekonstrudltuk. A
két torzsfa parhuzamos topologiat mutat, ami a delta-papillomavirusok gazdafajhoz
CcPV1 viszonylag friss szétvalasa, valamint a CcPV1 és az 6z nem parhuzamos
elhelyezkedése azt valoszinlisiti, hogy az 6z-papillomavirus gazdavaltas révén alakult

ki egy CePV-vel kozos gimszarvas-papillomavirus 6sbol.
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2. abra: Kilenc delta-papillomavirus részleges L2 ORF nukleotid szekvencia

illesztésébdl szamitott neighbour-joining (NJ) torzsfa. A bootstrap értékek a
nukleotid és az aminosav (zardjelben) illesztések neighbour-joining (fent) és

maximum parsimony (alul) elemzések eredményei.

3.5. Uj tudomanyos eredmények

1.

Az 06z papillomavirus (CcPV1) kimutatdsa PCR-rel, teljes genomjanak

szekvenalasa és jellemzése

. Az 6z papillomavirus (CcPV1) genomidlis DNS in situ kimutatasa a fert6zott

szervekben in situ hibridizacioval

. A gimszarvas papillomavirus (CePV) kimutatasa PCR-rel, tovabba capsid

antigénjének in situ kimutatdsa immun-hisztokémidval és genomialis DNS-

ének in situ kimutatasa in situ hibridizacioval a fertozott szervekben

Az 0z papillomavirus (CcPV1) és a gimszarvas papillomavirus (CePV)

filogenetikai jellemzése

Az 6z fibropapillomatézis elterjedésének felmérése, okologiai és jarvanytani

sajatossagainak jellemzése

Az 0z fibropapillomat6zis f6ldrajzi elterjedésének predikcioja
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4. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

4.1. Kortan

Az Oz-papillomavirus fertézés pathomorfologiai és jarvanytani jellemzdi nagyon
nagy hasonlésagot mutatnak a fehérfarku szarvas és mas Eszak-Amerikaban 6shonos
szarvas fajok DPV fert6zéséhez. A koros elvaltozasok, a DPV okozta nodularis tiido-
fibromatézis kivételével, azonosnak tekintheték. Az, hogy a megbetegedés, ivarra
valo tekintet nélkiil, els6sorban az iddsebb korosztalyok egyedeit érinti, a fiatal
egyedekben elvaltozast okoz6 DPV fertdzéssel ellentétben, az eurdpai €és az amerikai
javorszarvas fibropapillomatozisanak jarvanytandhoz hasonlo. Ez a sajatossag a
megbetegedés kumulalodo jellegére és az elvaltozasok lasst regresszidjara utalhat, de
a jelenlegi adatok nem teszik lehetévé, hogy megbecsiiljiik a betegség lefolyasanak
id6tartamat.

A gimszarvas papillomak korbonctani és korszovettani jellemzdi, valamint a
virus antigén lokalizdcidja azonosnak mondhaté a kordbban leirtakkal (Moar és
Jarrett, 1985). Az IHC reakcidban a CcPV1 és a CePV kimutatasara egyarant sikerrel
alkalmazott BPV1 elleni ellenanyagokkal valdé keresztreakcid ténye tovabbi
bizonyiték a delta-papillomavirusok szoros antigén rokonsagdra. Sem a vizsgalt
gimszarvas, sem az Oz-esetekben nem taldltunk bizonyitékot a daganatok

szorddasara, illetve azok malignizalodasara.

4.2. Virologiai vizsgalatok
A filogenetikai és a kortani vizsgalatok eredményei alapjan kijelenthetd, hogy az 6z
fibropapillomato6zis korokozoja az altalunk azonositott 6z-papillomavirus (CcPV1).
Amint az varhato volt, a CcPV1 amplifikacio sikere azt tdmasztotta ala, hogy a tobbi
Delta-papillomavirushoz hasonléan a CcPV1 genomja is episzomadlis formaban van
jelen az 6zek fibropapillomas elvaltozasaiban.

A CcPV1 a Papillomaviridae csalad Delta-papillomavirus genusaba sorolhato,
¢s valamennyi kozeli rokon virustdl eléggé kiilonbdzik ahhoz, hogy javasoljuk uj és
onallé virusfajként valo elismerését. Mindez annak ellenére is allithato, hogy a

CcPV1 és a legkozelebbi rokon EEPV ¢és REPV L1 ORF-jének nukleotid
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hasonlésaganak mértéke (71.2 és 70.3%) meghaladja az 0j PV fajok elkiilonitésére
meghatéarozott 70%-o0s kiiszobot (deVilliers és mtsai, 2004). Véleményiink szerint a
torzsfa egyértelmil, statisztikailag 1is alatdmasztott topoldgidja, valamint a
filogenetikai tavolsdgok egyarant az 6nalld virus fajként valdé meghatdrozas mellett
szolnak.

A gimszarvas-papillomavirusat filogenetikai és kortani jellemzdi szintén a Delta-
papillomavirus genusba soroljdk, igy a mi eredményeink is alatamasztjdk Moar és
Jarrett (1985) Southern blot eredményeit, miszerint a gimszarvas-papillomavirus
kozeli rokonsagban all a BPV1-gyel és BPV2-vel. A CcPV1 és a CePV kozti szoros
rokonsag valos mértékérdl majd a CePV teljes genomjanak szekvenaldsa utan lehet

végleges képet alkotni.

4.3. Okologia és jarvanytan

A kérdbives felmérés eredménye igazolta a betegség eldfordulasat a korabbi
vizsgalatok altal (Kocsner, 1996; Kocsner, 2001; Takécs és Nagy-Bozsoki, 1998)
azonositott teriileteken, valamint az Osszes olyan teriileten is, ahonnan a korabban
intézetiinkbe kiildott mintdkon diagnosztizaltuk a megbetegedést. Tobb, a kérddivben
fertozottként azonositott, teriilet statusat, a felmérést kovetdoen bekiildott mintak
vizsgélataval is megerdsithettiik.

A betegség eléforduldsanak a gazdastirliséggel és a vizfolyasokkal kimutatott
pozitiv statisztikai kapcsolata, valamint a két utobbi valtozd kozotti Osszefiiggés
hidnya azt valdsziniisiti, hogy a vizfolydsoknak 0nallo hatasa lehet az 06z
fibropapillomatozis elterjedésére. Az egyik lehetséges magyarazat erre az eredményre

az lehet, hogy ezek az él6helyek kifejezetten elényosek a CcPV1 izeltlabu vektorai

7

crr

megfigyelt 0sszefliggés akar kozvetlen jarvanytani kovetkezménye is lehet.
Az 6z populaciok genetikai strukturdlédésanak és az 6z fibropapillomatdzis

endémias, foldrajzilag behatarolt elterjedésének egybeesése tovabb erdsiti az 0z
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populaciok fogékonysagat befolyasold gazdaspecifikus genetikai tényezok
potencidlis hatdsanak lehetdségét (Erdélyi és mtsai, 2008).

A CcPV1 gazdavaltassal valo kialakuldsanak valoszinliségét a molekularis
filogenetikai vizsgalatok mellett tovabb erdsiti, hogy mig a gimszarvas
fibropapillomatozis (azaz a CePV) szérvanyosan Eurdpaszerte eléfordul, addig az 6z
fibropapillomatozis (CcPV1) halmozott, endémias jelenléte a Karpat-medencére, egy
genetikailag is lehatarolhaté gazdapopulaciora korlatozodik.

Kivitelezhetdsége €és gyakorlati hasznossdga mellett, az altalunk alkalmazott
felmérési modszer gyengéje az, hogy a kérddivvel begylijtott kategorikus adatokbol
nem lehet klasszikus jarvanytani mutatdkat szdmitani (pl. betegség prevalencia és
incidencia) €és hogy a valaszadok altal szolgaltatott becslésekben még igy is
eléfordulhat torzitds. Ez elsdsorban ott feltételezhetd, ahol a betegség eléfordulasa
ritka és felismerésének pontossaga alacsony.

Mindenesetre, vizsgalataink eredményei azt jelzik, hogy a kérddives
Els6sorban a konnyen felismerhetd, jellegzetes megjelenésii korképek lehetnek ilyen
vizsgalatok targyai. Véleményiink szerint a teriileti alapon szervezddd
vadgazdalkodasi és természetvédelmi szervezetek €és rendszerek alkalmasak lehetnek
arra, hogy alapadatokat szolgéltassanak egyes vadbetegségek eléfordulasarol,
elterjedésérol, és azok vélt vagy becsiilt hatdsardl illetve jelentOségérdl. Az ilyen
tajekozodo vizsgalatok eredményeire a késdbbiekben konkrét korokozok vagy gazda

populaciok monitoringja és célzott kutatdsok alapozhatok.
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