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1 BEVEZETES

A daganatos megbetegedések nem Uj keletliek az orvoslas torténetében, mar tobb ezer évvel
ezeldtt felismerték dket. A huméan tumoros megbetegedésekre vonatkozo, valdszinlisithetéen
els6 irasos emlék a III. dinasztia-beli Dzsdszer farad szolgalataban allo okori tudds, Imhotep
fopap feljegyzése az i. e. 27. szazadbol (Varga, 2014). A legkorabbi bizonyiték a human
daganatokrol egy, még az elébb emlitett leletnél is korabbra visszavezethetd, 4 milli6 éves
Oskori eldemberi csontkoviilet maradvanya, amelyen a tumorokra jellemzd jellegzetes
elvaltozasok lathatoak (Javier és Butel, 2008).

Az allatorvoslasban a tumorok felismerése €s jellemzése ennél joval késobb tortént meg. Az
egyik els6 tudomanyos dokumentacio, amely a halak daganatos megbetegedésekben vald
érintettségét irja le, 1793-bol szarmazik. Az értekezés a csontok tumoros elvaltozasait taglalja
(Anders és Yoshimizu, 1994).

A daganatok és a virusok kozotti sszefiiggést elsként Peyton Rous bizonyitotta 1911-ben.
Egy sarcomas Playmouth Rock csirkébdl szarmazo sziirt, sejtmentes tumorkivonattal fert6zott
egy egészséges egyedet, amelyben id6vel kialakult egy az eredetihez hasonlo daganat. Ez volt
az elsé ismert tumor virus, melyet felfedezdje utan Rous sarcoma virusnak (RSV) neveztek el.
Kezdetben 1ényegtelennek tartottak ezt a felfedezést, mert igy gondolték, hogy a tyuk és az
ember kozotti rokonsag olyan tavoli, hogy a human rakkutatasban nem tudjak jovedelmeztetni
ezt az ismeretet, mert nem megfeleld modell allata az embernek, azonban 55 évvel a publikalas
utan Roust Nobel dijjal jutalmaztak a korszakalkoto felfedezéséért. Azota tobb kutatds is
bizonyitotta a virusok szerepét a tumor képzddésben, ¢s ennek az informacidonak az ismeretében
nagy elorelépést remélnek a rakkutatasban (Javier és Butel, 2008).

Kutatasunk célja a hazdnkban taldlhat6 tokhalak daganatainak vizsgalata volt.
Magyarorszag teriiletén a tokhaldszat tobb ezer éves multra tekint vissza, azonban napjainkban
legtobb fajuk az IUCN Vords Konyve alapjan a kritikusan veszélyeztetett kategoriaba tartozik,
igy ennek koszonhetden szinte csak az akvakultiras koriilmények kozott tartott allomanyaik

talalhatoak meg a Karpat-medencében.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Tokhalakrdl altalanossagban

A tokhalak 6si idok ota tartoznak a Fold vizi €l6lényei kozé. Mar 1. e. 600-bol is maradtak
roluk emlékek a karthagoi pénzérméket diszitd képmasuk formajaban. Ezen tul Arisztotelész
(élt 1. e. 384 — 1. e. 322) is megemliti feljegyzéseiben a tokhalakat, miszerint akkor tajt a
borédszatban hasznos segédeszkdzként szolgalt uszoholyagjuk a bor tisztitds soran. Tovabba
nagy méretiik miatt a kézépkorban is szivesen halaszott halfajnak bizonyult, a roémaiak a faj
megodvasa érdekében a halpiacon elhelyezett marvanytablakon szabalyoztak a maximalis fogasi
méretét. Magyarorszagon is mar idészamitasunk elott megjelentek a tokhalak, amit a 7-9 ezer
éves Gyor kornyékérdl szarmazd maradvanyok bizonyitanak (Tokhalakrol, é.n.).

Korabban hat 6shonos tokhal faj volt jelen a Duna térségében: a viza (Huso huso), a vagétok
(Acipenser gueldenstaedtii), a séregtok (Acipencer stellatus), a kecsege (Acipenser ruthenus),
a sima tok (Acipenser nudiventris) és a kozonséges tok (Acipenser sturio). Ma mar csak az els6
négy jelenléte bizonyitott a teriileten, melybdl harom a Természetvédelmi Vilagszovetség
(IUCN) 2010. évi Voros Konyve alapjan a kritikusan veszélyeztetett fajok kozé tartozik. A
kivétel a kecsege, amely jelenleg a sebezhetd kategdridban van, egyedszdma magasabb az
eldbbieknél, amit az is aldtdmaszt, hogy napjainkban ezt a fajt fogjak a legnagyobb
mennyiségben a K6zép-Dunan (Tokhalakrol, é.n.).

A tokfélék husa és az ikrajukbdl késziilt fekete kaviar szdzadok ota kedvelt termékeknek
szamitanak. Ennek koszonhetden nagy mennyiségben haldsztak ezeket a halakat, igy 1étszamuk
drasztikusan lecsokkent, és ezért napjainkra akvakulturas termelésiik vette at a természetes
vizekb6l torténé fogasok szerepét. Ma legelterjedtebben a 1énai tokot (Acipenser baerii)
tenyésztik Europaban, ami a faj 0j kornyezethez vald gyors alkalmazkodésanak és magas
téteményképességének kdszonhetd. Melegvizi koriilmények kozott ndvekedésiik felgyorsult, és
ivarérésiik is hamarabb kovetkezik be, ami tovabbi kedvezd tényezd a tenyészetekben valo
tartasuk szempontjabdl. Tovabba a legtobb tokféle vandorlo életmodot €l, igy miutan kikeltek
a larvak, a folyok sodrésa €s sajat mozgasuk révén eljutnak a tengerekig, €s itt valnak ivaréretté,
majd az ivas idejére ismét felisznak a folyok felsdbb szakaszaira. A 1énai tok ezzel ellentétben
nem vandorlo faj, egész életét a folyokban tolti, igy édesvizi koriilmények kozott nehézség

nélkiil tenyészthetoek (Tokhalakrol, €.n.).



2.2 Korai teoriak a rak eredetérol

A 19. szazadban alakult ki a tudomanyos onkoldgia modszertana, és ekkor kezdtek a mai
ismereteink szerint helytallo feltevések sziiletni. Els6ként Rudolf Virchow bizonyitotta, hogy a
raksejtek mas, a szervezetben jelen 1év0 sejtekbdl szarmaznak, de a korabbi, ma mar igazoltan
téves feltételezést, miszerint az attétek folyadék utjan terjednek a szervezeten beliil egyik
helyr6l a maésikra, helytallonak talalta. Végiil Karl Thiersch volt az, aki belatta, hogy a
metasztazisok a rosszindulati tumorsejtek szorodéasaval jonnek létre. Ezeken tul Virchow
feltevése volt az is, hogy a kronikus irritacid hozzéjarul a rék kialakuldsahoz. A mikrobiologia
fejlodésével még ebben az évszazadban a fert6z6 agensek felé terelddott a figyelem, és ekkor
eldszor felmeriilt a gondolat, hogy a baktériumoknak, gombdknak vagy protozodknak is lehet
szerepe a daganatok kialakulasaban. A 19. szazad vége felé Dimitrij Ivanofsky és Martinus
Beijerinck a jol ismert dohdny mozaik virus 4ltal jutott arra a felfedezésre, hogy 1éteznek a
baktériumokndl kisebb fert6zd agensek is, melyeket késébb virusoknak neveztek el. Nem
sokkal ezutan azonositottak az elsé allat virust (ragadds szdj- és koromfajas virusa), illetve az
elsd human virust (sargalaz virusa), majd 1911-ben Peyton Rous igazolta a virusok szerepét a

tumor indukalasban (Javier és Butel, 2008).

2.3 Hal daganatok

Mielott barmely elvaltozast részletesebben vizsgalnank, fontos, hogy ne feledkezziink meg
a tényrdl, miszerint a halak poikilotherm él61ények, ezért benniik szamos élettani folyamatot az
évszakok, és ezaltal a viz hOmérsékletének valtakozasa hatdroz meg. Tovabba a halak
immunvalaszat is befolyasolja a viz hémérsékletének valtozasa és egyéb stresszorok, mint az
ivasi idOszak kezdete. Egyes adatok szerint tavasszal, amikor a vizhdmérséklete elkezd valtozni,
¢s a legtobb hal ivasa zajlik, akkor jelentkeznek legnagyobb szdmban a daganatok. Ezeken feliil
a vizhémérséklet a virusok szaporodasat is befolyasolhatja (Coffee és mtsai, 2013).

Mint azt kordbban emlitettiik, az els6 tudoményos feljegyzés halak daganatairdl 1793-bol
szarmazik, amely egy pillangohal tumor-szer(i csontelvaltozasait taglalja. Azota sokat fejlodott
a tudomanynak ezen dga. Anders és Yoshimizu szerint (1994) a halakban észlelt tumorok 50 %-
at a boérdaganatok teszik ki, melyek tipusat nagyban befolyasolja az évszak és a foldrajzi
helyezddés. Leggyakrabban joindulati epidermalis hyperplasia és papilloma figyelheté meg. A
hal daganatok kialakulasanak okai valtozatosak, és gyakran multifaktoridlis hattér

feltételezhetd. Bizonyitott, hogy a folyamatosan fennalld bor irritacio — mechanikai ok vagy



parazitas fert6zottség miatt — tumor képzddéshez vezethet, illetve egyéb, nem virusos eredetii
indukalo tényezo lehet a karcinogén anyagok jelenléte a vizben vagy az UV sugarzas.

Az idényszerli ingadozas igen jellemz0 a daganatok eléfordulédsi gyakorisagéara. A tiinetek
az ivasi iddszak, a vandorl6 (katadrom — tengerbdl édesvizbe ivni feluszo) fajok ivadékaiban
az édesvizi életr6l a soOsvizi életre vald atallas (angolban: smoltification), a gonadok
differencialodasanak kezdete és a metamorfozis soran jelentkeznek leggyakrabban. Ezekben az
esetekben komoly endokrinolégiai valtozdsok mennek végbe az allatok szervezetében, amelyek
feltehetden mind a bér allapotara, mind a kapcsolodd virusok szaporodasara hatassal vannak.
Ezek a valtozdsok a megemelkedett endokrin aktivitas eredményeként fellépd
immunszuppresszio kovetkezményeként magyarazhatoak. Ezen tul a kornyezeti hatdsok is
hozzéjarulhatnak a folyamat romlasdhoz. Tovabba, megfigyelték, hogy a magas szexhormon
szint proliferaciot idéz elé az epidermiszben, igy tumor promoterként miikodve a fert6zo
agensek szamara megfelel, fogékony kornyezetet alakit ki. Az immunszuppresszio
kovetkeztében az addig latens endogén virusok is szaporodni kezdenek. A virusok hatasara
epidermalis €s fibroblaszt sejtek proliferacidja indul meg, ami végiil a tumor kialakulasdhoz
vezet, a karcinogén anyagok és/vagy az alacsony viz homérséklet tovabb fokozhatjak ezt a
folyamatot. Az elvaltozasok néhany esetben spontan visszafejlédnek, és nem hagynak nyomot

maguk utan (Anders és Yoshimizu, 1994).

2.4 Halak virosisa

Ahogy mas tenyésztett halfajoknal, a telepeken tartott tokhalak esetében is a betegségek
bizonyultak az elsddleges limitald tényezdnek, illetve a fert6z6 agensek koziil a virusok altal
okozott megbetegedések jarnak a legnagyobb anyagi karokkal az iparag szamara (Shchelkunov
¢s mtsai, 2009). Napjainkban, a tokhal gazdasigokban megjelen6 magas mortalitassal
rendelkezd epizootias betegségek gyakran jelentds gazdasagi veszteséggel jarnak. Kinaban
tobbszor eléfordult mar az egy év alatti allomanyokban tomeges elhullas, azonban egyetlen
letalis baktériumot, parazitat vagy gombat sem tudtak kimutatni a tetemekbdl. Végil a
jellegzetes jarvanytani adatok, a boncolds, az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok és a
gyogyitasi kisérletek alapjan virusos hatteret gyanitottak. Tobbnyire tenyészetekben 1évo
halakat vizsgaltak a kisérletek sordn, nem természetes vizekben éloket. Altaldban a fiatal
egyedekben magas mortalitast volt a virus, mig a felnéttekbdl nem tudtak kimutatni azt (Hua

¢s Wang, 2005).



Az adeno-, papova-, irido- és herpeszvirusok kozott talalhatjuk meg a leggyakrabban
eléforduld tokhal specifikus virusokat. Ezek koziil a fehér tok iridovirusa (WSIV) és az
acipenserid herpeszvirus-2 (AciHV-2) gazdasagilag a legjelentésebb patogének, mivel az
elhulldsok 95 %-at okozzék (Shchelkunov és mtsai, 2009).

Hua és Wang a fehér tok iridovirusat (WSIV) két sejtvonalon, WSS-2 (white sturgeon
spleen) €¢s WSSK-1 (white sturgeon skin) kisérelte meg kimutatni. A sejteket 20 °C-ra beallitott
inkubatorban taroltak, minimal essential medium (MEM) hasznalata mellett, ami 10 % fotalis
borjusavot tartalmazott, majd azt a virussal valo fertézés utan 5 %-ra csokkentették. A WSIV
szaporodadsa soran fontos befolydsold tényezd volt a viz hdmérséklete, mivel bizonyos
kutatasok szerint a virus csak 15 és 20 °C kozott szaporodik megfelelé mértékben, ezen
tartomanyon kiviil es6 esetekben csak gyengén vagy egyaltalan nem. A horizontalis, viz
kozvetitette fertézés a keltetdben ¢€s kisérleti koriilmények kozott a laboratdriumban is
kivitelezhetd volt; a larvakon a virusra jellemzd klinikai tiinetek voltak megfigyelhetéek. Ezzel
szemben a felndtt egyedek ellendllonak bizonyultak a virussal szemben, klinikai tiinetek nem
alakultak ki rajtuk, de szubklinikai hordozokka valtak, és idészakosan iiritették a virust.
Bizonyos feltételezések szerint a vertikalis fert6zés is lehetséges az ivari valadékokon keresztiil,
de eddig feln6tt egyedbdl soha nem sikeriilt izolalni a virust (Hua és Wang, 2005).

A fehér tok iridovirussal ellentétben a fehér tok herpeszvirus-1 (WSHV-1, amely ma mar
az Acipenserid herpeszvirus-1 nevet viseli) fertdzés esetén a hat honapnal fiatalabb egyedek
nem mutattak tiineteket az elhullasig, mig a felnétt egyedeken a kiiltakar6 és az oropharyngealis
nyalkahartya gyulladasa volt megfigyelhetd. A virus WSSK-1 sejteken izolalhatonak bizonyult
(Hua és Wang, 2005).

A retrovirusok vizsgalata napjainkra mar kiforrott mddszerek alapjan miikodik. Egyes
esetekben virus szekvenalasra és sikeres fertdzési kisérletekre van sziikség, mas esetekben
retrovirus-szerii részecskék kimutatasat vagy a reverz transzkriptaz aktivitds megallapitasat kell
elvégezni a proliferativ szovetekbdl. Ma a csekély rendelkezésiinkre all6 hal sejtvonal miatt
inkabb PCR technika segitségével sokszorozzak a retrovirusokat, majd szekvenaljak a terméket
(Coffee és mtsai, 2013).

Tobb retrovirussal 6sszekdthetd esetben is eléfordult, hogy az elvaltozasok idészakosan
mutatkoztak. Az északi siillok (Sander vitreus) dermalis sarcomaja jellemzden elészor késé
Osszel jelentkezett, és fennmaradt egészen tavaszig, amikor az ivasi idészak alatt még észlelhetd
volt, majd késé tavasztol nyar végéig visszahuzodtak. A fert6zott egyedeken ezt kovetden nem
jelentkeztek hasonld daganatok. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy a retrovirussal tortént

fert6z6dés élethosszig tartd rezisztenciat eredményezett. Egy masik esetben atlanti lazacokon



(Salmo salar) figyeltek meg epidermalis papillomatozist, az elvaltozasok a nyar folyaman
alakultak ki, és spontan visszahtizddtak az 6sz, illetve a tél soran (Coffee és mtsai, 2013).

Az epizootias jelleg és az évszaki ingadozas, ami jellemzi ezeket a betegségeket, fert6zo,
hormonalis vagy kornyezeti hattér okok jelenlétét valosziniisiti. Tovabba, a tenyészetekben
évrol évre jelentkezd, egyre sulyosabb tiineteket produkalo, az dlloméany egyre nagyobb részét
érintd betegségek még inkabb aldtdmasztjak a fert6z6 agensek jelenlétének gyantjat. Tobb
retrovirussal kapcsolatba hozhatd esetben is eléfordult a kotdszovet csontos metaplazidja
(Coffee és mtsai, 2013).

A legtdbb virusos eredetli megbetegedés esetén a masodlagos baktérium fertézés volt az
elhullas oka. Megel6z6 intézkedések és sziroproba szerl vizsgalatok javasoltak mar a fiatal
egyedeknél a betegségek megelézése céljabol, mert a virusos betegségek kezelése igen
nehézkes, emellett a lefolydsa olyan gyors lehet, a baktériumos feliilfert6z6dés miatt is, hogy

nem jut id6 a gydgyszerek alkalmazéasara (Hua és Wang, 2005).

2.5 Virusok keresése — PCR technikak

A munkank soran gyakran alkalmazott polimeraz ldncreakcios technika az utdbbi évek,
évtizedek soran komoly fejléddésen ment keresztiil. Amikor Hua és Wang (2005) végezte
kisérleteit a PCR technika még nem volt elég szenzitiv, de mar akkor meg tudtak eldlegezni,
hogy nagy jovo all ez eldtt a modszer eldtt. Ezzel szemben Coffee és munkatarsai (2013) mar
a PCR-t részesitették elényben, mint kimutatasi modszert a sejtvonalakkal szemben, amik
korlatozott mennyiségben alltak rendelkezésiikre.

A masik sokak altal emlitett modszer (Anders €s Yoshimizu, 1994; Hua és Wang, 2005;
Shchelkunov és mtsai, 2009; Coffee és mtsai, 2013) virusok kimutatdsara a sejttenyészetek
alkalmazasa. Shchelkunov és munkatérsai (2009) az SSO-2 sejtvonalat hasznaltak kutatasaik
soran, melyet szibériai tok belsd szerveibdl (1ép, vese, mdj) hoztak 1étre. A sejteket 96 welles
platere tették és ehhez a sejtvonalhoz médium 199-et hasznéltak, amihez 10 % fotalis borjiisavot
és 40 ug ml™ gentamicint adtak hozza. A sejteket a virussal valé fertdzés utan 1 napig 19 °C-
on taroltdk, majd attették 15 °C-ra, és naponta fénymikroszkép alatt vizsgaltdk, virusok
cytopatogén hatasanak (CPE) jeleit keresték. Az els6 valtozasok a harmadik napon jelentkeztek,
amikor a sejt monolayer folytonossdga megszakadt, majd 2-9 nappal késdbb az dsszes sejt
elpusztult. A CPE az ezt kovetd passzdzsokon is jelentkezett, igy egyértelmiivé téve egy

cytopatogén agens jelenlétét.
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Egy masik kutatas keretei kozott Hua és Wang (2005) a WSS-2 sejtvonalat alkalmazta
patogén agensek detektdldsara. A sejtekhez 10 % fotalis borjusavot tartalmazdo MEM-et
hasznaltak, valamint 20 °C-os inkubatorban taroltdk azokat. A sejtek fertézésekor az FCS
szintjét 5 %-ra csokkentették. Ezen sejtvonal alkalmazasaval sikeresen ki tudtdk mutatni a
WSIV jelenlétét.

Ezeken tul virus atviteli probakkal is bizonyithatjuk az dgensek jelenlétét. Az egyik ilyen
modszer a tumor homogenizatum sejtmentes filtratumaval torténd kisérleti fertézés, melynek
sordn a szlirletet az izomba oltva, etetve vagy helyileg is alkalmazhatjuk. Tovabba egészséges
egyedek fertdzottekkel valo egyiittélése soran torténd megbetegedése is jelezheti szamunkra a
virus jelenlétét (Coffee és mtsai, 2013).

Ezek mellett sok mas moddszer 1étezik a virusok megjelenitésére, mint példaul az
immunhisztokémia, az in situ hibridizacié (Coffe és mtsai, 2013), az elektronmikroszkopos
vizsgalatok, az idiopatikus elvaltozasok fénymikroszkdpos vizsgalata (Anders €s Yoshimizu,

1994).
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3 CELKITUZESEK

Az aldbbiakban targyaland6 vizsgalataink alapjat egy dunantuli halgazdasagban nevelt
kiilonb6z6 kort szibériai vagy mas néven 1énai tok (Acipenser baerii) allomanyban 2016 6szén
tomegesen megjelend, majd 2017 tavaszanak végére visszafejlodé daganatos elvaltozasok
adtak. A jelenség, a szakirodalmi adatok tiikrében, virusfert6zés fennallasanak gyanujat keltette.
Coffee ¢és munkatarsai (2013) szerint a retrovirussal fertdzott egyedekben a daganatok
stresszorok hatasara jelentek meg, ami tobbek kozott lehet az ivasi idoszak kezdete az endokrin
valtozdsok miatt, az évszakok valtakozasa a hdémérséklet-valtozds miatt, esetlegesen
mechanikai irritacié vagy a vizben jelen 1év6 kemikalidk. Az elvaltozasok visszafejlodése és a
korabban ¢érintett egyedek élethosszig tartd daganatoktdl valdo mentessége alapjan feltételezhetd,
hogy a tumor kialakulasa élethosszig tart6 rezisztenciat eredményez a retrovirusokkal szemben.
Ezen ismeretek tudatdban kezdtiink neki vizsgalatainknak, melyek célja a tokhalakon talalhato
daganatokbol és/vagy szerveikbdl virusok kimutatésa, és igy a virusos hattér bizonyitasa volt.
A mintagyljtés sordn telefonon kerestilk meg hazank tokhal tarté telepeit, és az igy gytijtott
adatok alapjan megbecsiilhetének taldltuk, hogy Magyarorszag egyes teriiletein milyen
gyakorisaggal fordul eld hasonld jelenség.

A munkank sordn végzett molekuldris vizsgalatok anyagi hatterét a GINOP GOODFISH
projekt biztositotta.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Mintak

4.1.1 Mintagyiijtés és mintavétel

A kutatds gondolatat felvetd halgazdasagbdl a késdbbiekben szerettiink volna mintat
gyljteni, de a tulajdonos bevalldsa szerint a daganatok megsziintek, az 0j allomanyban nem
voltak jelen. A latogatasunkat nem tartotta kivanatosnak.

Ettol fliggetleniil a témat érdemesnek tartottuk a részletesebb kivizsgalasra, ezért
Magyarorszag tobbi tokhal telepén is érdeklédtiink, van-e daganatos haluk. Egy nyugat-
magyarorszagi telepvezetd vallalta, hogy egyiittmiikddik veliink. Innen egy szibériai tok
(tovabbiakban TS) (Acipenser baerii) érkezett az intézetbe (1. kép), aminek a baloldali
melluszojan egy karfiolszer(, koriilbeliil 8 cm atméréji kemény tapintatu porcos daganat volt
¢észlelhetd (2. kép). Ennek az egyednek tobb szervébdl (maj, 1ép, vese, sziv, kopoltyn) és a
tumorbol is kimetszettiink egy-egy darabot és 2 ml-es Eppendorf csovekbe helyeztiik, majd —
80 °C-ra lefagyasztottuk a nukleinsavak karosodasanak megeldzése érdekében.

Tovabba egy tenyészetbdl formalinban tartdsitott szibériai tokhalakat (tovabbiakban TF)
kaptunk (3. kép), ez 3 darab koriilbeliil 15 cm hosszusagh fiatal egyed volt. Rajtuk, a térzs hati
oldalan, nagyjabol kozeép tdjékon kisméretli kiemelkedés, illetve a béron aprd fekélyek és
szerkezeti elvaltozas volt észlelhetd (4. kép). A borbdl, illetve a testiireg megnyitdsa utan a
majbol és a vesébdl mintat vettiink, €s ezeket is Eppendorf csdvekbe helyeztiik, majd
lefagyasztottuk.

A tovabbi megkeresett magyarorszagi telepeken nem talaltak daganatos egyedet. Az
alacsony hazai mintaszam miatt, egy németorszagi tokhal teleppel is szerettiik volna felvenni a
kapcsolatot, de e-mailes megkeresésiinkre nem kaptunk valaszt. Ennek kovetkeztében, korabbi,
mar el6készitett mintdkat kényszeriiltiink felhasznalni. Ezek kozott egy Kisbajesrdl szarmazé
szibériai (KB szibériai) tok és egy lapatorri (KB lapatorri) tok (Polyodon spathula), egy
Hollandiabol szarmaz6 tokhal minta (Holland tok), egy akasztéi tokhal korabban
sejttenyészetre oltott, majd egyszer passzalt, nukleinsav kimutatasra eldkészitett formdja

(Akaszto 2. p.), illetve TE10 és TN3 koddal jelzett egyedek 1épe és veséje szerepelt.
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1. kép: Nyugat-magyarorszagi daganatos szibériai tok.
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3. kép: Formalinban tartositott szibériai tokhalak.

4. kép: A TF egyedeken a torzs hati oldalan jelentkez6 kisméretti kiemelkedés, illetve a béron
1évo apro fekélyek és szerkezeti elvaltozas
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4.2 PCR

A kiilonb6zd, tumorképzddéssel kapcsolatba hozhat6 virusok kimutatasat (DNS virusok:
(ds) herpesz-, adeno-, irodovirus, €s (ss) cirkovirus; valamint RNS virusok: (ds) aquareovirus,
és (ss) retrovirus) PCR technika segitségével igyekeztlink megvaldsitani. Munkank soran a

Simpli Amp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems) gépet hasznaltuk.

4.2.1 A mintak elokészitése

A molekularis munkalatokhoz a szervekbdl, kommercialis kittek eljarasait kovetve,
genomidlis DNS-t és RNS-t egyarant izolaltunk. A TE10 koddal jelolt tokhal veséjét és 1épét a
Quiagen, Quick-Start Protocol, DNeasy Blood & Tissue Kittel készitettiik el6 a PCR
reakcidhoz. A TS tokon a Geneaid Genomic, DNA Mini Kit (Tissue)-t alkalmaztuk.

A TF egyedet eldszor egyszeres toménységii TE oldatba helyeztiik 20 percre a formalinbol.
Ezt ugy készitettiik, hogy szazszoros toménységti TE puffert desztillalt vizzel higitottuk, majd
Rodriguez és munkatarsai (2002) publikacidjanak els6 melléklete alapjan el0készitettiik a
mintat a nukleinsav kivonasra. Ehhez 4 ml Extraction Buffert allitottunk 0ssze, melynek

Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza.

Reagens Mennyiség
100x TE 400 pl
NaCl 0,023 g
SDS 0,080 g
Dithiothreitol (1M) 200 pl
Nukleazmentes viz 3,4 ml

1.tablazat: Extraction Buffer osszetétele (Rodriguez és mtsai, 2002)

Végiil a Geneaid, Viral Nucleic Acid Extraction Kit II-t és a Geneaid Genomic, DNA Mini Kit
(Tissue)-t is hasznaltuk kiilon-kiilon, a biztosabb nukleinsav kinyerés érdekében.

Az RNS kivonas elsd 1épéseként a Prurification of RNA or Multiple Analytes from Animal
and Human Tissue Protokollt alkalmaztuk a TS m4j, sziv, vese, kopoltyu, tumor és 1ép mintadkon,
illetve a sejtek fert6zésére hasznalt eredeti TS 1€p és tumor minta husszoros higitasan, és az
ezekkel eldszor fertdzott sejtekrdl leszivott feliiliszokon. Elsd 1€pésként 5 ml RLT puffert 50
ul B-merkaptoetanollal elegyitettiink, melyb6l késobb a sejtekhez (maximum 100 ul-nyi) 350
pl-t, a szovetekhez (maximum 30 mg-os darabok) 600 pl-t adtunk. A szoveteket tartalmazo

csOvekbe acél golydt helyeztiink, majd TissueLyser alkalmazdsidval 5 percig 50 Hz-en
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homogenizaltuk a mintakat. Ezt kdvetden az 6sszes mintat 3 percig centrifugaltuk 13000 rpm-
en. A folyamat végeztével a feliiluszot leszivtuk, €s 2 ml-es Eppendorf csévekbe helyeztiik,
illetve az igy kapott mintak térfogataval megegyez6 mennyiségli 70 %-0s etanolt adtunk
hozzéajuk, majd a Quiagen RNeasy Mini Kit 3. pontjatdl folytattuk munkankat (Qiagen, 2009).

Az RNS cDNS-re atirdsdnak elokészitéséhez a RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kitet vettiik igénybe. Ennek részletes leirdsa az Anyag és modszer részben taldlhato

meg (Thermo Fisher Scientific Inc, 2013).

4.2.2 DNS izolalas

Hanson

Elsoként a korabbi vizsgalatok alapjan negativnak vélt TE10 vese és 1ép, illetve TN3 vese
mintdkkal végeztiink el egy PCR reakciot Hanson primerek alkalmazaséaval, amelyek herpesz,
adeno- és iridovirusokra specifikusak (Hanson és mtsai, 2006). A reakciohoz a primerekbdl
tizszeres higitast hasznaltunk. A késdbbiekben negativ kontrollnak szantuk ezeket a mintakat.
A folyamat soran alkalmazott primereket (2. tablazat), protokollt (4. tdblazat), és héprofilt (5.
tablazat) alabb foglaltuk 6ssze. A 3. tdblazat a munkéank soran felhasznalt primerekben szerepld
kevert bazisokat foglalja magaba. A folyamat végén 400 és 700 bp kozotti vagy 1200 bp

hosszusagn termékeket vartunk (Hanson és mtsai, 2006).

Primer Szekvencia 5°-3°
Forward CGG AAT TCT AGA YTT YGC NWS NYT NTA YCC
Reverse CCCGAATTC AGATCTCNG TRTCNCCRT A

2. tablazat: Hanson primerek szekvenciaja

IUPAC koéd Bazisok IUPAC kod Bazisok
R Avagy G Y T vagy C
S G vagy C W Avagy T
N A C Gvagy T K Gvagy T
M Avagy C B C,Gvagy T
H A Cvagy T \Y A Cvagy G
I (inozin) AC Gvagy T

3. tablazat: International Union of Pure and Applied Chemistry nukleotid kodok bazis
megfeleldi. (IUPAC)
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Reagens Térfogat (ul)

Hanson forward primer 0,62
Hanson reverse primer 0,62
Dream Taq puffer 5
dNTP 4
MgCl» 15

Taq polimeraz 0,5
Nukleazmentes viz 34,76
templat 3

4. tablazat: Hanson PCR-hez hasznalt protokoll

Lépés °C 1d6 Ciklusok
Kezdeti denaturacio 95 2 perc 1
Denaturacio 95 30 masodperc
Anellalas 45 2 perc 45
Polimerizéacio 72 3 perc
Termindlis szintézis 72 4 perc 1
Tarolés 4 0

A Hanson primereket a kés6bbiekben még sok mas mintan alkalmaztuk. Ezek a kdvetkezok
voltak: TS 1ép, m4j, vese, tumor; TF virdlis és tissue kittel el6készitett maja, bore, ves¢je; KB

szibériai tok; KB lapatorru tok; Akaszto 2. passzazs; Holland tok. Ezen vizsgalatok soran a

5. tablazat: Hanson hdprofil

TE10 lép mintat hasznaltuk pozitiv kontrollnak.

Tok Pol — tervezett primerek

Témavezetom, Borzdk Réka tervezett egy primer part (6. tablazat) a Hanson primerek

hasznalata soran kapott eredmények részletesebb vizsgalata céljabol. A protokollt a 7. tdblazat,

a hoprofilt a 8. tdblazat tartalmazza.

Primer Szekvencia 5°-3°
Forward GAT AGA TGT CAA CGT CAG CC
Reverse AGT AAA GGA GCG ACT CCG AA

6. tablazat: Tok Pol Primerek
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Reagens Térfogat (ul)
Tok Pol forward primer 1
Tok Pol reverse primer 1
Dream Taq puffer 2,5
dNTP 0,5
Taq polimeraz 0,2
Nukleazmentes viz 17,8
templat 2

7. tablazat: Tok Pol protokoll

Lépés °C 1dé Ciklusok
Kezdeti denaturacio 95 3 perc 1
Denaturacié 95 30 masodperc
Anellalas 53 1 perc 45
Polimerizécio 72 1 perc
Termindlis szintézis 72 4 perc 1
Tarolés 4 0

Ezt a reakciot elvégeztiik az eddig emlitett 6sszes mintaval, harcsa és torpeharcsa DNS-sel

¢és egy Ictalurid herpesvirus-2 (ICHV-2) mintaval. Pozitiv kontrollnak ebben az esetben is a

8. tablazat: Tok Pol héprofil

TE10 1ép mintat hasznaltuk.

Tok irido

A kovetkezd agens, amit megkiséreltiink kimutatni egy tok iridovirus volt. Ezeket a
primereket (9. tablazat) is témavezetém, Borzadk Réka tervezte. A primer torzsoldatbdl 6tszoros
higitast készitettiink, ami igy 20 uM-os lett. A mintdink a TS 1ép, m4aj vese €s a tumor voltak.

Az itt hasznalt protokoll és héprofil a feljebb emlitett Tok Pol primereknél alkalmazott, 7. és 8.

tablazatban leirtakkal megegyezo.

Primer Szekvencia 5°-3°
Forward TTCTCT CTT TGC CAT GAC AC
Reverse CAT ACC GTAATTRTCCCACTG

Cyprinid Herpes

A cyprinid herpes kimutatdsdhoz haromféle primer part (10. tablazat) is hasznaltunk, annak
reményében, hogy igy sikeresebb lesz a nukleinsavak kimutatésa; ezek a helikdz, a terminaz és

a polimeraz voltak (Doszpoly és mtsai, 2015). Ebben az esetben Taq polimeraz helyett Phusion

9. tablazat: Tok irido primerek
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polimerazt alkalmaztunk. Mintaként a TS tumort, pozitiv kontrollként egy Koi herpeszvirus
(KHV) mintat hasznaltuk. Az alkalmazott protokollt és hdprofilt a 11. és 12. tablazat

tartalmazza.

Primer Szekvencia 5°-3’

Terminaz forward GCGCTGAGKATGTCGTCYTTG
Terminaz reverse YGA CAT CTACAA GCC CGA CCA
Helikaz forward GTG GGC TCAGTC ACACAGCT
Helikaz reverse CCCTGGCAAAAGTAGGTGTTCAT
Polimeraz forward GGN GCN ATG GTN CAR WSN ACN AA
Polimeraz reverse ACN GTN GCN GTRTTY TCR TAN GC

10. tablazat: Cyprinid herpeszhez Helikaz, Terminaz, Polimeraz primerek

Reagens Térfogat (ul)
Phusion 5x HF puffer 10
dNTP 15
forward primer 3
reverse primer 3
Phusion polimeréz 0,5
Nukleazmentes viz 30
templat 2

11. tablazat: Cyprinid herpesz protokoll

Lépés °C 1d6 Ciklusok
Kezdeti denaturacio 98 3 perc 1
Denaturacio 98 10 masodperc
Anellalas 62 30 mésodperc 45
Polimerizéacid 72 1 perc
Terminalis szintézis 72 3 perc 1
Tarolas 4 0

12. tablazat: Cyprinid herpesz héprofil

Két koros tok herpesz primerek

A primereket (13. és 17. tdblazat) Dr. Doszpoly Andortol kaptuk, aki korabbi munkaja soran
tervezte azokat (Doszpoly és Shchelkunov, 2010). A reakcidkhoz a kovetkezd mintdkat
hasznaltuk: a TF tok viralis €s tissue kittel tisztitott formajabol mind a harmat, azaz a méj, a bor
¢€s a vese mintat is, a TS m4;j, 1€p, tumor €s vese, a TN3 1¢ép és a TE10 1ép mintakat, illetve a
KB lapatorru és szibériai tok, az Akasztd 2. p., a torpeharcsa DNS ¢és a Holland tok mintakat.
Pozitiv kontrollnak egy harcsa IcHV-s mintajat valasztottuk. A primerekhez hasznalt

protokollokat és hoprofilt a 14., 15. és 16. tablazat tartalmazza.
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Aci out és in (ORF57-

62)

Primer

Szekvencia 5°-3°

Aci out forward

AAG ACG TGA CCT ACG ACA AGC TCG AT

Aci out reverse

TTG ACG GAC ACATTG GAT TAA ACG AT

Aci in forward

CTTGATTGATTC TCA GCT GGT TGT GC

Aci in reverse

TTT AAACAAGTC ACTTCC AAATTGGT

13. tablazat: Aci out és in primerek

Reagens Térfogat (ul)
Aci forward primer 1
Aci reverse primer 1
Dream Taq puffer 5
dNTP 1
Taq polimeraz 0,5
Nukleazmentes viz 39,5
templat 2

14. tablazat: Aci out (1. kor) protokoll

Reagens Térfogat (ul)
Tok irido forward primer 1
Tok irido reverse primer 1
Dream Taq puffer 5
dNTP 1
Tag polimeraz 0,5
Nukleazmentes viz 40,5
templat (elegy az eldz6 reakcidbol) 1

15. tablazat: Aci in (2. kor) protokoll

Lépés °C 1d6 Ciklusok
Kezdeti denaturacio 95 3 perc 1
Denaturacio 95 30 masodperc
Anellélas 56 30 masodperc 35
Polimerizacid 72 30 masodperc
Termindlis szintézis 72 7 perc 1
Tarolés 4 0

16. tablazat: Aci out/in és Ic in hdprofil

Az Ic out hoprofilja megegyezik az Aci outéval, azzal a kiilonbséggel, hogy az 56 °C helyett

46 °C-ot alkalmaztunk az anellalas soran.
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Ic out és in (ORF57-58)

Primer

Szekvencia 5°-3°

Ic out forward

AAG GSV CAG ATT YTC ATG

Ic out reverse

TCA CRW ASC CBC CYCTCC

Ic in forward GAY ATGATG TAY GTG TGY AA
Ic in reverse ACM CCY CGK GTG TGY GCG GC
17. tablazat: Ic out és in primerek
Circovirus

A primereket (18. tablazat) Halami és munkatarsai (2008) publikacioja alapjan rendeltiik.
A TS méj, 1ép, vese, tumor és a TF viralis m4j, bor és vese mintdkon végeztiik el a reakciot. A
tok herpesz primereknél tapasztaltakhoz hasonldan itt is két koros reakcioval (19. tablazat) a

nested PCR technikat alkalmaztuk. Pozitiv kontrollnak a 2Q mintat hasznaltuk, ami egy

angolna cirkovirus (EeCV-1) tartalmt minta volt. A hdprofilt a 20. tablazat irja le.

Primer

Szekvencia 5°-3°

Cv-s (forward)

AGA GGT GGG TCT TCACNHTBA AYAA

Cv-as (reverse)

AAG GCA GCC ACCCRT ARAARTCRTC

Cn-s (forvard)

AGC AAG GAACCCCTCAYY TBC ARG G

Cn-as (reverse)

ACG ATGACTTCNGTCTTSMARTCACG

18. tablazat: Circo primerek

Reagens Térfogat (ul)

Cv-s (forward) primer 0,5
Cv-as (reverse) primer 0,5
Dream Tagq puffer 2,5
dNTP 0,5

Taq polimeraz 0,15
Nukleazmentes viz 18,85
templat 2

A masodik kor soran a Cn-s és Cn-as primereket vettiik igénybe, illetve templatként az elsé

19. tablazat: Corcovirus 1. kor protokoll

kor termékét adtuk hozza az elegyhez.
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Lépés °C 1dé Ciklusok
Kezdeti denaturacid 95 5 perc 1
Denaturacid 94 30 mésodperc
Anellélas 56 1 perc 45
Polimerizacid 72 1 perc
Termindlis szintézis 72 5 perc 1
Tarolas 4 o0

20. tablazat: Circo hoprofil

Lymphocystis disease virus (LCDV)

Ezen agens vizsgalatara korabbi évek soran témavezetom, Borzak Réka altal tervezett
primereket (21. tablazat) hasznaltunk. Ez esetben a TS maj, 1ép, vese, tumor és a TF viralis m4j,

bor és vese mintakat vizsgaltuk. A termék vart hossza 614 bp volt. A protokollt és a hdprofilt a

22. ¢és 23. tablazatban foglaltuk Ossze.
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Primer Szekvencia 5°-3’
LCDV forward CYT GGT TCAGTAAATTACC
LCDV reverse CRTTRGTAATCCATACTTG
21. tablazat: LCDV primerek
Reagens Térfogat (ul)
LCDV forward primer 1
LCDV reverse primer 1
Dream Taq puffer 5
dNTP 1
Taq polimeraz 0,3
Nukleazmentes viz 38,7
templat az els6 korbol 3
22. tablazat: LCDV protokoll
Lépés °C 1d6 Ciklusok
Kezdeti denaturacid 95 3 perc 1
Denaturécio 94 30 mésodperc
Anellalas 47 30 masodperc 35
Polimerizéacio 72 1 perc
Termindlis szintézis 72 7 perc 1
Tarolas 4 0
23. tablazat: LCDV hdoprofil




4.2.3 RNS izolalas

Az RNS kivonast a TS maj, sziv, vese, kopoltyll, tumor €s 1ép mintakbdl, illetve a sejtek
fertdzésére hasznalt eredeti TS 1¢ép €és tumor minta htisszoros higitasabol, valamint az ezekkel

eldszor fertdzott sejtekrdl leszivott feliiliszokbol kiséreltiik meg elvégezni.

RNS-roél cDNS atiras
Az RNS-ek cDNS-re valo atirasat a RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
segitségével végeztiik el (Thermo Fisher Scientific Inc., 2013). A {6 protokollt a 24. tablazatban

foglaltuk ossze.

Reagens Térfogat (ul)
5x Reaction Buffer 4
RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/ul) 1
dNTP (10 mM) 2
RevertAid H Minus M-MuLV 1
8

Reverse Transcriptase (200 U/ul)
templat

24, tablazat: cDNS atiras protokoll

Aquareovirus

Els6é RNS virusként az aquareovirust szerettiik volna kimutatni. A munkank soran
alkalmazott primereket (Seng és mtsai, 2004), protokollt és hoprofilt a 25., 26. és 27. tablazat
tartalmazza. Pozitiv kontrollnak a kithez tartoz6 pozitiv kontrollt hasznaltuk, ami a cDNS atiras

ellendrzését szolgalta. A vart termék koriilbeliil 450 bp méretii volt.

Primer Szekvencia 5°-3’
Aquareo AQ1 (forward) AWS CCKTAY ATCTATGGCTT
Aquareo AQ?2 (reverse) TTR GAG ACG AAM AKN GAS GC

25. tablazat: Aquareovirus primerek

Reagens Térfogat (ul)
Aquareo forward primer 1
Aquareo reverse primer 1
10+ Dream Taq puffer 5
dNTP (10 mM) 1
Taq polimeraz 0,5
Nukleazmentes viz 36,5
cDNS 5

26. tablazat: Aquareovirus protokoll
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Lépés °C Ido Ciklusok
Kezdeti denaturacid 95 3 perc 1
Denaturécio 9 30 masodperc
Anellalas 49 30 masodperc 30
Polimerizéacid 72 1 perc
Terminalis szintézis 72 S perc 1
Tarolés 4 00

27. tablazat: Aquareovirus hdprofil

Retrovirus

A reakcidhoz a Ron és munkatarsai (1996) altal leirt primereket (28. tablazat) hasznaltuk.
A folyamat végén 600 és 1000 bp kozti terméket vartunk. A protokollt és a hdprofilt a 29. és
30. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Primer Szekvencia 5°-3°
PRO Forward GTK TTI KTI GAY ACI GGI KC
JO Reverse ATI AGI AKRTCR TCI ACRTA

28. tablazat: Retrovirus primerek

Reagens Térfogat (ul)
Retrovirus forward primer 1
Retrovirus reverse primer 1
10+ Dream Taq puffer 5
dNTP (10 mM) 1
Taq polimeraz 0,5
bidesztillalt viz 36,5
cDNS 5

29. tablazat: Retrovirus protokoll

Lépés °C 1d6 Ciklusok
Kezdeti denaturacio 95 3 perc 1
Denaturacio 94 30 masodperc
Anellélas 49 1 perc 35
Polimerizacid 72 1 perc
Terminalis szintézis 72 7 perc 1
Tarolas 4 0

30. tablazat: Retrovirus héprofil
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4.2.4 Gél elektroforézis

A PCR reakcio utan 1%-os agardzgélt készitettiink (0,5 g agardz, 50 ml TAE puffer
elegyitésével és melegitésével, majd 1,2 pg etidium-bromid hozzdadasaval), és agargél
elektroforézis igénybe vételével 45 percig futtattuk a mintdkat, majd UV fény alatt
megtekintettiik az eredményt. Az esetek nagy hanyaddban Thermo Scientific GeneRuler 100
bp Plus DNA Ladder-t hasznaltunk markerként, egyediil a Doszpoly-féle tok herpeszeknél
alkalmaztuk a Thermo Scientific O'GeneRuler Low Range DNA Ladder-t.

Ha az eredményt kedvezOnek talaltuk, azaz a keletkezett termék a megfeleld
mérettartomanyba tartozott, akkor tovabb dolgoztunk az adott mintdval. Abban az esetben ha a
gélképen egy oszlopban tobb csik is jelentkezett kiilonb6z6 magassagban, akkor 2 %-0S
agar0zgelt ontottiink, €s a pozitiv mintdkat hosszabb ideig ujra futtattuk, majd kivagtuk a gélbdl
a megfelel6 méretii csikokat. Ezt kovetden a Genaid, Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
segitségével kinyertiik a nukleinsavakat a gélbol. Ha megfelel6 mennyiségli PCR termékiink
maradt, illetve csak egy csik latszott a gélképen mintanként, akkor nem kellett 0jra futtatni a
terméket, hanem a Molecular Biology Kit Protocol for Prurification of PCR Ptoducts pontja

alapjan kitisztitottuk azt. NanoDrop gép segitségével lemértiik a mintdk nukleinsav tartalmat.

4,25 Szekvenalas elokészitése

Ez utan elvégeztiik a szekvenald reakciot, amit a 31. tablazatban foglaltunk 6ssze. Ezt a
folyamatot mindig a PCR boxban végeztiik el és a szekvenalas el6készitését szolgalta. A primer
mindig a PCR reakcidoban hasznalttal megegyezd kellett legyen. A két primert kiilon-kiilon

reakcio elegyhez adtuk hozza.

Reagens Térfogat
Big Dye enzim 1 ul
Big Dye puffer 2 ul
primer 1 ul
templat 1-6 ul (50-100 ng nukleinsav)
Nukledzmentes viz az elegy kiegészitése 10 pl-re

31. tablazat: Szekvenalo reakcid
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Ezt kovetden a kicsapas kovetkezett. Ez a folyamat azt a célt szolgalta, hogy a minta
megfeleld allapotba kertiiljon a szallitashoz, hiszen a szekvenalast nem az intézetben végeztiik,
mert nem allt rendelkezésiinkre megfeleld gép, hanem Szegedre kiildtiik a Magyar Tudomanyos
Akadémia Szegedi Biologiai Kozpont Szekvenald Laboratériuméba. A kicsapést két

szakaszban végeztiik el. El6szor a PCR boxban 0sszeallitottunk egy elegyet, amit 32. tablazat

tartalmaz.
Reagens Térfogat (nl)
90-100%-0s etanol 62,5
Nukleazmentes viz 14,5
natrium-acetat 3

32. tablazat: Kicsapas

Ennek az 0ssztérfogata 80 pl lett, ami két mintdhoz volt elegendd. Az elegyet az 6sszemérés
utan vortexeltiik, majd két részre osztottuk ¢és mindegyikhez hozzdadtunk 10 pl tisztitott
terméket, és igy is vortexeltiik. Az ezt kovetd 1€péseket mar nem a PCR boxban végeztiik el.
15 percig szobahomérsékleten allni hagytuk, majd 20 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk. Ez
utan leontottiik a feliiluszot, és 250 pl 70%-os etanolt tettiink mindegyik Eppendorf csébe, majd
tovabbi 10 percig centrifugaltuk 13000 rpm-en. Centrifugalas utan a feliiliszot ismét leontottiik,
¢s a csoveket 30 percre vakuumcentrifugaba helyeztiik. A folyamat végeztével a mintak készen

alltak a postazasra.

4.3 Sejttenyészetek

A feltételezett fert6z0 agensek izolalasat sejttenyészeteken kivantuk megkisérelni a
fertdzott egyedek kiilonbozd szerveinek sterilre sziirt homogenizatumat felhasznalva. A
virusszaporitashoz célirinyosan tokhal-specifikus SSO-2 (Siberian Sturgeon Organs-2) és
WSS-2 (White Sturgeon Spleen-2) sejtvonalakat alkalmaztuk (Hua és Wang, 2005;
Shchelkunov és mtsai, 2009).

4.3.1 A sejtek elokészitése a fertozésre

Munkdnk sordn a két feljebb emlitett sejtvonalat alkalmaztuk. A sejteket 25 cm?-es
flaskakban helyeztiik el, és 20 °C-on inkubatorban taroltuk. Az SSO-2 sejtvonalhoz M199
médiumot, a WSS-2-h6z MEM-et (minimal essential medium) hasznaltunk. Passzalaskor 5 ml
PBS-sel oblitettiik le a sejteket, majd 2 ml tripszinnel oldottuk le azokat a flaska falarol. Az
atoltashoz annyi ml médiumot hasznaltunk, ahany felé osztottuk a sejteket, ez altalaban harom,

ritkAbban két 25 cm?-es flaskat jelentett. Nagyjabol 2 hétig lehetett Sket tarolni, utana elkezdtek
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pusztulni. Amikor mar elég gyorsan osztodtak a sejtek, ami azt jelenti, hogy nagyjabol 2 nap

alatt bend6ttek a flaskat, akkor lehetett ket plate-re rakni, ahol a sejtek fertdézésére keriilt sor.

4.3.2 A mintak elokészitése

A sejtek fertézéséhez a TS 1€pét és a tumor mintat hasznaltuk. A fagyasztobol kivéve
szobahOmeérsékleten hagytuk kiolvadni. Ez utan kimértiink egy 50 és 100 mg kozotti darabot, a
Iépdarab 80 mg, a tumor 70 mg lett. A mintakat kiilon-kiilon mozsarba tettiik, és homokot
adtunk hozza, majd addig dorzsoltiik, amig egy egységes masszat kaptunk. Ezt kovetéen M199
hozzéadasaval husszorosara higitottuk az elegyeket, és 2 ml-es Eppendorf csdvekbe helyeztiik,
amiket 2000 g sebességgel 10 percig centrifugaltunk. A feliiluszot felszivtuk egy steril
fecskenddbe, és fecskenddszlirén (poérusméret: 0,22 um) atnyomtuk a folyadékot. Az igy nyert,
reményeink szerint virusokat tartalmazo, de baktériumoktol mentes folyadékbol tizszeres
higitasi sort készitettiink ugy, hogy 900 pl M199-hez 100 pl-t adtunk a korabban nyert
folyadékbol, majd ebbdl a csébol 100 pl-t atmértiink a kovetkezd csébe, ami szintén 900 pl
médiumot tartalmazott. Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik, igy 0sszesen 4 higitdsunk lett.
Minden cs6be 30 pl Penicillin-Streptomicin keveréket helyeztiink, az esetlegesen eléforduld

baktériumok elpusztitasa céljabol.

4.3.3 A sejtek fertozése

A fert6zéshez az SSO-2 sejteket 24 lyuku plate-re raktuk. Ennek a folyamatnak az eleje
megegyezett a passzalassal. Ezt kovetden a flaska tartalmanak 2/3-at egy 24 ml médiumot
tartalmazo Falcon csébe tettiikk és elegyitettiik azzal, majd a plate-en minden lyukba 1ml
folyadékot tettiink. Ebben a formaban egy napig pihentettiik az inkubatorban, hogy a sejtek jol
meg tudjanak tapadni. Mdasnap pipettaval leszivtuk a feliiluszot, és a mintdkat tartalmazo
elegyekbdl 200 pl-t mértiink a sejtekre. Egy 6rat allni hagytuk, hogy a virusok be tudjanak jutni
a sejtekbe, majd yjra leszivtuk a feliiluszot, és 1 ml médiumot raktunk a sejtekre. Negativnak
azokat a welleket neveztiik, amiket nem manipulaltunk, kétszeresen negativak pedig, azok a
wellek voltak, ahol a leszivast és feltoltést ugyan ugy elvégeztiik, mint a fertézni kivant
lyukaknal, csak médiummal és nem a mintékkal tettiik ezt. Ez utdn minden nap fénymikroszkop

alatt vizsgaltuk, és megfigyeltiik az valtozasokat.
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4.3.4 Tovabbi prébalkozasok

21 nappal késdbb, amikor a sejtek mar elpusztultak, igy az esetlegesen benniik 1év6 virusok
mar kiszabadulhattak beldliik, az els6 plate husszoros higitasairdl leszivtuk a folyadékot, azt 10
percig 2000 g-n centrifugaltuk, majd a feliiliszot tovabb hasznaltuk. A 1ép és a tumor mintabol
is készitettlink egy tizszeres higitast, igy lett egy husszoros €s egy kétszazszoros higitdsu minta.
Mindegyik mintat két wellbe raktuk, és negativ kontrollként ismét médiumot hasznaltunk.
Ekkor is az SSO-2 sejtvonalat alkalmaztuk. Minden nap fénymikroszkop alatt vizsgaltuk.
Miutan a sejtek eloregedtek a plate-et -80 °C-ra fagyasztottuk.

A harmadik alkalommal SSO-2 és WSS-2 sejteket is hasznaltunk. Az 0j sejtvonalnak
koszonhetden Gjra probalkoztunk az elsd passzalas termékeivel, illetve méasodik passzalast is
veégeztiink. Az elsd passzalas soran nyert folyadékbol mar csak annyi maradt, hogy mindegyik
wellbe 100 pl-t raktunk, a mésodik passzalas soran nyert folyadékbol a szokasos 200 pl-t

alkalmaztuk. Ez alkalommal is két wellt fertdztiink mindegyik mintaval.
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5 EREDMENYEK

5.1 Daganatok jelenléte magyarorszagi allomanyokban

Kitart6 probalkozasaink soran a telefonos kapcsolatfelvételre 6sszesen egy telepet talaltunk,
ahol korabban észleltek 1-2 olyan egyedet, amelyen daganat jelentkezett. A tobbi helyen sajat
bevallasuk szerint tumoros egyedet nem észleltek, vagy nem volt jelen. Ezek alapjan
kijelenthetjiikk, hogy a magyarorszagi akvakultirds koriilmények kozott tenyésztett

tokhaldlloményokban daganatos megbetegedés igen ritkén fordul eld.

5.2 A PCR vizsgalatok eredményei
5.2.1 Gélelektroforézis értékelése

Hanson

Meglepd modon a negativnak vélt TEIO 1ép és vese mintdk esetében is az 500 bp
magassagaban jelentds vastagsagu csikot észleltiink. A negativ kontroll ténylegesen negativnak
bizonyult. A késObbiekben az anyag ¢s modszer részben emlitett mintakon is elvégeztiik a
reakciot, ezek koziil a TS 6sszes mintdja és a Holland tok mutatott pozitivitast. Legtobbszor a
TE10 1ép mintat hasznaltuk pozitiv kontrollnak. Tekintettel arra, hogy nem az §sszes minta lett
pozitiv, kizarhatjuk annak az esélyét, hogy a Nukleazmentes viz vagy a primerek, esetleg az

enzim fert6zott lehetett.

Tok Pol
A Hanson primerek alkalmazasa sordn kapott termékek részletesebb vizsgalata céljabol
késziilt ez a primer par. A vizsgalt mintak koziil a KB lapatorra tok, a TS 1épe és tumorja, a

Holland tok, a TN3 Iépe és a harcsa DNS mutatott egyezést a pozitiv kontrollal.

Tok irido

Az Osszes vizsgalt minta pozitivnak bizonyult a gélkép alapjan.

Cyprinid herpesz

A proba soran harom kiilonb6z6 primer part alkalmaztunk, hogy atfogobb képet kaphassunk.
A reakci6 soran a negativ kontroll nem lett negativ, ezért még kétszer elvégeztiik azt. A masodik
alkalommal a nukledzmentes vizet, a harmadik alkalommal az enzimet cseréltiik ki Gjonnan

bontottra, azt feltételezve, hogy valamelyik korabbi munka sordn fertézédhetett. Mindharom
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alkalommal ugyan azt a gélképet kaptuk eredményiil, ezért nem dolgoztunk tovabb ezekkel a

primerekkel. A késébbiekben az enzim hasznalatat is kertiltiik.

Aci és Ic
A formalinos tok mintdk, sajndlatos mdodon, negativak lettek. A tobbi minta koziil sok
pozitivitast mutatott, ezek a kdvetkezdek voltak: TS m4j, 1ép, tumor Aci in, TE10 1ép Aci in,

Holland tok Aci in, TS tumor Ic in, Akaszt6 2.p Ic in.

Circovirus

Mindegyik minta pozitivnak bizonyult. A TF majbol a PCR terméket tisztitottuk ki, a tobbit
a gélbdl vagtuk és tisztitottuk ki. Ez utan elvégeztiik a szekvenald reakciot és a kicsapast, majd
elkiildtiik szekvenalasra.

Bar a cirkovirusokkal végzett probak kezdetben kedvezd kimeneteliinek latszottak, a
szekvencidk egyeztetése utan ismét kideriilt szdmunkra, hogy a képzddott termékek nem

egyeznek megfeleld szazalékban egyetlen ismert virussal sem.

Lymphocystis disease virus, Aquareovirus, Retrovirus
A gélképek alapjan, a pozitiv kontrollok kivételével, az 6sszes minta negativnak bizonyult,

igy tovabbi vizsgalatokat nem folytattunk ezen primerek alkalmazasaval.

5.2.2 A szekvenilas eredményének értelmezése

Béarmely minta barmely primerrel folytatott vizsgdlatdrél elmondhatd, hogy pozitiv
eredményre nem vezetett. A Szegedrdl visszakapott szekvencidk vizsgalata sordn arra jutottunk,
hogy nem mutattak megfelel6 mértékii egyezést az ncbi adatbazisban talalhato virusok, illetve

fehérjék szarmaztatott nukleotid sorrendjével.

5.3 Sejttenyésztés

Az el6szor fertdzott SSO-2 sejtek koziil a hiisszoros higitasu 1ép, illetve tumor mintaval
fertézott welleken a sejtek elkezdtek pusztulni (lekerekedtek, elvékonyodtak) (5. kép). A
nagyobb higitdsok esetén jelentds elvaltozast nem észleltiink. A sejttenyészeteken végzett
fert6zési kisérletek korai fazisaiban tapasztalt sejtpusztulasokat (CPE — cytopathogenic effect)
nem sikertiilt passzaldssal tovabb orokiteni, igy a korabban megfigyelt jelenséget nem virusok
jelenlétének, hanem a szervekbdl felszabadulo citopatogén anyagok hatdsanak nyilvanitottuk.

Mindent Gsszevetve a sejttenyészeteken egyetlen ismert virus jelenlétét sem tudtuk igazolni.
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5. kép: A fels6 abran egy negativ, mig az alsén egy 20x-os higitast tumor mintaval fert6zott
SSO-2 sejttenyészeten jelentkezd cytopatogén hatas lathato.
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6 MEGBESZELESEK, KOVETKEZTETESEK

Ma Magyarorszag aktivan részt vesz a tokhalak akvakultaras koriilmények kozott torténd
termelésében. Leggyakrabban a — kutatasunk alkalmaval is vizsgalt — Iénai tokot (Acipenser
baerii) tenyésztik jo alkalmazkodo- és téteményképessége miatt. Kutatasunk célja a tokhalakon
talalhaté daganatokbol és/vagy szerveikboOl virusok kimutatdsa, és igy a virusos hattér
bizonyitasa volt.

A vizsgalataink alapjat adé dunantali halgazdasagban nevelt kiillonbdzd kort 1énai tok
(Acipenser baerii) allomanyokban 2016 6szén tomegesen megjelend, majd idovel visszafejlodé
daganatos elvaltozasok virusfert6zés fennallasanak gyanujat keltették. A szakirodalomban tobb
helyen emlitik a daganatok regressziojat (Anders és Yoshimizu, 1994; Coffee és mtsai, 2013),
igy véleményiink szerint az a tény, hogy a daganatos egyedek mar nincsenek jelen (elpusztultak)
vagy a tumorok visszahuzodtak még inkabb valdsziniisiti a virusos hatteret.

Szamunkra a PCR technika segitségével torténd virus felszaporitds, majd genom
szekvenalés, és a sejtvonalakon végzett fertdzési kisérletek bizonyultak a legkézenfekvobb
modszereknek a virusok detektalasara.

PCR vizsgélataink alkalmaval egyetlen kérdéses eredményiink volt, a tobbi esetén a
visszakapott szekvencidk alapjan egyértelmiien ki tudtuk zarni a keresett virusok jelenlétét. A
kérdéses eredményiink a Hanson primerek alkalmazisa soran gyakran el6forduld, egy
koriilbeliil 500 bp méretli termék volt, ami leginkabb hal szekvencidkra hasonlitott, igy
mellékterméknek bizonyult. Feltételezéseink szerint ez szarmazhatott magabol a halbdl, lehetett
a genomba beéplilt virus szakasz vagy a takarméannyal elfogyasztott allati eredetli szekvenciak.
Ez utdbbit tartottuk legvaloszinlibbnek, hiszen a tokhalak mar igen fiatal példanyai is ragadozo
¢letmodot folytatnak, igy taplalékuk részét képezik a kiilonbozd halfajok larvai, ivadékai
(Tokhalakrdl, e. n.).

A sejttenyészeteken végzett vizsgalatok kezdetben kedvezdnek bizonyultak, de a tovabbi
kisérletek, arra mutattak ra, hogy az elsé eredmények nem virusok jelenlétének, hanem a
szovetekbdl szarmazd anyagok cytopatogén hatdsanak voltak koszonhetéek (Borzak Réka
személyes kozlés).

Tovabbé, munkank soran alkalmunk nyilt felmérni a hazai telepeken jelentkezé daganatok
eléfordulasanak gyakorisagat. A rendelkezésiinkre all6 adatok alapjan, arra az eredményre
jutottunk, hogy tumoros egyedek eddig csak a nyugat-magyarorszagi régio két telepén fordultak
eld, és ott is ritkdn. Az egyik halgazdasagban 2016 6szétdl 2017 tavaszaig voltak jelen a

daganatos egyedek, a masik telepen egy tumoros tokhalat észleltek 2017 tavaszan.
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7 OSSZEFOGLALAS

A daganatos megbetegedések nem 1j keletiiek az orvoslas torténetében. A human daganatos
megbetegedésekre vonatkozd, valosziniileg elsé irasos emlék a III. dinasztia-beli Dzsoszer
farad szolgalataban 4116, 0kori tudos, Imhotep fOpap feljegyzése az i. e. 27. szdzadbol.

Az allatorvoslasban a tumorok felismerése €s jellemzése ennél joval késdbb tortént meg. Az
egyik els6 tudomanyos dokumentéacid, amely a halak daganatos megbetegedésekben vald
érintettségét irja le 1793-bol szarmazik. Az értekezés a csontok tumoros elvaltozésait taglalja.

Az aldbbiakban targyaland6 vizsgalataink alapjat egy dunantuli halgazdasagban nevelt
kiilonb6z6 koru szibériai vagy mas néven lénai tok (Acipenser baerii) allomanyban 2016 6szén
tomegesen megjelend, majd idovel visszafejlédé daganatos elvaltozasok adtak. A jelenség, a
szakirodalmi adatok tiikkrében, virusfertdzés fennallasanak gyanujat keltette.

Az eset hatterének tisztazasa érdekében, munkank soran 11 friss, mélyfagyasztott vagy
formalinnal tartdsitott egyed 0sszesen 23 szervmintajat (kopoltyu, maj, 1€p, vese, tumor, és sziv)
vizsgaltuk molekularis €s klasszikus virusizolal6 technikdkkal. A molekularis munkalatokhoz
a szervekbdl, kommercidlis kittek eljarasait kovetve, genomidlis DNS-t és RNS-t egyarant
izolaltunk.

A kiilonbozd, tumorképzddéssel kapcsolatba hozhatd virusok kimutatasat (DNS virusok:
(ds) herpesz-, adeno- irodovirus, és (ss) cirkovirus; valamint RNS virusok: (ds) aquareovirus,
¢s (ss) retrovirus) PCR technika segitségével igyekeztiink megvalositani.

A feltételezett fert6z0 agensek izolalasat sejttenyészeteken kivantuk megkisérelni a
fertdzott egyedek kiilonbozd szerveinek sterilre szlirt homogenizatumat felhasznalva. A
virusszaporitashoz célirinyosan tokhal-specifikus SSO-2 (Siberian Sturgeon Organs-2) és
WSS-2 (White Sturgeon Spleen-2) sejtvonalakat alkalmaztuk.

A PCR vizsgalatok soran felsokszorositasra keriilt szamos, kivant mérettartomanyba eso,
DNS szakasz keriilt szekvencia meghatarozasra, azonban ezek egyike sem mutatott megfeleld
mértékli hasonldsagot a National Center for Biology Information adatbazisaban megtalalhato
virus gének nukleotid- €s/ vagy fehérjék szarmaztatott aminosav sorrendjével.

A sejttenyészeteken végzett fert6zési kisérletek korai fazisaiban tapasztalt sejtpusztulasokat
(CPE — cytopathogenic effect) nem sikeriilt passzalassal tovabb orokiteni, igy a korabban
megfigyelt jelenséget a szervekbdl felszabadulo citopatogén anyagok hatdsanak nyilvanitottuk.

Osszességében, az hogy a fenti vizsgalatok soran a mintidkban egyetlen ismert virus

jelenlétét sem tudtuk igazolni, nem zarja ki ezen dgensek jelenlétet. Hiszen a virusok szerepe a
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daganatok indukalasaban szamos, az irodalombol ismert, esetben bizonyitott. gy jelen téméaban

is a tovabbi vizsgalatok elvégzése €s egyéb, 1) modszerek alkalmazasa javasolt.
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8 SUMMARY

Tissue distortions manifested by tumours have been known to mankind since ancient times.
The earliest official record about human tumours may be a note of Imhotep, who was the high
priest of Ra sun-god and served for Djoser belonged to the Third Dynasty of Egyptian Pharaohs,
in the 27th century BC.

The particular description and registration of animal tumours have become relevant just in
the Modern Period of human history. One of the first scientific documentation that reported
about bone tumours in fish was published in 1793.

Our study is based on the case of a fish farm located in western Hungary, where on the body
surface of fish in the Siberian sturgeon (Acipenser baerii) stock, tumours had developed then
disappeared. The progress of the disease, in account the literature data, took suspicion of virus
infection proposed.

In our work, we studied totally 23 tissue samples excised from liver, spleen, kidney, tumour,
heart and gills of 11 fish, which were moribund or conserved by frozen or in formalin.

For the molecular works, we isolated both genomic DNA and RNA from the specimens
using commercial kits according to the manufacturers' instructions. We wanted to detect
different tumour associated viruses (DNA viruses: (ds) herpes-, adeno-, irodovirus, and (ss)
circovirus; as well as RNA viruses: (ds) aquareovirus, and (ss) retrovirus) by classical and
reverse-transcription-coupled-PCR methods.

We attempted to isolate the presumable infectious agents by artificial infection of cells using
the filter-sterilized tissue homogenate of studied fish’s organs. For the virus propagation, we
used sturgeon- specific cell lines, such as SSO-2 (Siberian Sturgeon Organs-2) and WSS-2
(White Sturgeon Spleen-2).

In the PCR assays, several DNA bands in the expected fragment size-range were managed
to multiplicate. Nevertheless, during the sequencing, none of them presented significant
similarity with nucleotide- or predicted amino acid sequences of any known virus genomes in
the database of the National Center for Biotechnology Information.

Although we detected a cytopathogenic effect on the cell lines in the initial stage of in vitro
infections, it was not able to transfer to following passages. Thus the cell destruction observed
us earlier may be considered a result of the effect of the cytopathogenic substances released
from the organs.

In conclusion, the fact that we did not manage to isolate any known viruses during our

executed trials; it does not exclude the presence of these agents. The role of viruses in the
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induction of tumour formation and progression is known and proven in many cases, in
accordance with literature data. Therefore, further studies on this topic applying by new

methods are required.
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Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem kizardlagos
Jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a
megérzés ¢s a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masoldsvédett PDF formara
konvertalja €s szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szimara
hozzéférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbél kizarolag biztonsagi,
visszaallitasi és megbrzési célbal.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, €s/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti €s legjobb tudomadsa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi Jjogét. Amennyiben a mii
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi Jjogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatél arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban térolt miivek korlatlanul hozzaférhetéve valjanak
a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltsltstt
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban taldlhato, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltsltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréafiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltdltéséhez Jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

>( Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasisit a

konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet

tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéllapodassal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA iizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd mddon visszaélne.
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alairas
szerz6/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudom(inyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
A’llatorvostudoma'nyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Mizeum dltal miikodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-1orténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszegylijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshet6vé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figvelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetéségek felhaszndldsdaval biztositja a kénnyii, (internetes
kereségépekkel is miikodd) kereshetéséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének nivelése;

- amagyar dllatorvosok publikdciéira torténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése,

- az A'llatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmitkods partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elGsegitése,

- anyilt hozzdférés tamogatasa.



