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Tisztelt Biralo!

El6szor is szeretném megkoszonni értekezésem birélatar opponensi véleményben leirt eligmer
szavait! EInézését kérem, hogy helyenként nemetesztbm a kutatast soran alkalmazott médszereket
olyan mértékben, mint ahogy az alapoz6 kdzlemémgrldzerepel! Mivel az MTA Agrartudomanyok
Osztalya a doktori hterjedelmét 80-150 oldalban hatadrozza meg, éréslaam hossza mar igy is a
maximumhoz kozelit. Az értekezéssel kapcsolatoeesteleire és kérdéseire a kovetkgalaszokat
szeretném adni:

Az els eurdpai USUV izoldtumra valéban tdbbféle jelolésseatkoztam a dolgozatban. A ,939/01”
a bécsi virologiai laboratériumba 20@kzén érkezett, feketerigd agydmeinta iktatdszama (939.
sorszam). Ebll a mintabdl izolaltak a virust, igy a jeldlés asdavezethéség szempontjabol volt
fontos. Az AT2001 vagy Vienna2001l1 jel6lések Aaltalhba torzsfakon szerepelnek, ahol — az
attekinthebség miatt — célszéen roviditéseket hasznéltunk, a minta foldrajztete és a djjtés éve
feltintetésével. Az AY453411 a virustérzs genomseeekidjanak az Amerikai Egyesiilt Allamok
Nemzeti Egészségugyi Intézete (National InstitufeHealth, NIH) altal Uzemeltetett Nemzeti
Biotechnoldgiai Informécios Kodzpont (National Cemtfor Biotechnology Information, NCBI)
nyilvanos genetikai adattardba (GenBank) elhelyezgtnotalt szekvencia nemzetkdzi azonositdja
(International Nucleotide Sequence Database Catidiom [INSDC] code). Ez alapjan az azonositd
alapjan az egyuttttkddé fenntartd intézmények (a DNA Data Bank of JapaBBD], az European
Molecular Biology Laboratory - European Bioinforneatinstitute [EMBI-EBI] és az NCBI) génbanki
adatbazisaiban kereshiets hozzaférhét a szekvencia. Az NC 006551 az NCBI altal a fenti
szekvenciabdl készitett, az USUV referencia-genainkiismert (RefSeq) genom azonositéja.

Az USUV genetikai valtozatossagaval és quasispgeilegével kapcsolatban feltett kérdésére Benk
doktor kérdéseire adott valaszomban részben kitéiEgy virusfaj genetikai vonalainak kijelolésekor
(ktlbntsen DNS virusok esetében) olykor valébarsrfa@rhetk olyan jellegzetes, k6zos eltérések
(,genetikai vonal determinans nukleotid pozicidkdinelyek alapjan a szekvencidk kdnnyebben
sorolhatdk leszarmazasi csoportokba. Az altalunghratarozott és vizsgalt USUV genomszekvencidk
illesztéseit koveten fel lehet ismerni szekvencia-csoportokat, ankdélge vannak kdzés nukleotid

poziciok. Am kutatasaink soran nem foglalkoztunkdiéan ezeknek az elemzésével. Amennyiben



csak néhany szekvenciat hasonlitunk 6ssze, ninkségelme genetikai vonalak elkilonulésér
beszélni. Nagyszamu szekvencia illesztésekor viszazekvencidk kozotti hasonlésagok mértékének
pontosabb meghatarozasa szilkséges. Eppen errdlsaklg killonbdz filogenetikai analizisekhez
hasznalt biomatematikai — statisztikai modellek.gAnetikai vonalakat a tdrzsfa-rekonstrukcids
vizsgélatok eredményei alapjan tudtuk elkilonitekitorzsfdk eldgazésai a virustdrzs evollcidja
szempontjdbdl fontos esemeényeket jeldlik. A gewmétikonalak — bar segithetnek a virus
evoluciojanak és foldrajzi terjedésének nyomon kés€ben — nem taxondmiai kategoriak. Az egyes
kutatok (6nkényesen vagy konszenzusosan) jeldliladaokat az evollciés folyamatok pontosabb
jellemzéséhez.
A szerologiara vonatkozo kérdésére adott valaszondigiként azt szeretném leszbégezni, hogy a
flavivirusok antigénszerkezetével és az ellenanyaguikodésével kapcsolatos ismereteink —
évtizedek kitartd és részletes kutatasi ellenéraég mindig hianyosak. Azt régoéta tudjuk, hogy a
flavivirusoknak az E burokfehérje a legfontosalbZi@i antigénje. Egyes kutatdsok eredményei arra
utalnak, hogy az E-fehérje specifikus ellenanyafymikcionalisan két csoportra oszthatok. Az egyik
csoporthoz a homoldg virust és azzal kdzeli antig&onsagban allé virusokat neutralizalé hatasu
ellenanyagok tartoznak. A ,kézeli antigén rokonsél” 60-70%-os E fehérje aminosav-szekvencia
azonossagot jelent. A masik csoportba sorolhagnatllyagok gatoljak a haemagglutinaciot, és a
kevésbé hasonl6 (akar <40% aminosav-szekvencia oagagu) E fehérjék esetében is
keresztreagalnak (szerocsoport-specifikus ellergoiga Az utdbbiak viszont nem mutatnak jetent
virusneutralizal6 aktivitast (Stiasny et al., 2008)flavivirusok neutralizacioja nem csupan abhfl &
hogy az ellenanyagok gétoljak a virusreceptor exsgrtorhoz k@idését. Az ellenanyagok szerepet
jatszanak az endocitézis gatlasdban és az endolsaamidekovetkeéz E fehérje konformacios
folyamtok megzavardsan at a membranfuzi6 megakezidpaban is (Pierson és Diamond, 2008;
Heinz és Stiasny, 2017). A sikeres neutralizaciokidbnb6 tipusu ellenanyagok keverékének a
.Kritikus mennyisége” szikséges (Pierson et alQ720 Emiatt a kétféle szeroldgiai proba soran
igazabol nem ugyanazokat az ellenanyagokat mutédjulketve hatarozzuk meg a mennyiségiket.
Ezért nincs sok értelme annak, hogy a két modswénapott titerértékeket nominalisan egyméashoz
hasonlitsuk. Az immunvalass fellemzi és tendenciai hasonlithatok 6ssze; példaul hb s#vot
vizsgalunk, az a savo amelyik az egyik modszergaiasabb titéinek mérhet a tébbinél, altaldban a
masik mddszerrel is magasabb ellenanyagdtitefovabba, a szerokonverzid soran mindkét
maodszernél medfigyelh&ta legalabb két kitényi titeremelkedés. De a hatarértékek meghatarozasa
és az eredmények interpretadlasa mindkét rendszénioan, megfelél pozitiv és negativ kontroll
savok alkalmazasaval lehetséges.
Az USUV genomszekvencia meghatarozasahoz a kévetkédszert / sémat alkalmaztam:

1. A JEV-szerokomplex virusainak 2002-ben hozzaférhggnomszekvenciait (WNV, JEV,

MVEYV) illesztettem egymashoz. Kerestem olyan szafst, ahol a harom szekvencia

megegyezett, vagy csak néhany nukleotidban tért el.



2. Ezekre a szakaszokra tapadd (gyakran degenerifigneket terveztem, hogy a teljes genom
teruletét lefed, és egymassal atfédermékeket képezzenek a PCR-ek soran (,JEV-komplex
specifikus” primerek).

3. Elvégeztem a PCR-eket az USUV torzseken; aholddjiz termék, annak meghataroztam a
szekvencigjat.

4. A szekvencidk BLAST azonositasa utan a flavivirashasonlokat (USUV-specifikusakat) a
referencia WNV szekvencidhoz illesztettem.

5. Ahol az USUV szekvencidk nem fedtek at, tovabbmerieket terveztem, az USUV mar
meghatarozott szakaszai alapjan. (Az egyik szekser® végéhez kozel genomikus
[forward], az azt koveét szakasz 5 végéhez kdzel komplementer [reverzhent.) Ezeket
neveztem ,USUV-specifikus” primereknek.

6. Az USUV-specifikus primerekkel képzett PCR termékekkvencigjat is meghataroztam és a
WNV referenciahoz, valamint a mar meghatarozott MS3dakaszokhoz illesztve alakitottam
ki az atfed szakaszok alapjan 6sszedllitott, teljes szekvencia

7. Ahol a PCR termék mérete miatt nem lehetett a vdgjddiindulé primerekkel, két figgetlen
szekvenal6 reakciéban megallapitani a szekvenaiajagy a mar meghatarozott szakaszok
alapjan szekvenalo6 primereket terveztem és azaldgdztem tovabbi szekvenalasokat (pl. e-f
jeli primerek a 2. tdblazatban), vagy rovidebb szakagzamplifikaltam és utdna hataroztam
meg a szekvenciaikat. Ritkan, de az &faldult, hogy ugyanabban az iranyban ismételten
meghataroztam a szekvenciat a verifikacidohoz.

8. Amennyiben primerek az USUV valamelyik térzsénekayejahoz nem tapadtak, vagy nem
lehetett a terméket szekvenalni, az 5.-7. pontbahlépések szerint, az adott torzs specifikus
szekvenciai alapjan tervezett, tovabbi primerekdékitettem fel majd hataroztam meg a
hianyz6 szekvenciékat.

Osszességében az értekezésben bemutatottnal giwaptimert terveztem és probaltam ki, de csak
azokat ismertettem a publikéciokban és az értekeréesamelyek tapadtak az USUV genomra és
szekvenalhato termékeket eredményeztek. Ugyanemto@dszert hasznaltam a kulonBoxVNV
szekvencidk meghatarozasahoz is (gyakran a JEVkarspecifikus primereket bevonasaval).
Egyetértek Biralom megjegyzésével, hogy ezzel asagrdel, szigoru értelemben véve nem lehet a
teljes genomot meghatarozni, mivel a szgdsimerek szekvenciait magunk jeloljuk ki és adjpuk
rendszerhez. A flavivirusok esetében a genom tédiminnem kédolé szekvenciainak kilénos
jelentsége van. Az 5 végen a virus NS5 fehérjéjének rihitéalis részén helyezkéd
metiltranszferaz aktivitasu katalitikus kozpontj@d tipust (m7GpppAmG) metilsapkat alakit ki, ami
a gazdasejt mRNS-éhez teszi hasonlatossa a viamgenés ezzel valik leh&té a kbdzvetlen
transzlacio. A genom 3'-végi része az NS5 fehérfm@inalis részén helyezk&dRdRp enzimje
szamara iniciacios pont, ami a genom replikaci@rikséges. Emiatt a flavivirus genomok terminalis

szerkezete megtartott és szekvenciai még a kulénbiimsfajokban is nagyon hasonlék. A teljes



virusgenomhoz (11064 nt) viszonyitva a szekvend@giszerrel pontosan meg nem hatarozott végi
szakaszok hossza (2x20 nt) elengészért tekintettik a szekvenciakat teljes genokvereciaknak.

A végi részek meghatdrozasara pl. a RACE mddseapid( amplification of cDNA ends) lehetett
volna alkalmazni, de neklnk erre nem volt |éBégunk. Efordult olyan helyzet is, hogy — ismételt
probéalkozasok ellenére — hosszabb végi szakasgekatudtunk meghatarozni, mivel nem tapadtak a
termindlis primerek. llyenkor a teljes kédold szsk§,coding-complete”) megnevezéssel helyeztik el
a szekvenciat a génbankban és igy hivatkoztunk kézéeményekben. Elméletileg nem lehet azt
kizarni, hogy az USUV genomja hosszabb, mint amiteintunk. Ugyanakkor, egyrészt a kordbban
emlitett, szerkezeti sajatossagok miatt ennek ldcsaldszifisége; masrészt, mas kutatécsoportok,
tolink fuggetlenul és mas moddszerek (pl. RACE) ségésel hataroztak meg tovabbi USUV-k
genomszekvenciait, é& sem szadmoltak be az altalunk leirtakon ,talnydaekvenciakrol.

A kutatasaink soran kifejlesztett TagMan real-tiRi€&-PCR mddszerek @hye a hagyomanyos, gél-
alapu RT-PCR-hez képest a specifikussag, a gyarsasa kvantifikdlhatésag. Nagy hasznat vettik
példaul a szunyogmintak USUV vagy WNV f&bdttségének vizsgalatakor. A hagyomanyos,
kulénodsen a ,JEV-szerokomplex specifikus” (degeler@rimerekkel ugyanis a szunyogmintaknal
nagy szamban képdtek aspecifikus amplifikaciés termékek. Emiatt émrhsolt az eredmények
egyértelnti elbiralasa. (A termékeket sokszor nem lehetett) keennyiségben és/vagy tisztasagban
kinyerni a geéliél, és igy szekvencia-meghatarozasuk sem jart skeivlivel a TagMan eljarasnal
alkalmazott préba DNS tapadasa nagyon specifikés (dhany szubsztitlcio esetén sem tapad), csak
a specifikus virus-nukleinsav jelenlétét mutatja Eimellett a modszer olyan esetekben hasznaltuk,
amikor célzottan az USUV RNS jelenlétét kivantuknktatni. Példaul az univerzdlis primerekkel
pozitiv mintakat szimultdn vizsgaltuk USUV és WN¥esifikus, TagMan valds idéj RT-PCR
modszerrel a korokozd fajszint azonositdsara. A maodszert sikerrel alkalmaztukhiaddt
korszovettani mintakon is a virus RNS kimutatasAraOlaszorszagban, 1996-ban tapasztalt tomeges
feketerigo-elhullasok soran gjgott szervmintakat formalinnal fixaltak, majd pHnaba agyazottan
taroltak. Tobb mint 15 év utan nyilt leiségunk a minték vizsgalatara. Ennyé idlatt altaldban a
nukleinsav jelerdis része toredezik, degradalodik. A real-time PCRikegovabbi ebnye, hogy
viszonylag rovid, a mi esetiinkben 74 bp métetméket amplifikal, igy a téredezett nukleinsaigat
nagyobb eséllyel mutatja ki. llyen rovid terméketghomanyos, gél alapi PCR-rel nehezebb
egyértelnien kimutatni, mivel ebben a mérettartomanyban graképsddhetnek nem specifikus, pl.
primerek spontan 6sszekapcsolodasavaldadpPNS fragmentumok is.

Azt, hogy melyik médszert hasznédljuk a diagnoshié® el§sorban a minta jellege és a vizsgalat
célja hatdrozza meg. Gyors, célzott és/vagy kwtihtivizsgalatra a real-time modszert ajanlanadm. Ha
a mintaban egyarantdbrdulhat USUV és WNV fefizés, az univerzdlis primerek alkalmazasa a
szerencsésebb valasztas. Persze, minél tébbférodiztikai mddszert hasznalunk, annal nagyobb a

pontos diagnézis felallitasanak esélye.



Kdszondm idejét, szaktudasat és figyelmét, amefystkezésem szakmai biralatdnak szentelt és
tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat!

Kodszonettel és tdvozlettel,

Bakonyi Tamas
doktorjelolt
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