MTA doktori értekezés opponensi biralatara adott véasz

Jeldlt: dr. Bakonyi Taméas
Az értekezés azonositdja: dc_1462_17
Az értekezés cime Csiszunyogok kdzvetitette flavivirus féresek Europaban

Hivatalos biralo: Dr. Benly Méaria, az MTA doktora

Tisztelt Biralo!

Nagyon szépen kdsz6ndém, hogy megtisztelt azzaly MHA doktori értekezésemet figyelmesen
elolvasta, részletesen elemezte, feltarta hidngafis&s hibait, am 0Osszességében elismes
tamogato biralatot adott! Koszondm erre forditdgjét és energiajat; halads vagyok érte! A biratatba
megfogalmazott észrevételek felhivjak a figyelmeared, hogy még a legjobb szandékkal és fokozott
figyelemmel elkészitett munkaimban i8vien lehet javitani val6t talalni. A megallapitagdknyomé
tobbségével egyetértek; az aldbbiakban néhanyrats2& rovid magyarazatot adni.

Elnézést kérek az értekezés sivar szerkesztése midbktori munka elkészitésekor — a publikaciok
kézirataihoz hasonléan — a tartalomra koncentralfAnipografia egy masik szakma. Magam réskzér
még a fejezetek négyszintagolasat is tulzasnak tartottam.)

Azzal kapcsolatban nekem is kétségeim voltak, homlyik publikdciok anyagat vegyem be az
értekezésbe. Itt egyrészt az MTA Agrartudomanyokté&ganak doktori kdvetelményrendszerében
megfogalmazott szempontokat vettem figyelembe, pehetbirjak azt, hogy hany és milyen széirz
poziciéju kozleményre kell alapulnia az értekezk&siasrészt, az volt a célom, hogy az értekezés
elkészitése ne csupan azért torténjen, hogy dopédyazatom indokoltsagéat aldtdmassza, hanem az
esetleges érdeddick szaméara magyar nyelven eléheatfogé és naprakész tudomanyos adatokkal
szolgaljon a csifszunyogok altal terjesztett flavivirusokrol. Lelégss, hogy egy révidebb értekezés
0sszeszedettebb és egységesebb lett volna, degeséthn szempontok hianyoztak volnadbe|
amelyek méas szakékben (biralokban) hianyérzetet keltettek volnaakkor arra iranyult volna a
kritika. Hozzéatartozik az is az igazsaghoz, hoglplgozatban bemutatottak nem fedik le teljesenta ké
virussal kapcsolatban az utébbi 17 évben végzedtdsainkat. A nem részletezett kutatasi témak az
értekezés 48. oldalan emlitésre kerilnek.

Elnézést kérek a gépelési és helyesirasi hibakajtios abban az esetben, ha a hibasan leirt szénak
egyébként van értelme, a helyesirds-élieh program mit sem ér. Sajnos a kétujjas gépelés
botlasainak felismerését olykor a sgrzzévegvaksag akadalyozta. Feltaro jelleggel baewahzt is,
hogy az értekezés altalam véglegesnek szant fargtdiallégam olvasta at és javitotta mind szakmai,
mind helyesirasi és nyelvtani szempontbdl. Mindkigimek volt Bven modositasi javaslata. igy

elképzelhet, hogy milyen volt az eredeti munkam.



A feltételezett nyitott leolvasasi keret” kifejeté a ,putative open reading frame” magyar
forditdsaként hasznéltam. A széhasznalat logikigy a +ssRNS virusok nukleinsav-szekvenciat, a
tripletek miatt, elméletileg haromféle keretbernrgyhe”-ben) lehet leolvasni. Ezek kdzll az a keret,
amiben a riboszémak felszinén a valésagban végheraegirusfehérjék transzlacioja a nyitott
leolvasési keret. Kutatasaink soran viszont a féhé&jék aminosav-szekvencia meghatarozasat nem
végeztuk el. Ennek megfeden azt nem vizsgaltuk, hogy az altalunk meghatdteaisgenomokban
val6ban arrdl a transzlacios iniciacioés pontréluird meg a virus poliprotein prekurzor szintézise,
ahonnan mi az aminosav-szekvencidra forditdst wéigeZ£zt rokon flavivirusok nukleotid- és
aminosav-szekvenciainak azonossaga alapjan felréiiél

A szekvencia ,hasonl6sag” és ,azonossag” szakkiégek vonatkozdsiban sajnos nem voltam arra
tekintettel, hogy ezek mar a magyar széhasznalatbayan egyérteliren elkilonilinek, mint az
angolban. Az aminosav-szekvencidknal, ennek md¢éaie az értekezésben valbjaban azonossag
értékek szerepelnek. Az aminosavak jelolésénélbamldmindhdarom irdsmaod éébrdul, viszont az
adott szovegkdrnyezetben egyértélrogy mil van sz6. Ugy vélem, hogy a Nemzetkozi Elméleti
és Alkalmazott Kémiai Szovetség (International Wniof Pure and Applied Chemistry, IUPAC)
aminosavak roviditésére hasznalt kodjai olyanéiad biokémiai ismeretek, amelyek joggal varhatdk
el az értekezés olvasoitol; ezért nem tartottamokolinak a kddokat magyarazé tablazat
szerepeltetését az értekezésben.

A virusfajok hivatalos neveit @it betivel, angolul) és elfogadott roviditéseit az 1. &abtban
soroltam fel. Ezt a roviditések jegyékénél jeleztem

Az Irodalmi attekintés fejezetbe éorban azért nem helyeztem flavivirust abrazolo
elektronmikroszkopos képet, mert sajat kutatasaorién ilyen nem készilt, és nem szerettem volna
azzal szerd@ jogokat sérteni, hogy valaki mas képét szeretmiie még a forras feltintetése mellett
sem. Nem mellesleg, a flavivirusok elektronmikragabs képe nem tul latvanyos. Remélem, hogy a
nyilvanos vita eladasa karpotolja Birdlomat az értekezésben hiaapodik vonatkozasaban.

Az eredmények ismertetése soran hatarozott céldimazphogy egyérteltren kothetk legyenek a
megalapozé kdzleményekre. Ezért az abrakat észtibkat gyakran az eredeti kdzleményikb
vettem at. A kutatdsok évei alatt egyre tobb é< totforméciot gyijtottink, és azok gyakran
szervesen egymasra éplltek. A torzsfa-rekonstrakéidrak mindig az adott szakaszban targyalt
szekvencidkat emelik ki a vizsgalatok idején ismeuabbi szekvencidkhoz viszonyitva. Az ,egy,
nagy, kdzos fa” koncepcidt sajnos azért sem lehetdha alkalmazni, mert olykor teljes genomok,
maskor pedig — kilénbdzgenomszakaszok alapjan készitett — részleges eszeikk szamitisaira
alapultak a toérzsfa-rekonstrukciok. Egyes torzsfékaldban lathatdk identikus szekvenciak. Ezeknek
a szerepeltetésével kétféle célunk volt. Bizonyaetekben azt kivantuk bemutatni, hogy a
filogenetikai szamitas olyan genomterilet szekv@acalapjan tértént, ahol a genetikai valtozatossag
viszonylag csekély, és ezért azoknak a virusoknazekvencidi, amelyek a teljes genom alapu

torzsfakon egyérteltren elkllonilnek, a vizsgalt terlleten identikusgk 6. vs. 4. abra). Mas



esetekben azt szerettlk volna kihangsulyozni, hagyizsgélt szekvenciak — béar kulonBoz
idépontban, foldrajzi helyen vagy gazdafajbol kerulkékutatdsra — azonosak, igy valosiaithe®
koztik a jarvanytani kapcsolat (tehat az esetek egymastdl fliggetlen behurcolasok eredményei)
(pl. 26. és 27. 4bra).

Az USUV genomszerkezetét, a szarmaztatott aminszekvenciakban a diszulfid hidak
kialakitdsdban résztvéwisztein reziduumok, valamint az egyes enzim nomtiek, tovabba a két
virustbrzs aminosav-eltéréseinek heligizsét a szovegben ismertettem. Az 4bra csak a gzove
illusztralasat szolgélja. Eredetileg joval nagyobtgretben és felbontasban készilt (3471x1006
képpont), am a tébb mint 10.000 nukleotid mémgenom attekintése A4-es lapszélességen valoban
kihivasokat tAmaszt az olvaséval szemben.

Az USUV patogenitasanak meghatarozaséara iranyalipésegerekben, hazityikban és hazilidban
végzett kisérletek eredményeinek ismeretesénélbanlddviden ismétlem az Anyag és modszer
fejezetben leirtakat. Ezt azért tartottam indokatirhogy az olvasé kdnnyebben megértse a kiil@nbdz
kisérleti bedllitAsokat, ne kelljen visszalapozhiarabbi fejezethez. Az egérkisérletben feltart
ellentmondasok tisztdzasara elidatem az eredeti jegykdnyveket. A kisérletet 2003. 03. 20.-an
inditottuk, amikor 28 szopdsegeret étiink fejenként 1000 TCHg virussal és 14-et oltottunk
virusmentes tapfolyadékkal. Jellegzetes idegremdsireteket éiszor 03. 26.-an (DPI 6) lattunk;
viszont a kdrszovettani és immunhisztokémiai viistgi mar a 25.-én (DPI 5) feldolgozott, terdtt
egerek agyaban is kimutattak elvaltozdsokat éssiaporodast. Az utolso féxbtt egér 04. 01.-én
(DPI 12) kerilt feldolgozasra. A spontan elhullasmpontjait valdoban hibasan, egy nappal
korabbiként adtuk meg. Sajnos, tébb mint 15 évtéltel, mar nem tudom felidézni, hogy mi lehetett
ennek az oka.

Sajnalom azt is, hogy az értekezés elektronikutozaia nem allt Biralom rendelkezésére. Az MTA
doktori szabéalyzatanak megfeéleh minden dokumentumot elektronikus forméban igHtéttem a
doktori eljaras internetes rendszerébe. (Ez a patyégyik formai kdvetelménye volt.) Emellett, ha
értesultem volna a problémarol, szivesen Biralondetkezésére bocsatottam volna az elektronikus
verziét is, a tovabbi hibak feltarasanakselgitésére. (Bar mar az eddig felsorolt hibak iggyézéen
bizonyitjak Biralom figyelmességét és magam slémdagat.)

A hianyossagok kozott kerll emlitésre, hogy a esieknrio-oltasi kisérlet leirdsa nem szerepel az
Anyag és modszer és Megbeszélés fejezetekben. tétklnarra, hogy a hatalyos allatvédelmi
szabalyok szerint az embribk nem gsidlnek allatnak, az emlitett mddszert a 2.5 Vialélas
fejezetben ismertettem, kilenc soron at. A Megblésziejezetben a 127. oldalon a kdvetkemndat
szerepel: ,Az USUV izolaldsara vizsgalataink alapgacsirkeembriok nem alkalmasak, a libaembridk
viszont igen.” A beoltott csirkeembridk kiisbi RT-PCR vizsgélatai pozitiv eredménnyel zarulak

ezt az eredményt nem lehetett egyértelmelbiralni, hiszen magunk oltottuk be a virugbjasokba,

€s mivel a kutatas épontjaban még nem rendelkeztiink kvantitativ, riea&tPCR maodszerrel, nem

tudtuk azt megallapitani, hogy rezidualis oltovirasutattunk-e ki, vagy volt virusszaporodas. A



publikacidban val6ban hibdsan szerepel a mértékegyEllerdriziem a 2005. januar 4.-én
visszakiildott proof-ot. Abban még a helyes mértgkég szerepelt. igy a hiba mar hat6korinkon
kivil tortént. Azt viszont, hogy melyik liba pusktel a kdrnyezetgazdagito jatékba akadva, valéban
én forditottam hibasan.

Kbész6ndm Birdlomnak, hogy figyelmembe ajanlottedeom kdzleményt! Ezek kdzik kétah WNV
egyes genetikai vonalhoz tartozé torzseinek szajdsioés quasispecies tulajdonsagait ismerteti. A
Dridi és munkatarsai altal irt kozleményben a WN)Y ézraelben izolalt torzsébelsallitott ferizo
klonbdl kifejezett virus szaporodasat és genetiédtiozatossagat vizsgéaltdk kormos varj@orvus
corong kisérletes fetizésével. A kisérlet négy napja alattig§tt vérmintakbol kimutatott virusok
nukleotid sorrendjeit Uj generéacios szekvenalasatdroztdk meg. Megallapitottak, hogy az eredeti
kibn szekvenciaja nagyobb valtozatossagot mutatotivarjak s.c. fert6zését koveten, mint
naposcsirkék intracerebralis oltdsakor. Grubaughméskatarsai a korabbi kézleményben hasznalttal
kozeli rokonsagban all6, amerikai WNV izoldtumb@asmazo, fetizé klonbol kifejezett virus
guasispecies kéfidését vizsgaltak roévidéei varjuban Corvus brachyrhynchds hazi verébben
(Passer domesticusés vandorrigbban TOrdus migratorius TObb passzazs, U] generaciés
szekvenalasanak dsszehasonlitasaval eltéréseidédka killonbo& gazdafajokban a virus genetikai
valtozatossdganak mértékében. Ezek a kutatdsokatral arra, hogy a kulénb®madarfajokban a
WNV fertézés nem csak a szaporodas intenzitasdban és ammradstartamaban, hanem az
utodvirusok genetikai valtozatossagaban is eltér. i€ alatamasztja, hogy szikséges volna a
természetes gazdafajok kdrének és jégének minél pontosabb megismerése. Sajnos nelkimnk
alltak rendelkezésre eszkdzok és forrasok ilyetegel kisérletek elvégzésére. Viszont — az
értekezésben nem ismertetett kutatasaink eredmépgek — mar hozzéaféribet hazai izolalasu
WNV torzsk®l eléallitott, fertzé klon, amellyel ennek a virusnak a quasispeciegdohsagait is
vizsgélni lehetne. Az lyer és Kousoulas altal idzlemény a WNV elleni vakcina-fejlesztési
torekvéseket tsszefoglalé szemlecikk. Mivel, WN\aiaa-fejlesztéssel kapcsolatos sajat kutatasaink
nem szerepelnek az értekezésben, valamint az BéekiEdsa soran torekedtem arra, hogy a
szemlecikkek helyett az eredeti publikaciokra hearak, ez a hivatkozas valéban nem kerilt be az
irodalomjegyzékbe.

Az USUV in vitro gazdasejt spektrumanak meghatarozasara iranymgalatainkkal kapcsolatos
kritikaval annyiban egyetértek, hogy valéban lettetelna még tébb passzazzsal, még pontosabban
jellemezni azt, hogy a virus milyen sejtekben, mrilyntenzitassal szaporodik. Mentségul azt hozom
fel, hogy a vizsgéalatok idején (2004-ben) még nagkevés tudomanyos adat allt rendelkezésre az
USUV tulajdonsagaival kapcsolatban. A publikacidljacéaz volt, hogy tampontot adjunk a
diagnosztikai laboratériumoknak, hogy milyen sefjtatak / szbvettenyészetek ferésével van a
legnagyobb esélye a virus sikeres izolalasanakiek a figyelmet arra is, hogy az egymast kévet
passzazsokban a virus citopatogén hatasa csolidmelais tinik, bar a virusszaporodas fennmarad.

Ez nem jelenti azt, hogy az emlitett sejtek ne émak alkalmasak az izolalasra, csupan arra hivg fe



figyelmet, hogy a fenntartasra, virusneutralizacf@®ba végzésére, vagy nagyobb mennyiség
virusszuszpenzi6 @&hllitasara csak bizonyos sejttipusok alkalmasak. MOl 3 magyar
megfelebjeként hasznalt ,haromszoros mennyiségével” valdiamatlan, mivel nem fejezi ki, hogy

a sejtek szaméahoz viszonyitottan adtuk hdromszoersyiségben a virusokat; vagyis hogy egy sejtet
(atlagosan) harom virus férdtt. Bar a javasolt ,haromszoros intenzitasavaltozatot sem érzem
sokkal talalébbnak vagy kifejéabnek.

Az USUV kimutatasara alkalmas, klasszikus virolggraolekularis biologiai és szeroldgiai alapu
diagnosztikai modszerek kifejlesztésével kapcseldiatatasok eredményeinek eltavolitdsa az (j
tudomanyos eredmények kozil szamomra elfogadhaszer ezek igazabdl csak masok Altal
kordbban kifejlesztett technikak adott virusra aélagéat jelentették. Azt azért megjegyezném, hogy
ezek a kutatasok alapoztak meg az USUV specifikagndsztikdjat, és ami 15 év tavilatabol oly
egyszeti folyamatnak tinik, az akkoriban, egy Iényegében ismeretlen k&adkels$ jellemzéseként,
tartogatott kihivasokat €s szakmai 6romoket is.

Ismételten kdszondm Biralomnak értekezésem részlatlemzését és a jobbitd szandéku
megjegyzéseket, feltart hidnyossagokat! Itt ragadméeg arra is az alkalmat, hogy kdszonetet
mondjak azért a sok-sok szakmai segitségért ésretab@mgataseért, amit virologusi palyam kezdete
Ota Ble kaptam. Tanacsai hagy szerepet jatszottak giailézemléletem formaldédasaban. Koszénom,
hogy biraloként is a legmagasabb szinvonalon, taiéal segitette kutatomunkam értékelését és
tamogatta palyazatom nyilvanos vitara bocsatasat!

A biralatban feltett kérdéseire a kdvetkeAlaszokat adom:

1.: Az RNS virusok ,quasispecies” jellege széleshka elfogadott nézet. A fogalom megértéséhez
elészor talan a virusfaj meghatarozasara van szukséyemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsag
(ICTV) definici6ja szerint: “a virus species is alythetic class of viruses that constitute a regtiitg
lineage and occupy a particular ecological nichedgyis a virusfaj a virusoknak olyan, kdzos
jellemzskre alapuld (politetikus) csoportja, amelynek ta¢gaszarmazasi vonalat képeznek és sajatos
Okologiai teret foglalnak el. Mar ebba definicidbdl is kilinik, hogy a virusfaj tagjai nem egységesek.
(Ahogy az emberi fajhoz tartoz6 egyedek sem egysdge igy nyilvan nem leheatket egyetlen
genomszekvenciaval jellemezni. Amit a mintabdl (al@sak egyetlen virusféizott sejtisl)
kimutatunk, az virionok és virusgenomok sokasagaRARp enzim viszonylagos pontatlansaga miatt
mindegyik replikacié soran éordulnak mutaciok. Az altalunk hasznalt nukleinsakszorozo eljaras
(RT-PCR) a kevert viruspopulacio nukleinsavat segjpdel. A felszaporitas — leszamitva a primerek
tapadasi helyén bekodvetkeanutaciok miatti gyengébb tapadast — dnmagaban smstektiv. A
Sanger-féle szekvendlasi modszernél az adott @bzici ebforduld nukleotid-valtozatok kozotti
mennyiségbeli eltérésekre leginkdbb a kapillaridelg&troforézis soran kapott kromatogram
hulldmainak tanulmanyozaséaval tudunk kévetkezétaihasonlé méréthullamokat tapasztalunk, az
arra utal, hogy a vizsgalt mintaban, az adott porkolonbds nukleotidok voltak a szekvencia-

keverékben. Ez a filogenetikai vizsgalatok céljgégzett szekvencia-meghatarozasok soran inkabb



zavaro tényey, ezért ilyenkor a ,dominald” nukleotidot (a legnaagbb hullamnak megfedt) szokas
kivalasztani. Kutatoi palyam soréan foglalkoztam rasan virussal (a mézeméh szarnydeformitasat
okoz6 virus,Deformed wing virus, Iflaviridae, Iflavirgsamely esetében szdmos minta szekvenalasa
soran, jellegzetes I6kuszokon dimorfizmust taldttur(egyenb magassagua hulldamok a
kromatogramban), olyannyira, hogy ,domindns” nukidat nem lehetett meghatarozni. Kutatdsaink
sordn USUV szekvenciadk szazait ellamtem. Természetesen, gyakran fordultak elyan esetek,
hogy a dominans hullam ,alatt” mas nukleotidokrald@thullamokat is lattam a kromatogramon. De
ezeknek az elemzésére nem forditottam kilon figgelmivel a dominans nukleotidtipust az esetek
tuinyomé tobbségében egyértélem meg lehetett hatarozni. A figyelmembe ajanidtzlémények
leirnak olyan moédszert, amellyel a virus quasiggetulajdonsagat hatékonyabban lehet vizsgalni.
Amennyiben sikertl ilyen kutatdsra tamogatast sxerdlletve az USUV ferizé klonjat eballitani,
minden bizonnyal ennél a virusnal is pontosabblagt [llemezni a quasispeces jelleget.

2. Az USUV fertzési kisérletek soran valéban csak néhany madé&dbdélacsony titerben lehetett
ellenanyagokat kimutatni HAG prébéaval. Egy csirkés egy libanal kaptuk azt az eredményt, hogy
az el$ minta 1:40-es a masodik 1:20-as titert mutatattakgyakorlatban azt jelentette, hogy a savok
1:10-es alaphigitasat koveh készitett feldzhigitasi sor els kett, illetve el$ higitasainal lehetett
haemagglutinacié gatlast megfigyelni. llyen alagstitereknél ez még a médszer hibahataran belli
eltérésnek tekinthét A szerokonverzié feltétele a legaldbb négyszditesemelkedés. A vizsgalt
savok esetében ilyent egyértélem nem tapasztaltunk, ezért arra a kovetkezetéssttunk, hogy a
virusok nem szaporodtak olyan mértékben a madanakimgyy az jeleds humordlis immunvalaszt
valtott volna ki.

3. Az allatkisérletekben haszndlt oltévirus mendyEnek meghatarozdsakor csak fenntartasokkal
lehet abbdl kiindulni, hogy a szunyogcsipés sordgem mennyiség virus jut be a gazddba. Tobb
kutatds is kimutatta, hogy a szunyogsejtekben smdpoflavivirusokban eltér az E burokfehérje
glikozildciés mintdzata a gerinces sejtekben sAtgitihoz képest, és a szlnyogsejtekben &t
virusok ferbzoképessége jelefgen magasabb. Mas kutatasok azt ismerték fel, lmoggunyogok
nyéla tartalmaz olyan 6sszet&et, amelyek fokozzak a flavivirusok féztképességét. Ezeken tul, a
szunyogcsipés soran a virusok addlisges szaporodasi helyként funkcionatd bangerhans-sejtek
kozelébe jutnak, amit az oltas alkalmaval nehérodkalni. Osszességében tehat a szlinyogcsipés
sokkal hatékonyabban képes é&edst kivaltani, mint a Kkisérletes oltas. Sajnos iaéreti
kordlményeink nem tették azt letie€, hogy ferdzott szinyogok csipéseivel fézzik az allatokat.
Ezért a ferdzé dozis meghatdrozdsara kétféle mobdszert hasznaltik egérkisérletnél
elokisérletekkel allapitottuk meg az optimalis fett dozist (Id. 3.1.3.2 fejezet). A madarkisérletek
esetében allatvédelmi és elhelyezési szempontokt mém volt modunk ékisérletek végzésére.
Ezért ott a nyugat-nilusi virushoz valé hasonlésaigsszehasonlithatdsag céljabol a szakirodalomban
kozolt adatokra hagyatkoztunk. A csirkekisérletioBenne és mtsai. (2000) ,Pathogenicity of West

Nile virus in chickens” (Avian Diseases, 44 , 648% és Langevin és mtsai, (2001). ,Experimental



infection of chicken as candidate sentinels for WWie virus.” (Emerg. Infect. Dis. 7, 726-729.)
kdzlemények alapjan hataroztuk meg adgrtdozist. A libakisérletnél Swayne és mtsai (200A3tal
encephalitis and myocarditis in young domestic gddsiser anser domesticus) caused by West Nile
virus” (Emerg. Infect. Dis. 7, 751-753.) dimkdzleményben leirtak alapjan jartunk el. Az
eredményekdl tehat azt lehet egyértelran allitani, hogy az USUV a WNV-nél kevésbé képes

szaporodni ezekben a baromfi fajokban.

Kbdszondm Birdlom kérdéseit és remélem, hogy kitléxd elfogadhatd valaszokat tudtam adni rajuk.

Tisztelettel,

Bakonyi Tamas
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