Vélasz Prof. Dr. Minarovits Janos tanszékvezétegyetemi tanar Ur (az MTA doktora)

opponensi kérdéseire és megjegyzéseire

Tisztelt Professzor Ur!

Elészor is szeretném megkdszonni Onnek, hogy elvallBibktori értekezésem biralatat.

Kdszondm, hogy a munkat alkalmas tartja a nyilvantgsa.

Kérdéseire, felvetéseire az alabbi valaszokat tuddn:

1. ,A mobdszerek kozott leirja, hogy a nukleotid ossebtelemzés alkalmas lehet egy
ismeretlen virusgenom lehetséges gazdaszervezetw@rmhositasara. Ezt a modszert
alkalmazva egy Uj, dicistronos +ssRNS virus gengetieimez (129. oldal), melynek egyfajta
hal lehet a gazdaszervezete. Mi okozhatja az egyesok és gazdaszervezeteik genomjanak
hasonlé dinukleotid eloszlasat?”

Jelen pillanatban ennek magyardzata nem ismertapastztalatokra épitve prébaljuk a
megfigyelést hasznalni. A szamitasok szerint e@dS virusok genomjai gazdafajok szerint
hasonl6 dinukleotid gyakorisaggal jellemeziedt Példaul a gerinces ereflegyszali RNS
virusok CpG és UpA alulreprezentacioval és CpA lfepirezentacioval rendelkeznek.
Jelenleg a gerincesek, a gerinctelenek (pl: royaéska ndveényi virusok elkulonitésére ad
csak a mddszer kékn megbizhaté eredményt (a gerinceseken beliil yéhddn). Erdekes
megfigyelés, hogyha mesterségesen ndveljilk a Cp@m@s dinukleotidok aranyat az
echovirus 7 genomban (enterovirus), akkor a vags\tipushoz képes csokken a replikacioja,
ha csokkentjiuk, akkor viszont jelésen novekszik in vitro a replikaciéja emberi
rhabdomyosarcoma (RD) sejtvonalon. A hypotézis teagy az RNS virusok (és egyes
kisméreti DNS genommal rendelkézirusok) igen €¥s evoluciés nyomasnak vannak kitéve,
hogy csokkentsék a CpG és UpA dinukleotidok gyaémat, hogy kitérjenek egyee
kevéssé ismert sejtes védelmi és transzlaciés mizrhasok ebl, melyek az abnormalis
(idegen) nukleinsav 6sszetételekre érzekenyen IregaEzek a szelekciés mechanizmusok
pedig a nagy eukaridta gazdafajok csoportjaitolgfigén eltééek vagy eltés ersssédek
lehetnek (Simmonds et al., BMC Genomics, 2013;1@:64tkinson et al., Nucleic Acids
Res., 2014,42(7):4527-4546.; Peter Simmonds szesétpzlés). A Professzor Ur egyik
kutatasi teruletének a CpG-metilaciok és egyélgesrmtika valtozasok hatasainak e
kérdéskorben szerepe lehet (Simmonds et al., BM@@&s, 2013;14:610.). Természetesen
a modszer eredményei, a sok kgetl miatt, jelenleg csak megfetekritikaval fogadhatok el
€s a virus/gazdafaj kozti pontos kapcsolat bizasgitmas (példaul: in vitro és in vivo
tenyésztéses) kisérleti médszerekkel kisérélimetg.

2. ,Az eértekezés szamos viralis RNS nem-transzlal@pdéanak masodlagos szerkezetét
bemutatja. Hogyan lehetne igazolni e strukturédkakialasat a virusfetizott sejtekben vagy a
virionban.”



Az RNS masodlagos szerkezetének kialakuldséat ttébbiédszerrel lehet vizsgalni. A DNS
kettos szalhoz hasonléan RNS esetén is a bazis-komplartés az alapja a masodlagos
szerkezet kialakulasanak csak itt a szal 6nmadawddolddik. Kisebb molekulak esetén az
alapvaz masodlagos szerkezeiétsilico (szoftverekkel) is lehet vizsgalni az alternativ
konforméciok energidinak becslésével és a legstalbil szerkezet kivalasztasaval. A
nukleinsavak masodlagos szerkezetének kialakuk@nos fizikai és kémiai moédszerrel
lehetne igazolni. Fizikai modszerek a rontgen-dKids (rontgen krisztallografia) modszer, a
cryoelektron mikroszkopia vagy a magneses magremimaspektroszkopia modszer. Az
RNS masodlagos szerkezetének meghatarozasat kédisizerekkel is tanulméanyozhatjuk,
mint a hidroxil gyok jelélés; a DMS (dimetil-szuljaalapu adenin/citozin metilalas; a CMCT
(1-ciklohexil-(2-morfolinoetil)  karbodiimid  meto-feluol-szulfonat) alapd, de az
uracilt/guanint érirt jelolés; a kethoxal (1,1-dihidroxi-3-etoxi-2-butar) alapu guanint
érint jeldlési mbédszer és a szelektiv 2’hidroxil acik@la alapuldé primer extenzids vagy
réviden a SHAPE modszer.

Az éaltalunk megadott RNS struktur#k silico felrajzolasat éppen az tette lehad, hogy a
masok altal korabban ezekkel a modszerekkel téagky meghatarozott alapstruktirak
konzervativ nukleotid motivumait és szerkezeti agidit kerestik.

3. ,A virdlis RNS-ek elédleges és masodlagos szerkezete alapjan megjésahdiogy
milyen cellularis proteinek kapcsolédhatnak a neamszlalodo régiokhoz?”

Ha roviden szeretnék a kérdésére valaszolni, akiaészirileg igen. A konzervativ
nukleotid motivumok jelenléte a kitlintetett helyek&s az analdg struktirdk mar felismert
masodlagos szerkezetekhez jelezhetik, hogy miligemeft) sejtes fehérjék kapcsolodhatnak a
viralis nem atir6d6 régidkhoz. Hasonlattal élve y,egpngoraverseny kottdja megkivanja a
zongora hasznalatat”. Azonban minden eset maslészidileg még kevés esetben ismerjik
az egymashoz kapcsol6dé molekulak teljes skal&jd kapcsolédasi sor dinamikajat sem,
nem beszélve az éppen aktudlis korilmények befolyabatasarol. A valoszisitett
kapcsolatok kisérletes bizonyitasa természetesegadhetetlen.

4. ,Mi az IRES elemek szerepe a picornavirusok éleisdban?”

Az IRES (internal ribosome entry site), magyarusbeiboszéma kdt hely, egy masodlagos
és harmadlagos szerkezettel jellemzett RNS molatsdamely a riboszomahoz val6 &dés
biztositasaval a fehérje szintézis (transzlaci@iacios lépésében jatszik szerepet (5-vég
Cap-fuggetlen mechanizmus). Ennek segitségévelcarnaivirusok transzlacidja akkor is
aktiv, amikor a gazdaszervezet transzlacios folyamgatoltak. Az IRES-t 1988-ban a
poliovirus esetében fedezték fel (Pelletier et ldhfure, 1998;334(6180):320-325.), de ma
mar RNS virusok mellett ismert egyes émkejt eredét MRNS esetében is (Hellen et al.,
Genes Dev, 2001;15(13):1593-1612.).

5.,Vannak-e adatok az egyes IRES régiok haromdimerszérkezetél?”

lgen, vannak. Mint ahogy a 2. kérdésre adott valaban jeleztem az 4ltalunk megadott RNS
struktarak in silico felrajzolasat éppen az tette lehat, hogy a masok altal korabban
kilénb6d modszerekkel ténylegesen meghatarozott alapstékktkonzervativ nukleotid
motivumait és funkciondlisan fontos szerkezeti @giait kerestik, adott esetben a teljes
IRES figyelembe vételével. Az IRES-ek kozil (Beadesl., J Virol, 2003;77:6574-6579) az
egyik legérdekesebb a IV-es tipusu IRES, melyatpatitis C virus esetében hataroztak meg



elészor elektronmikroszkdépos modszerrel (Beales eRNA, 2001;7:661-670; Spahn et al.,
Science, 2001;291(5510):1959-1962.), részleteitgpBidIR (Lukavsky et al., Nature Struct
Biol, 2000;7:1105-1110; Collier et al., Nature S$truBiol, 2002;9:375-380.) és rontgen
krisztallografia modszerekkel (Kieft et al., Natu@&uct Biol, 2002;9:370-374.). Ez az IRES
tipus jelen van a pestivirusok (Fletcher et al/irdl, 76(10):5024-5033.) és egyes — ndvé&kv
szamu - picornavirusok (Hellen et al., J Virol, 2@1:5850-5863) 5’'UTR régi6jaban is,
jelezve a IV-es tipusd IRES modularis rekombindidk lehdiségét a kilonbdiz
viruscsaladokban (Hellen et al., J Virol, 2007;85%-5863).

6. ,Munkaja soran recombinans enterovirus genomokanasitott. Vannak-e rekombinacios
»forrd pontok” a picornavirus genomokban? Ha igeszekvencia motivumhoz vagy egy
bizonyos masodlagos szerkezet kialakulasahoz Kotketamely régidban a gyakori
rekombinacié?”

Az egyes genomrégiok moduléris kicséd#ését a rekombinaci6 mechanizmusai segitik el
(mely tulajdonképpen egyfajta ,szexualis szaporbdag felel meg), mely a picornavirusok
korében egyre tobb és érdekesebb formaja keridiskgir Ismertek mind intraspecies (ezek
gyakoribbak), mind interspecies rekombinans eniewnsoek, picornavirusok. Az interspecies
enterovirusok kozé tartozik a human enterovirus 9%z ugyancsak a munkacsoportunk
altal el$kent allatbol leirt interspecies rekombinans entieus (Boros et al.,, J Gen Virol,
2012;93:1941-1951.). Az RNS genommal rendalkpicornavirusoknal homolég és nem-
homolég rekombinacio tipusok lehetnek. A homolokorebinacio tipusok a hasonlé vagy
kozeli rokon RNS szekvenciak atkeresatbzséldl 1étrejott rekombinaciok. A nem-homolég
rekombinacié az egymassal szekvencia hasonloségotmutatd RNS szekvenciak kdzott jon
létre. A rekombinaci®6 mechanizmusat tekintve a meplikativ modell (,torés-
Ujrarende@dés”) és a replikativ (pl.: szal-valtd, copy-chgiosodell (pl.: a masodlagos RNS
szerkezet megakasztja a negativ RNS genom sz@géiiszerint rekombinalédhat a két RNS
szal. Az ismert rekombinaciok helyei a picornavifiiggenom részeinek hataraira esnek, igy
az 5’'UTR/kd6dold (L vagy P1), P1/P2, illetve a PRIBR régidk. A nem-szerkezeti fehérjéket
kodolo génrégiok kozotti homoldg rekombinaciok,amalnt az 5’UTR és VP4 kapszid fehérje
vagy 5’'UTR és L fehérje hatarokon bekovetképmolog rekombinacidk a leggyakoribbak.

Osszefoglalva, a rekombinacié gyakori jelenség eorpiavirusok korében, amely a
szelekcios hatdsokra adott valaszlépés és mindpeképz evolliciés nyomas eredménye.
Ezzel a jelenséggel az RNS virusok képesek tidékdirnyezetiikben, képesek megujulni, - és
feltételezésiink szerint - ezzel 0] gazdasejteletdgfajokat is meghdoditani.

7. ,Medfigyelései szerint egyes picornavirusok, vaggomavirus nukleinsavat tartalmazé
mintak nem mutattak citopatias hatast szovetteeylésa. Léteznek-e apatogén virusok?”

Hogy pontosak legyunk, volt olyan picornavirus ¢#&ll a hunnivirus), melyet a
picornavirusok tenyésztésére leggyakrabban has¥e#ti (African green monkey kidney)
sejtvonalon tenyésztve citopatias hatast és viRINS replikaciot sem tapasztaltunk. De ez
onmagéaban messzentekovetkeztetést nem tesz letwd, hiszen a minta méségén kival
(pl. jelen van-e replikicidéra képes partikula?) emygsztési korilmények és megfélel
sejtvonal megtalalasa esetén akar sikerre is vetretta tenyésztés.

A pathogenitas az &kods életmddot folytatd mikrobak (virusok, baktériumalagy
eukariotak) megbeteditvagy betegseget okozo képessége. A pathogén vagidezo pedig

a megferdzott gazdaszervezetben betegség kialakitasara .képeapathogén mikroba az
adott szervezetben — tudomasunk szerint — nem tikutet, betegséget. Vagy nem tudja
megfertzni a szervezetet vagy megfeit a sejteket, de nem Karositja. A virusok



soksziriségét csak most kezdjiuk feltérképezni. Konzervadeslések szerint 100 millio
virusfaj (benne 1 millié gerinces virusfa)) létezhielenleg ugyanakkor csak ~2500 virusfajt
ismertnk, ezek doattbbbsége pathogén, de pusztan csak azért, mag additatasok - a
Jfeltind” - a klinikai tinetekkel, betegséggel jaro virusakfoglalkoztak. Azt se felejtsik el,
hogy egy pathogén mikroba az evollcié soran apatidg is alakulhat, alakithato (pl.:
gyengitett virust tartalmazé oltdbanyagok). Az eddignert és a valGszisitett virusfajok
aranyabdl nagyon is elképzelbethogy létezhetnek természetes apathogén virusok.
(Megjegyzés: a valasz masodik bekezdése Pankogies #olt PhD hallgatom védése (PTE,
2014) soran a Professzor Ur altal feltett hasomi@&sre adott irasos vélasszal egyezik. Az
akkori témavezéi felugyeletemmel megsziletett valasznal most semorh jobban
0sszefoglalni a Iényeget.)

8.,Ugy talalta, hogy a hepatitis E virusok genomjaaaiott foldrajzi régiora jellemz Van-e
kulonbség a sertés és a human genom dinukleotdléka, illetve a sertés és human erédet
hepatitis E virus térzsek genomjanak dinukleotiddAsa kozott?”

A kérdésére azt tudom valaszolni, hogy a sert@suésan eredét hepatitis E virus torzsek
genomjanak dinukleotid eloszlasdra nem végeztimkgalatokat és az irodalomban sem
taldltam erre adatot. (Az értekezésben is csaklagsz €s nem teljes hepatitis E virus
genomok szerepelnek, utobbira lenne sziikség azzéfmaz.) Masrészt egyedil a human
genom CpG dinukleotid eloszlasara (G+C=38%; CpQ#0),dalaltam irodalmi adatot
(Saxonov et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2006;103412-1417.

9. ,Okoznak-e betegséget a szarvasmarha és sertésvinasok, illetve fedznek-e
embereket?”

Az in vivo feribzési kisérletek azt mutatjak, hogy a szarvasmaohavirusok vizes diarrheéat
okoznak Gjszulétt borjakban (Otto et al., J Vir2011;85:12013-12021.). A sertés norovirus
(18-as genotipus) enyhe diarrheat okoz gnotobistikalacokban (Wang et al., Emerg Infect
Dis, 2005;12:1874-1881). A forditottjdt is érdemesegemliteni: gnotobiotikus
szarvasmarhak és sertések sikereserbzteettk emberi Gll.4 norovirussal, melyekben
gastroenteritist okoznak (Cheetham et al., J V&#006;80:10372-10381; Souza et al., J Virol,
2008;82:1777-1786).

Kdzvetlen bizonyiték (azaz viruskimutatas) még rnté@masztja ala, hogy a szarvasmarha
vagy a sertés norovirusok fé&hek-e embereket (a tinetekkel jar6 embericteés pedig
megint egy masik kérdés), de figyelemre méltok avktett adatok:

Szarvasmarha norovirusok esetérolland allatorvosok korében 28%, az atlag emberi
populacibban 20%-ban kimutattak ellenanyagokat me#konans Glll.2 szarvasmarha
norovirussal szemben (Widdowson et al., J Med Vi&005;76:119-128.). Ugyanez a
szeroprevalencia a svéd véradok kdrében 26,7% reslbmbinans Glll.2 szarvasmarha
norovirussal (Vildevall et al., J Med Virol, 201@;8241-1246.). A keresztreakcio lebstge
nem eldlt, vannak tanulmanyok melyek taléltak (Battenlet2006; Oliver et al., 2006b) és
amelyek nem talaltak (Han et al., J Clin Microbi@l05; Vildevall et al., J Med Virol,
2010;82:1241-1246.) keresztreakciot a szarvasm@th& norovirus €s a human Gl és GlI
norovirusok kozott.

Sertés norovirusok esetészeroepidemiologiai vizsgalat emberek kdrébealenj tudasom
szerint - még nem készlilt.




Osszefoglalva, még szamos darab hianyzik a kepediéirakobdl, hogy egyértelinvalaszt
tudjunk adni a Professzor Ur kérdésére.

10. ,Tapasztalta-e a pandémias Gll.4 Sidney noroviuzs megjelenését Magyarorszagon?
Miben kilonbbdznek a pandémiat okoz6 és a pandémmtokozd norovirusok?”

Igen, a GIl.4-2012 Sydney pandémias norovirugiszr 2012 juliusdban mutattuk ki
hazankban és ahogy varhato volt kiszoritotta aldwréll.4-2010-es klont. A 2012/2013-as
norovirus szezonban a GII.4 genotipushoz kétmetrovirus jarvanyok meég csak 25%-at
(8/32 jarvany), a 2013/2014-es szezonban mar a &5¢21/22 jarvany) és eddig (2014.
december) a 2014/2015-6s szezonban a 100%-at (jatdahy) a Gl1.4-2012 Sydney virus
okozta.

Az elegenden nagyszamu és nemzetk6zi 6sszehasonlito vizagdatilagitottak arra ra az
elmult egy évtizedben, hogy az eddig ismert 25 ebdre ebforduld prototipus norovirus
genotipus kozlul 1) a GIl.4 norovirus genotipusteteh leggyakrabban (70-80%-ban) a
norovirus jarvanyokbdl vildgszerte kimutatni (alibB4 emberi genotipus egyike sem éri el
Onmagéaban a 10%-o0s aranyt); 2) jellegzetesen enatigus okozza minden évben a téli-kora
tavaszi hdénapokban a norovirus jarvanyok szamanakgemelkedését (azaz a
,calicivirus”/norovirus szezont); 3) eddig csakéera genotipusrol bizonyitott vizsgalataink
altal, hogy az antigén drift segitségével kiszélitklonjai pandémiat (azaz tbbb kontinensre
kiterjed jarvanyt) is képesek okozni 2-4 évente.

E medfigyelések magyardzataval azonban addsak mkgydr szamos elmélet velbtt fel
(példaul: a GIl.4 genotipus hatékonyabb replik&ci@ sejtekben; a GIll.4 nagyobb
kopiaszama a szeékletben; a Gll.4 kisebbs#rdozisa; a Gll.4 stabilabb virion szerkezete és
kornyezeti talélése mas genotipusokhoz képest dthlpjaban nem tudjuk Gll.4 genotipus
sikerességének a pontos okat/okait. Valdgetn nem 6nmagaban a koérokozd, hanem a
korokozo-gazdaszervezet kapcsolata (egymasra hagsavolucidja) és egyben egydttes
vizsgalata vihetne kdzelebb minket a megoldash@gyNhatrany, hogy 40 évesotaszités
ellenére mind a mai napig nem tudtuk az emberiviarsokat in vitro korilmények kdzott
tenyészteni, vizsgalni. Megfigyelték, hogy a Glgénotipus kapszidjanak immundominéns
felszine azonban — az 6sr immunszelekcio ellenére - ,széles hangterjededemkepes
jatszani” az emberi szbveti és vércsoport antigéngkisto-blood group antigen, HBGA),
mint a legvalésziiibb receptorokon. Ugy néz ki, hogy a GlI.4 virdlepkzid szénhidrat-két
doménjének valtozasa (szelekcidja) tdg hatarok tkozdleralt, mert a mukdzalis
sejtfelszineken nagy szamban vannak jelen a hastablinégis kilonb@zszénhidrat receptor
varidnsok is, ugyanakkor az immunrendszer a meapatit kapszid antigént mar nem ismeri
fel, igy a fer6zés tovabbra is (vagy ismételten) eredményes madadyon hasonlo a
szituacié — a jobban ismert - influenza virusokt&sez. Itt a sokféle influenza virus kozil
csak a mar ,humanizalédott” (azaz az emberi, a kijata 2,6-k6tés szialsav (N-
acetilneuraminsav) receptorhoz &dd) influenza virusok képesek eredményesen
megbetegedést okozni és embeemberre terjedni, ezek pedigidl-idére élnek az antigén
drift nyUjtotta ebnydkkel. Igazi izgalmas szemléletformal6 attoredenthet az eddigi/fenti
nézethez képest, hogy 2014 novemberben a SciemcefBenes et al.,, Science,
2014;346(6210):755-759.) amerikai kutatok arrdlnsattak be, hogy in vitro kdrtlmények
kozott az emberi B-sejtek norovirussal (Gll.4-Syd8612) ferézhetk és ehhez sziikség van
a bélhuzam mikrobiota alkot6 és szOveti €s vérasapuigéneket (HBGA) termélenteralis
baktériumaira Enterobacter cloacaeH-tipusi HBGA)! Az elmélet szerint a baktérium-
karbohydrat-virus komplex transzcitézissal jut at epihelidlis sejteken és jut el a B-
sejtekhez. In vivo egér kisérletben, pedig az egéovirus replikacio cstkkentléevolt — az



intestinalis mikrobiotara hato - oralis antibiotthutadasaval. Ez nem csak azért izgalmas, mert
a norovirus célsejtje (talan) mégsem az epithelbajiem a B-sejt, de azt is jelenti, hogy
eddig nem felismert ko-operacié van a norovirusekaébélbaktériumok kozott. Azaz a
bélbaktériumok szénhidrat-kbloménjei szelektalhatnak a norovirusok kézott!uidiet al.,

J Virol, 2013;87(17):9441-9451).

P.s.: germanizmusok és elirdsok a szovegben:

23. és 24. oldal, ,lett besorolva”, ,lett meghatarea”.

Javitas: A virusszekvencidkat csalad, nemzetségpgdafaj szerint soroltuk be. Az egyes
szekvenciak mono- és dinukleotid gyakorisagat ,Cositppn Scan” (SSE version 1.0)
programmal hataroztuk meg.

102. oldal utolsé étti mondat — nem érthéfpontosan.

Javitas: A nyolc PCR-termé#b hét kobuvirus szekvencia volt (Lasd: ovine kobusi
fejezet), egy azonban nem a kobuvirusra, hanem @& %minosav hasonlésagot mutatott a
bovine hungarovirus (BHuV1/2008/HUN) 3D fehérjesdszz.

168. oldal, ,,...jobban leirhatd.” — ez kiegésziténdem vilagos, hogy mihez képest.

Javitas: Vizsgalatinak azt mutatjdk, hogy az astusek ORF1b/ORF2 régidjanak hatéra, az
ORF2 promoter régioja az UUUGGAGNGGNGGACCNAANAUGNC nukleotid keéplettel
jobban leirhaté, mint az UUUGGAGNGGNGGACCNAABAUGNC képlettel KMéndez E,

Arias CF.Astroviridae In: Knipe DM, Howley PM (ed) Fields Virology, 5#dn, Lippincott Williams
& Wilkins, Philadelphia, 2007, pp 981-1000.)

Még egyszer nagyon koszonoém a Professzor Ur munksj&érdéseit! Remélem, hogy a

kérdésekre és a biralatokra adott valaszaimatig fogadni.
Pécs, 2014. december 15.

Tisztelettel és KoszOnettel,

Dr. Reuter Gabor



