Opponensi vélemény

Dr. Bakonyi Tamas
»Csiposzunyogok kozvetitette flavivirus fert6zések Europaban”

cimit MTA doktori palyazatarol

Dr. Bakonyi Tama4s ,,Csipdszunyogok kézvetitette flavivirus fertézések Europaban” cimmel
benyujtott MTA doktori palyazata aktudlis kérdéseket vet fel a szunyogok altal kozvetitett
eléretord fertézések teriiletén. Két virus, az Usutu virus és a nyugat-nilusi virus
epidemiologidjat és patogenitdsat vizsgélta korszer(i modszerekkel.

A benytjtott munka 147 oldalon egységes szerkezetben foglalja Gssze a palyazo kutatdsait. Az
irodalmi Attekintés Onmagaban értékes szakmai anyag és a hivatkozott szakirodalom is
megfeleld kort olel fel.. Az eredmények attekintését megfeleld ardnyban teszik lehetévé
tablazatok ¢&s abrak. Kiilon kiemelendd mind a makroszképos, mind a mikroszkdpos
fényképek demonstracios értéke. Az értekezés jol kovethetd, bar néhdny esetben a
gondolatmenet kovetéséhez az alapozd kozlemények segitségére volt sziikség. Az értekezés
értékét emeli, hogy a sajat eredmények értékelésén til a Megbeszélésben kitér olyan széles
kori érdeklodésre szamot tartdé kérdésekre, mint a vizsgalt virusok genetikai orgja ill.
altaldnos kortani jelentdsége.

Dr. Bakonyi Tamas els6 célként az Eurdépaban felbukkand Usutu és nyugat-nilusi virusok
genetikai jellemzését tlizte ki, amit nukleotidszekvencia analizis modszerrel kozelitett meg. A
vizsgalatok epidemioldgiai €s rokonsagi szempontbol megfelelé mértékben lefedték a lineéris
RNS genomokat.

Tovéabbi célként szamos allatfajban vizsgalta a fenti virusok el6fordulasat, fertdzést ill.
megbetegedést okozd képességét. Az utdbbit alapos patoldgiai elemzéssel tdmasztotta ala. Az
észlelt virustorzsek tobbnyire jarvanyos halmozdédasbol szarmaznak, aminek a mintagyUjtési
torzitd hatasat utolag nehéz megitélni. Ezért kiilonosen értékesek azok az eredmények,
amelyek egészséges, €16 vadmadarak szlirésébdl szarmaznak.

Dr. Bakonyi Taméds munkdssdgaban kiemelendd, hogy a megbetegitd képességet célzo
vizsgalatai soran a nukleinsav alapu médszerek mellett a klasszikus virologiai médszereket is
széles korben alkalmazta. Diagnosztikai modszerek fejlesztését is célként jeldlte meg.



A jelolt uj eredményeinek a kovetkezoket tartom:

Kimutatta, hogy az Usutu virus Kozép-Eurépa szerte el6fordul vadmadarakban és
szinyogokban.

Meghatdrozta az Usutu virus fert6z6- és szaporoddképességét laboratériumi €s
haszonéllatokban.

Kimutatta a jarvanyos halmozédashoz kapcsolodé szeropozititast a populacioban

Kimutatta, hogy az allategészségligyi jelentdségii fertézések hatterében a nyugat-nilusi virus
tobb genetikai vonala szerepet jatszhat.

A nyugat-nilusi virus jelenlétét igazolta kiilénb6z6 szinyogfajokban.

Eszrevételek, kérdések

Az Usutu virussal kapcsolatos vizsgalatok 10-15 éves idétartamot 6lelnek fel, amelynek a
vége felé mar mas kutatdcsoportok altal meghatdrozott szekvencidkat is be tudtak vonni a
filogenetikai analizisbe. Az értekezés a kozlemények eredményeinek felsorolasara szoritkozik
tovabbi szintézis nélkiil, ami tobbek kdzott az Usutu virustérzsek kovetkezetlen jeldléséhez
vezetett. Példaul az els6 eurdpai izolatum 939/01, AT2001, Vienna2001 és tovabbi két
kiilonboz6 génbaki azonositéval (AY453411, NC_006551) is szerepel az értekezésben.

Idevonatkozé kérdés:

e Az Usutu virustérzsek szekvencidja meglehetdsen konzervativnak tlinik, a torzsfak
csekély kiilonbségekre utalnak. Ilyenkor jol meghatdrozhaté egy konszenzus
szekvencia ill. egy (NC_006551) vagy akér t6bb referenciaszekvencia is. A jelenleg
ismert szekvencidkat konszenzus vagy jol megvalasztott referenciaszekvencidhoz
illesztve azonosithatéak-e genetikai vonal determindns nukleotid pozicidk vagy csak
random quasispecies képz6désrdl beszélhetiink, amelyek fokozatosan fejlédnek
elkliloniil6 genetikai vonalakba?

Az értekezés 1j eredményként jelsl meg mddszerfejlesztést mind a szeroldgia, mind a
nukleinsav alapi kimutatds teriiletén. Nem szerencsés, hogy ezek leirdsa a moddszertani
fejezetben, Ohatatlanul elnagyolt formaban taldlhaté meg ahhoz, hogy a fejlesztés menetét,
eredményeit meg lehessen itélni.

Szerologidra vonatkozo kérdés:

e Az ellenanyagvélasz biol6giai hatékonysagat legjobban a legmunkaigényesebb
virusneutraliziciés modszerrel lehet megbecsiilni. A nagyobb éteresztd képességli, de
még mindig munkaigényes hemagglutinacio-gatld titer interpretaldsa, pozitiv



hatérérték meghatarozasa hogyan viszonyult a virusneutralizacids tesztben észlelt titer
értékekhez?

Nukleinsav modszerekre vonatkozo kérdéskor:

A Sanger szekvenaldsi éraban elegdns megoldas volt, hogy a japan encephalitis
komplex akkor ismert ,teljes” szekvencidi alapjan degenerdlt PCR primereket
terveztek az akkor még ismeretlen Usutu szekvencidkra. A médszerfejlesztés tovabbi
lépései azonban még felfedésre varnak. A ,teljes” Usutu genomot atfedd
szakaszokban amplifikalo oliginukleotid primereket ,,virus-specifikus”-nak minésiti az
értekezés. Melyik virusra specifikusak? Az Usutura vagy az egész komplexre? A 2.
tablazat dolt betlivel szedett degeneralt primer szekvencidi a ladbjegyzet szerint az
egész komplexre specifikusak, de mi a helyzet a t6bbi ,,Usu...” jelolésdl primerrel,
amelyek minden egyes pozicidjaban specifikusan egy adott bazis talalhaté? Ha csak az
Usutu virusra specifikusak, akkor milyen médszerrel tervezték meg 6ket, amikor még
nem volt ismert az Usutu genom teljes szekvencigja és a degenerdlt primerekkel a
genomnak csak kb. 60%-at lehetett amplifikdlni? Ha a nem degeneralt ,,Usu...”
jel6lésti primerek is olyan konszenzus primerek, amelyek az Usutu mellett a komplex
mads tagjaira is specifikusak, akkor miért volt sziikség kiilon primerek alkalmazéasara
az afrikai Usutu prototipus egyes szakaszain? A projekt sordn észleltek-e
nukleotidvariaciot olyan pozicioban, amelyre elézetesen amplifikalé vagy szekvendlo
primert terveztek.

A projekt soran alkalmazott amplimer szekvenalds mddszertani szempontbol kettOs
szala DNS szekvendlds, ahol a nukleotidvaridciokat akkor tekintik bioldgiailag
validnak, ha legaldbb 2 kiilonbdz6 (t6bbnyire, de nem feltétlentil bidirekcionalis)
szekvenalé primerr6l indulé Sanger szekvencia egyértelmiien jelzi az eltérést. Ez
killondsen igaz a projektekben alkalmazott kapilldris szekvendlds esetén. Az Usutu
primerek feltételezett lokalizacidja (2. tdblazat) alapjan lehettek olyan szakaszok az
Usutu genomban, amelyek barmely szekvenald primert6] til messze estek vagy csak
egy szekvenalé primertSl lehetet 8ket megbizhatéan elérni. Osszességében milyen
aranyban fordultak elé olyan nukleotidvaridciok, amelyeket csak egy szekvendld
primerrel lehetett elérni és milyen modon verifikélték az ilyen helyzetli varidciokat?

A Kkifejlesztett TagMan moddszereket mely projektekben alkalmazték? Milyen
spektrumot fednek le, complexet, speciest, genetikai vonal(ak)at? A spektrum
ismeretében milyen algoritmusban javasolt a gyakorlati alkalmazasuk?



Az értekezés eredményként emeli ki a teljes genomszekvencidk meghatarozasat. Az
alkalmazott metodologia valoban alkalmas az epidemiologiai jelentéségli genomrész(ek)
teljes analizisére, ami Bakonyi doktor munkéassdgénak gerincét adja. Ilyen kontextusban a
Hteljes” kifejezés helytallo. Ugyan az értekezés [ényegét nem érinti, de meg kell jegyezni,
hogy virologiai szempontbdl az alkalmazott modszerek és a bemutatott eredmények alapjan
viszont nem lehet levonni a teljes genom meghatarozasara vonatkozo6 kovetkeztetést legalabb
két okbdl;

1) amplimer szekvenalds esetén, az amplifikdldo primer beilleszkedési helyén még
akkor sem lehet biztosan megéllapitani az eredeti szekvenciat, ha egyébként az
elleniranybdl végzett szekvenalds azt teljes mértékben lefedi. Linerdis genom
amplifikalasa esetén tehéat a két legszélsé amplifikdld primer bekotédési helyén
ilyen  mddszerrel nem  lehet  biztosan  meghatdrozni az  eredeti
nukleinsavszekvenciat

(i) Az értekezés alapjan nem lehet kizarni, hogy széls6é primerek beko6tddési helyétdl
terminalis iranyban is lehetnek nukleinsavszekvencidk. Vannak-e kozvetlen
bizonyitékok — €s ha igen, milyenek — arra, hogy az Usutu virusban az Usulf
primer els6é nukleotidja — egy adenin — tényleg ahhoz a nukleotidhoz illeszkedik,
amelyik kozvetleniil a cap struktira utan kovetkezik és hogy a Usull014 3’
terminalis reverz primer els6 — szintén adenin — nukleotidja ténylegesen a 3° UTR
utolso nukleiotidjahoz illeszkedik?

Osszefoglalé vélemény

Dr. Bakonyi Tamas értékezése 1j ismeretekkel szolgal az Usutu és a nyugat-nilusi virusok
kortani szerepérdl, diverzitasarol és el6fordulasarol a foldrajzi kornyezetlinkben. A fenti
fertézések el6retdré jellege kiilonds aktualitast kolcsondz a vizsgllati teriiletnek és az
értekezésben  felvetett tudomanyos kérdéseknek, amelyeket korszeri —mddszerek
alkalmazaséval vélaszolt meg a jeldlt.

A fentiek alapjan tdmogatom Dr Bakonyi Tamds szamédra az akadémiai doktori cim
odaitélését.
,
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