Vilasz Kovacs Kornél Professzor Ur opponensi véleményére

Megkoszoném Kovacs Professzor Ur opponensi munkajat, a dolgozatom részletes
értekelését, értékelésének a dolgozat szerkezetére vonatkozo, helyenként kritikai, egyébként
nem alaptalan, megjegyzéseit, valamint a munka egészére vonatkozo pozitiv, elismerd
szavait.

Amennyiben Professzor Ur megengedi, a szerkesztésre vonatkozo kritikai megjegyzések
elfogadasa mellett azokra csak részben reagalok.

Az Anyagok és Modszerek fejezet elhagyésa tudatos volt, hiszen mint a Professzor Ur
is megallapitotta, az Osszes alkalmazott modszer leirasa tilsdgosan nagy terjedelmi, a
dolgozat szerkezetét veszélyeztetd lett volna, ezért vélasztottam a szintén lehetséges
modszerek kozti szemezgetés helyett azt a megoldast, hogy azok, a csatolt kozleményekben
érhetdk el.

A dolgozatban annak ellenére, hogy leirom a C faktor termeld torzs taxonodmiai
atsorolasat, mindvégig az eredeti S. griseus néven emlitem. Ennek racionalis magyarazatat az
adja, hogy ezt a torzset a szakméban évtizedek Ota igy ismerik, de kétségtelen helyesebb lett
volna az Emédy Professzor Ur altal javasolt kettés elnevezés hasznalata. A C faktor termeld
torzs taxonomiai atsoroldsa indokolja egyébként azt is, hogy az Eredmények és Megbesz¢lés
részben az elso fejezet a torzs taxondmiai atsorolasarol szol.

A Professzor Ur kérdéseire, a kérdések sorrendjében az alabbiakat valaszolom:

1. Ismert-e a B-2682 AFN (A-faktort nem termeld és ezért kopasz) és B-2682 AFP
(A-faktort termel6, de mégis kopasz) mutaciok genetikai hattere (38. oldal)?

Ez azért két érdekes kérdés, mert az AFN torzs azt mutatja, hogy az A-faktor a
sporulacidhoz nélkiilozhetetlen, s az AFP pedig azt, hogy sziikséges, de nem elégséges.
Arnyalja a képet, hogy tébb kopasz mutans folyékony tenyészetben sporat képez, s szilard
tenyészetben is 1étezik sporulacio, bar a telep kopasz. Ezen torzsek és jelenségek genetikai
hatterének felderitése egy izgalmas feladat. Pillanatnyilag csak az AFN torzs esetében ismert a
mutacié. Ez a mutdns genomi szekvencidjanak meghatdrozasaval valt ismertté. A tdrzsben az
afsR génben van egy nonszenz mutacid, melynek eredményeként egy 93 aminosavval
rovidebb fehérje keletkezik, ami nyilvanvaléan nem latja el funkciojat. Az AfsR fehérje
funkcidja az afsS gén transzkipcidjanak eldsegitése, amely gén a szekunder metabolizmus és

morfogenezis egyik globalis regulatora.



2. Van-e elképzelése a szerzonek arrol, hogy az aktiv térszerkezetét spontan is
felvenni képes C faktor fehérje miért a Tat szekrécios mechanizmussal keriil ki a sejtbol,
noha az utobbi mechanizmus a citoplazmaban kialakult haromdimenzids szerkezetet
megorzé fehérjék exportjara “szakosodott” (45. és 49. oldal)?

Roviden valaszolva a kérdésre, nincs, csak spekulativ valaszt tudok adni, s kisérletesen
az sem bizonyitott, hogy a mi torzsiinkben ez valoban a Tat utvonalon torténik, de a C faktor
S. scabiesben talalhat6 homologjarol ezt kisérletesen is igazoltak.

A Tat fehérje-transzlokacios rendszert eredetileg valoban a kofaktort is tartalmazo
fehérjékre specifikus transzportként irtdk le, amely fehérjék haromdimenzids szerkezetiiket
megtartva keriilnek szekréciora. Mivel arra utalo kisérleti eredményeink vannak, hogy a C
faktor mitkodéséhez Zn-ion kofaktort igényel, gondolhatjuk azt is, hogy a Tat utvonalon
torténd szekrécid a C faktor termelé S. griseusban/albidoflavusban megfelel ennek a
feltételezésnek.

A masik lehetséges magyarazat az, hogy streptomycesekben a Sec szekrécids utvonal
mellett a Tat szekrécids utvonal is igen fontos, amire az ismert genomu fajok (S. coelicolor és
S. avermitilis, S. scabies) genomjanak analizisével in silico azonositott nagyszami,
feltételezhetden a Tat utvonal altal szekretalt fehérje utal. Ezek jelentds része azonban nem
tartalmaz kofaktort. Kozottlik nagy szamban talalunk hidrolitikus enzimeket (foszfatdzok,
foszfodiészterazok, foszfolipazok, xylanazok €s mas komplex szénhidratbonté enzimek), és
ABC transzporterek szubsztratkotd fehérjéit, melyek feltételezhetden a differencidlodo
Streptomyces telep tapanyagellatasaban fontosak. Ezen fehérjék egy jelentds részérdl a Tat
utvonalon torténd exportot tatC mutans proteomikai analizisével igazoltak.

Tovabbi magyarazat lehet az in silico azonositott nagyszamu Tat szubsztrat fehérjére
streptomycesekben az, hogy a magas GC tartalmu Streptomyces genomban arginin gyakran
helyettesiti a lizint, ami a Tat szignal in silico azonositasanak bizonytalansagat megnoveli.

Az mindenesetre altalanosnak mondhatd, hogy streptomycesekben a Tat szubsztrat fehérjék
aranya tobbszorose az egyéb baktériumokban talaltnak, ami valamiféle evolucios adaptaciora
is utalhat.

3. Vizsgaltak-e a korabbi mutansok (pl. 25-1, 45-H) proteomjat és ha igen mik
voltak a fébb valtozasok?

A 'S. griseus 45H és 52-1 torzsek proteomjanak vizsgalata szerepelt a terveinkben, de
miutan kideriilt, hogy két egymdssal nem rokon torzsrél van szo, ezeket a kisérleteket

elvetettiik.



4. Az Eredmények 3.9 alfejezetében leirtak szerint a C faktor indukalja az A-faktor
termelést, az A-faktor viszont beinditja — tobbek kozott — szamos extracellularis proteaz
bioszintézisét. Ezek a proteazok nem bontjak el a C faktor fehérjét? Ha igen, akkor a C
faktor egyik fiziologiai hatasa az 6t lebonté proteazok termelésének serkentése?

A kérdés érdekes, €s jogos. A valaszt azonban szét kell valasszuk az egyes torzsekre
vonatkozoan.

A C faktort termel6 S. griseus/albidoflavus 45H torzsben a C faktor sem indit be A-
faktor termelést. Ez a torzs nem képes A-faktor termelésére! Az A-faktor termelését a C faktor
az AFN, azaz A-faktor negativ S. griseus mutansokban inditja be.

A tesztelésre hasznalt S. griseus 52-1 torzs bar folyékony tenyészetben termel A-
faktort és streptomycint, mégsem sporuldl. Sporazik viszont szilard taptalajon.

A S. griseus 52-1 és a C faktor termeld S. griseus/albidoflavus 45H proteaz termelését
korabban Dr. Vitalis Sandor csoportja részletesen tanulméanyozta. Ugyancsak vizsgaltdk a C
faktor hatasat olyan szempontbol, hogy mikor kell a C faktort a teszttdrzs tenyészetéhez
hozzaadni, hogy hatésat kifejtse, s mikor tlinik el a hozzaadott C faktor a tenyészetbdl.
Kimutattak, hogy a C faktor hatdsanak kifejtéséhez az exogén C faktort a tenyészet 16-20 oras
kora el6tt kell hozzdadni, s az 24-28 oras korra a tenyészet feliiluszdjabol eltiinik,
adszorbealodik a novekvo hifacsucsokra. A kiilonbozé proteazok termelése a S. griseus 52-1
torzsben ennél késébb indul be.

A C faktort termeld torzs folyékony taptalajon nétt tenyészetében viszont viszonylag
kevés az exocellularis protedz, kiilondsen abban az idészakban, amikor a C faktor megjelenik
¢s kezdi kifejteni a hatasat. A kivalasztott C faktort védi a protedazok hatdsatdl a taptalaj
Osszetevijeként jelenlévd nagy mennyiségii egyéb fehérje. (10 liter 72 oras tenyészlében tobb
mint 100 g egyéb fehérje mellett kb. 1 mg C faktor van.) A protedzok a tisztitds soran
jelentettek komoly problémat, amikor az egyéb fehérjék zomét a C faktor melldl
eltavolitottuk.

Ezek alapjan nem gondolom, hogy a C faktor feladata az A-faktor termelésének
stimulalasan keresztiil az 6t lebontd protedzok termeltetése lenne. Ugyanakkor tény, hogy a

proteazok szintézisének indukalasa beletartozik hataskorébe.

5. Mi indokolta, hogy a proteomikai vizsgalatokban csak a szekretalt fehérjéket
tanulmanyoztak (61. oldal)?

Ezt egyrészt az indokolta, hogy laboratériumunk, illetve egylittmiikodé partnereink is

crer



amely extracelluldris bioldgia egyébként rendkiviil dsszetett, s olyan fontos kérdéseket érint,
mint a fehérje szekrécid, komplex, nehezen feltarhatdé szubsztratok hasznositasa,
antibiotikumok termelése, a sejtdifferencialodas.

Tovabbi indok természetesen az volt, hogy az extracellularis proteomban sokkal

kevesebb fehérje van, mint a citoplazmaban illetve a nehezen szolubilizalhat6 membranban,
illetve a C faktor maga is extracellularis regulator.
6. Az E. coli facC gén homolégot tartalmaz (64. oldal). Ugyancsak E. coli-ban
sikeriilt kifejeztetni a facC-rél termel6dé C faktor fehérjét (45. oldal). Mi a kiilonbség a
“természetes”, azaz az E. coli genomban levé génrdl és a “rekombinans”, azaz a S.
griseus-bol szarmazé gén termékei kozott?

Az E. coli facC homolodggal, hasonloképpen a tobbi nem Actinomycetes bakterialis
homoléghoz, bar a BLAST homolégia keresd program egyértelmiien kozos evolucios eredetet
jelez, csak igen kisfokt a homoldgia. A fehérje mérete hasonlo a Streptomyces fehérjéhez, de
aminosav szekvencidban csak 15% az azonossag, €és 27% a hasonldsadg, ami a konzervativ
aminosav cseréket is figyelembe veszi. A rekombinans C faktor fehérje viszont, leszamitva a
tisztitdshoz hozzékapcsolt hisztidin farkat, tokéletesen megegyezik a Streptomyces fehérjével,
s specifikus bioldgiai hatdsa is megegyezik annak hatasaval.

7. Van-e elképzelés arrol, hogy a streptomyceseken Kiviil is széles korben megtalalt
C faktornak a tobbi organizmusban mi lehet az élettani szerepe?

Tekintettel a streptomycesekben betdltott szerepére, nevezetesen a fonalas ndvekedésii
baktériumok komplex életciklusanak szabalyozasaban betoltott reguldtor funkciora, amelyhez
elképzelésiink.

Végezetiil még egyszer koszondm Professzor Ur munkéjat, s munkam pozitiv elbiralasat.

Debrecen, 2011. majus 8.

Dr. Bir6 Sandor



