Vilasz Marialigeti Professzor Ur opponensi véleményére.

Ko6szondm Marialigeti professzor uUrnak munkdm alapos értékelését, s elismerd
szavait, hiszen ez egy olyan kutatd véleménye, aki az altala is emlitett két hazai eminens
Streptomyces kutatdcsoport munkajat kozelrdl kovethette nyomon.

Vélaszaimat a megjegyzések és kérdések sorrendjében adom meg.

Az Anyagok ¢és Modszerek fejezet hidnyat nem minden alap nélkiil kritizalja a

professzor ur, de ezt én tudatosan vallaltam azért, hogy a dolgozat terjedelme megfeleljen az
eldirasoknak, s a hianyat a disszertaciohoz in extenso csatolt kdzleményekkel potoltam.
Azt irja professzor ur, hogy ,,.A sors furcsa fintora, hogy pont Biré Sandor mutatta ki,
hogy az altala ,,alaposan végiggondolt, és helytialld6 munkahipotézis alapjan” végzett
kutatasnak mindsitett C faktor felfedezés egy laboratoriumi fert6zésnek, véletlennek —
szerintem inkabb a gondviselésnek — volt koszonheto.”

Az ugynevezett ,,véletlenek” szerepe a kutatdsban igen gyakori, hiszen a kutatonak
észre kell vennie valamit, azaz Szentgyorgyi Albert szavait kolcsonvéve ,,latni, amit mindenki
lat, és gondolni, amit még senki sem gondolt”. En azt gondolom, hogy a C faktor felfedezése
egy ilyen kutat6i éleslatds eredménye, hiszen egy rendkiviil érdekes jelenséget vett észre, s
vizsgalt az akkor rendelkezésre all6 modszerekkel. Egyébként az akkori eszkdzparknak

koszonheto az is, hogy ez a fertézés megtortént.

Kicsit sajnalom, hogy az A faktor és a sejtsiirliség érzékelés kérdéskorét (pl.
homoszerin laktonok) pusztan egy bévitett mondatban elintézi a szerzo.

Miutéan erre vonatkoz6 megjegyzést Emody professzor urtol is kaptam, mar sajnalom,
hogy err6l nem iktattam be egy rovid fejezetet, hiszen kiillondsen az A-faktor
hatdsmechanizmusa kapcsan, s tekintettel az A-faktor és C faktor reguldcids utvonalak

Osszefiiggésére, ez lehetséges lett volna.

Hianyolom, hogy a mixobaktériumok — mint egy masik komplikalt életciklussal
rendelkezo csoport — nem keriilnek elé. Van-e esetiikben pl. valami hasonlé szabalyozasi
folyamat, lehet-e onnan otleteket meriteni. A bakterialis genetika modellszervezetei
lettek ezek is.

Valoban sok analdgia van a streptomycesek és a Gram negativ mixobaktériumok
kozott, hiszen a mixobaktériumok is talajbaktériumok, szokatlanul nagyméretii a genomjuk

(13 millio bp), taplalékfelvételiikhoz extracellularis enzimeket szekretalnak, antibiotikumokat



termelnek, s igen érdekes életciklusuk van, melynek soran éhezéskor sejt-sejt kontakt medialt
szignalizacio eredményeként termdtestet hoznak Iétre, melyben a palcikaforméju vegetativ
sejtek gdmbolyl, vastag sejtfallal rendelkezd taléld sejtté, sporava alakulnak.

Fejlodési ciklusuk tanulmanyozasa nem sokkal a mi C faktor kutatdsaink utdn
kezdddott, s azt figyelemmel kisértiik. A hasonlatossdgok mellett azonban tobb volt az eltérés
a két rendszer kozott. A sporulacio folyamatat elindité A szignal mibenlétének tisztdzasa pl.
lassabban haladt elére, mint a mi C faktorunk fehérje voltanak felismerése és tisztitasa. 1979-
ben Parish Developmental Biology of Prokaryotes c. kdnyvében még cAMP szerepelt A
szignalként, 1999-ben Dynny and Winans Cell-Cell Signaling in Bacteria c. konyvében C
szignalként a CsgA 24,6 kD fehérje enzimatikus hatasat tartja fontosnak, ¢és csak 2003-ban
kozoltek, hogy ennek a 17 kD C-termindlis szakasza, mely enzimatikusan inaktiv, a
sejtfelszinhez kotddve fejti ki a hatast. A sors ironidja, hogy a szerzok a CsgA fehérjét, ill.
ennek 17 kD-os fragmentjét C faktornak nevezték el. Sajnos a vizsgélataink soran nem
gondolatot ébresztett az ugyancsak sok tekintetben kiilonbozd, de molekularis hatterének
tisztazasaban el6ttiink jard Bacillus subtilis sporulacids modell.

Az utobbi 1-2 évtizedben az A-faktor hatasmodjaval kapcsolatos ismeretek, és a C

faktor ebben a rendszerben is mutatott hatdsossaga vontak inkabb magukra figyelmiinket.

Az eredményeket 16 fejezetben sorolja fel a szerzé, amelybdl 14 fejezet teljes
logikai rendet alkot, egységes, egymasra ¢épiilo. Az utolsé ketté (aszpergillozis és
varasodas) a biralé szamara inkabb érdekesség.

Legyen szabad ezt egy kicsit masként latnom. Munkank soran igyekeztiink a C faktor
funkcidjat megérteni, ezért minden C faktort termeld mikroorganizmusra figyelemmel
voltunk. Mivel a S. scabies ismert ndvénypatogén, s azok a fonalas gomba fajok pedig,
amelyekben C faktor gén talalhatd, kezdetben kizardlag ismert humdanpatogének voltak,
felmeriilt a C faktor szerepe a patogenitasban. Ezért vizsgaltuk a burgonya varasoddsban
esetlegesen betdltott szerepét. Az a tény pedig, hogy C faktor gén eléfordulasa a kisérleteink
akkori szakaszaban csak ¢és kizardlag humanpatogén gombdakban volt ismert, adta a
lehetdségét egy érzékeny aszpergillozis kimutatasara alkalmas modszer kidolgozasanak. Ez a
modszer, nevezetesen egy igen €rzékeny kvantitativ valos idejii PCR eljaras kidolgozasra is
kertilt, s mivel a C faktor gén szekvencia az egyes gomba fajokban divergalt, a gomba
fajszintli azonositasdra is alkalmas. Az eljards szabadalmaztatva is lett, s legaldbbis nem

rosszabb masok hasonlé céllal kidolgozott modszereinél.



Az elso négy eredmény fejezet a termelo szervezet, a teszt szervezet és a C-faktor
fehérje pontos megismerését tarja elénk. Ezutan megkezdédik a hatismechanizmus
vizsgalati eredményeinek a bemutatasa. Rogvest az 5. fejezet kapcsan — amely a C faktor
kifejez6dését életciklus fiiggoként mutatja be — eszembe jut Szabé Istvan Mihaly
professzor egyik cikke, amely morfologiai megfigyelések alapjan arra a kovetkezetésre
jut, hogy a sporulacio folyamatat talan a légmicélium csucsi sejtje (,tip cell unit”)
szabalyozhatja (Szabé, 1.M. 1977. Are the morphogenetic changes in the shieth of
sporulating hyphae of Streptomycetes regulated by the tip cell unit? The biology of the
Actinomycetes and related organisms, 12, 21-27.). Meg is erésiti a késobbi fejezetek
anyaga ezt az érzést, hiszen a C faktor a reproduktiv novekedési fazis kezdetén
termel6dik, no meg a legutolsé proteomikai elemzések azt is erositik, hogy valamilyen
»ehezési szignal” is szerepet jatszhat a C faktor kifejezodésében. Milyen okai lehetnek
annak, hogy a szénhidrat és aminosav transzportfehérjék expresszidja ilyen
kulcsfontossagu. Hogyan miikdodik a streptomicetikban mas éhezési reakcio
szabalyozasa? Felmeriil rogvest az a kérdés is, hogy az expresszio vizsgalatoknal nem
kellene-e valahogy szétvalasztani és Kkiilon vizsgalni a szubsztrat hifat, meg a
légmicéliumokat. Hiszen egyik részrdl evidencia a 60. lap megallapitasa ,,a transzkripcio
fokozodasa a programozott sejthalal idészakara specifikus”. No de ugyanakkor torténik
a sporaképzés, ami szintén expresszio fokozodassal kell egyiitt jarjon!

Rendkiviil izgalmas problémat feszegetnek ezek a kérdések. A sporulécio és szekunder
metabolizmus 0sszefliggését a tapanyag elfogydsaval, azaz az éhezési stresszel, ami egy rég
ismert jelenség. Mivel kisérleteinket szilard taptalajon végeztiik, erre vonatkoznak valaszaim
is. A szénhidrat és aminosav transzport fehérjék fokozott expresszidja a ndvekedésnek ebben
a fazisaban azért fontos, mert a taptalajban ezek koncentracidja lecsokkent, a differencial6do
telep pedig €ppen ebben a szakaszban hozza létre a taléld sejteket —légmicélium képzés és
sporulacio- s ehhez biztositja a tapanyagot, tObbek kozott a taptalajt atszovo szubsztrat
micélium lizisekor felszadul6 anyagok felvételével.

Baktériumokban altalaban, s igy streptomycesekben is, fontos ¢éhezési szignal a
szokatlan szerkezetli guanozin-3’-difoszfat 5’-difoszfat ppGpp, amit stringent faktornak is
neveznek. A ppGpp szintje aminosav ¢hezéskor né meg, melyet toltetlen tRNS molekuldknak
a riboszomahoz kotddése indukal, s szintézisét S. coelicolorban kizéarolag a riboszéméhoz
asszocialt RelA fehérje végzi. S. coelicolor vad tipusu és ArelA mutdnsanak génexpresszios

vizsgalataval kimutattak, hogy a ppGpp szintézisének indukalasa represszalja a vegetativ



szigma faktor irdB, és a S. coelicolor 13 conservonjabol hatnak az expresszidjat. Ugyanakkor
indukalja egy alternativ, extracitoplazmatikus funkcidju szigma faktor, tovabba antibiotikum
bioszintetikus Utvonalak, s néhany feltételezett regulator gén expresszidjat. A ArelA muténs
nem képez spoérat sem, melynek valoszinli oka, hogy nem termeli a sporulacié specifikus
hidrofob fehérjéket, a chaplint és rodlint.

A ppGpp differencialodasban betoltott szerepére mi is nagyon koran gondoltunk,
hiszen a ppGpp és ppGppp szintézisét végzé enzimnek a differencialodéssal valo kapcsolata
volt annak idején egyetemi doktori disszertaciom témadja, s ebbdl két dolgozatom is megjelent,
de maganak a nukleotidnak a mérésére alkalmas miiszer hidnyaban nem volt alkalmunk.

Az éhezési szignalra vonatkozo kérdést igazan érdekessé a disszertacid beadasa utan
kapott eredményiink teszi. Az altalunk vizsgalt S. griseus AFN mutdnsban genom
szekvenalassal ugyanis azonositottuk a mutacidét. A mutacié az afsR génben egy nonszensz
mutacid. Ennek kovetkeztében a harom doménnel (Streptomyces antibiotikum regulécios
fehérje [SARP], ATPase domén, és C terminalis tetratricopeptid domén) rendelkezd AfsR
fehérje elvesziti a tetratricopeptid doménjét. Az AfsR fehérje funkcidja az afsS gén
transzkripcidjanak szabalyozésa. DNS koté doménjével kapcsolodik az afsS gén promoter
az RNS polimeraz kotodését, s az afsS gén transzkripcidjat. Az afsS gén terméke egy szigma
faktorszerti fehérje, melyrdl Gjabban transzkriptom analizissel kimutattak, hogy a korabban
ismert antibiotikum bioszintézist és sporuldciot szabalyzo funkcidja mellett nagyszamu, a
foszfor-, nitrogén- ¢és kénéhezésben szerepet jatszo gén, transzkripcids regulatorok, és két
szigma faktor expresszidjat is szabalyozza. Mivel C faktor génnel a S. griseus AFN torzs
sporuldcidja, egy ez idaig még ismeretlen mddon helyreallithato, feltételezhetd, hogy a C
faktor valamilyen modon az €éhezési szignaltranszdukcids utvonal szabalyozasidban szerepet
jatszhat. A hatdsmadd vizsgalatara iranyul6 kisérletek mar elkezdddtek.

Erre utal egyébként egy masik mostanaban megjelent tanulmany is, amely szerint az afsS
kétkomponensli PhoR-PhoP szabdlyzé rendszer vélasz reguldtora a PhoP is szerepet jatszik.
Leirjdk tovabba, hogy az AfsR fehérje a foszfat transzportban résztvevd pstS gén
expresszidjat is szabalyozza, melynek megvaltozott expresszidjat az AFN mutansban mi is
kimutattuk.

Ami a szubsztrait micélium ¢és légmicélium kiilonvalasztasat illeti, a vegetativ ¢és
reproduktiv fonalak, ill. sejtek szétvalasztdsa az ultrahang érzékenységiik kiilonbozdsége

alapjan lehetséges. Ilyen kisérleteket végzett korabban kollégam Dr. Vitalis Sandor, amikor is



ezen formak kémiai Osszetételét vizsgalta. Ilyen szétvalasztidssal az altalunk végzett
proteomikai vizsgalattal a kétféle sejttipus sejtjeiben torténd differencialis génexpresszid
tanulmanyozhat6. Mi a jelen munkéban az extracellularis proteomot vizsgaltuk, mivel a C

faktor is egy extracelluléris pleiotrop regulator.

Elgondolkodtaté a C faktor hatasanak eroteljes koncentraciofiiggése és az a furcsa
dolog, hogy a nagyobb kopiaszamu vektorok esetén nem nyilvanult meg. Mintha
kopiaszam szabalyoz6 funkcidja is volna ennek az anyagnak. Van-e relevancidja a
kétkomponensii toxinszeri szabalyoz6 rendszereknek ez esetben? Lehet-e egyik (toxin)
eleme ez az anyag?

A C faktor fehérje dozisfiiggd hatasat nagyon rég ismerjlik, nagy koncentracidban a
teszttorzshoz adva részleges illetve teljes novekedésgatlast okoz. Ezzel analog jelenségnek
tinik a nagy kopiaszamu vektorrdl valod kifejeztetés sikertelensége is. A jelenség
magyarazatat azonban nem tudjuk.

A kérdés masodik felét illetben, nevezetesen, hogy vam-e relevancidja a
kétkomponensti, toxinszerii szabalyozo rendszereknek ez esetben, bizonytalan vagyok, hogy
jol értem-e a kérdést. Gondolhatok itt a toxin termelés szabdlyozdsara a baktériumokban
széles korben elterjedt kétkomponensi reguldtor rendszerek altal, esetleg a kétkomponensii
fehérje toxinokra (AB toxinok), melyek egyik komponense maga az aktiv toxin, a masik
pedig a sejtbe vald bejutasért felelds, de a programozott sejthaldlt eredményezd toxin-

antitoxin rendszerekre is. Azonban barmelyiket is tekintem, nem latok analogiat a C faktorral.

Talan a legizgalmasabb szamomra a C faktor homoldgok (-analégok?) eléfordulasa a
filogenetikai fan. A Listeria, Lactobacillus vonal 6sszekotédése valamilyen fagokkal
nyilvanvalonak tiinik. A Staphylococcus és a Streptomyces vonalakra torténé csatolas
mar joval nagyobb filogenetikai tavolsagok megtételét feltételezi, nem is beszélve azutan
az eukariotakrol. Van-e itt tobb bizonyiték Aharonovicz és mtsai 1992-es hipotézise 0ta?
Vannak-e genomikai vizsgalatok a C faktor génjének kornyezetét illetden, amelyek
valésziniisithetik horizontalis kozlekedését. Netan talaltak-e olyan Streptomyces
fajokban jellemzo extrakromoszémalis genomot, amelyben van ebbdl a kornyezetbdl is?

A C faktor gén el6forduldsa a filogenetikai fan valoban szokatlan. Megléte
streptomycesekben sem altalanos, hiszen csak néhany fajban s a Streptomyces albidoflavus
csoport tagjaiban van meg. Ez utobbi arra utal, hogy a gén a streptomycesekbe mintegy 140

millio évvel ezelbtt, a S. albidoflavus kiilonvalasakor kertilhetett (1% 16S rRNS szekvencia



eltérést 50 milli6 évnek tekintve). Eloforduldsa a gombakban sem altalanos. Nincs C faktor
gén pl. Saccharomyces cerevisiaeben, Saccharomyces pombeben, Aspergillus nidulansban,
Aspergillus nigerben, Neurospra crassaban, hogy csak a rendkiviil jol ismert €s részletesen
tanulmanyozott fajokat emlitsem. Az alacsony GC tartalmu Gram pozitiv baktériumokban és
fagjaikban a C faktor domén egy nagyméretii fehérje része, amely tovabbi doméneket is
tartalmaz. A gomba ¢és Streptomyces C faktor mérete viszont azonos. Mig azonban
streptomycesekben a Tat szekrécios utvonalon szekretdlddnak, gombédkban az altalanos
szekrécids ttvonalon.

A sporadikus el6fordulason kiviil a horizontalis géntranszferre utal, hogy a gomba és
Streptomyces fehérjék szekvencidja nagyfokban hasonld, a gomba gének GC tartalma
a streptomycesekre jellemzdéen nagy valosziniiséggel G vagy C talalhatd, s az ismert kevés
genom esetén a streptomycesekben a gén kornyezete eltérd. Aspergillus fumigatusban és
Neosartorya fisheriben a C faktor gén két kdpiaban fordul eld. A két kopia kornyezete eltéro.
Az egyik kopia mindkét fajban az endogliceramidaz, és az inulinaz gének kozott, a masik
kopia pedig a pektat lidz és egy ismeretlen fehérje génje kozott taldlhatd, ami arra utal, hogy a
két kopia egy kozos Osiikbe, egymastol fiiggetleniil, HGT-vel keriilhetett. A gén terjedésére a
bakterialis vilagban a fagok altali transzfer tiinik magyardzatnak, az eukariota gombakba
keriilésiikre pedig a streptomycesek ¢és fonalas gombak ko6zos ¢€lohelye adhatja a
magyarazatot, hiszen mind a gombak, mind a streptomycesek rendelkeznek olyan
eszkozokkel  (kitindzok  és  B-laktam  antibiotikumok, melyek  segitségével,
protoplasztképzéssel DNS felvétel torténhet.

Az Aharonovicz professzor altal leirt hipotézis 6ta is tobb esetben irtak le HGT-t
streptomycesek és gombak kozott. Ilyen pl. a virulencia asszocidlt szenzor hisztidin kindz
atkertilése Streptomyces coelicolorbol Candida albicansba és Fusarium solaniba. Tovabba az
antibiotikum rezisztencia génekrol is azt tartjak, hogy az antibiotikum termeld Streptomyces

torzsekbdl keriilnek at mas mikrobakba.

A dolgozat osszefoglalasat illetéen még megjegyzem, hogy a 28. abra (amelyik
egyébként a 4. abra egy ponton modositott valtozata) az ismertetett eredmények alapjan
- véleményem szerint - ennél differencialtabb kellene legyen.

A megjegyzéshez csak annyit flizok hozz4, hogy jelen tudasunk szerint mindenképpen

differencialtabb is lenne az abra.



Végiil még egyszer koszonom Professzor Ur munkéjat, izgalmas, gondolatébreszté

kérdéseit, megjegyzéseit, s munkam pozitiv értékelését.

Debrecen, 2011. majus 9.

Dr. Bir6 Sandor



