Vilasz Emédy Levente Professzor Ur opponensi véleményére

Elészor is haldsan koszonom Emoédy Professzor Ur disszertaciomra forditott idejét és
faradsagat, gondolatébresztd kérdéseit, valamint azt, hogy eredményeimet pozitivan értékelte.
Valaszaimat a hallgatdsag szdmara konnyebb kovethetdség kedvéért a megjegyzések illetve

kérdések sorrendjét kovetve adom meg.

1. ,,A tanitomestere iranti tisztelet megnyilvanulasat latom abban is, hogy az értekezés
alapjaul szolgal6 mikroorganizmus rendszertani helyének és nevének pontos
meghatarozasa és az annak megfeleld korrekcio végrehajtasa ellenére munkaja soran és
a disszertacio cimében is a régi megjelolést hasznalja. Ugyanakkor nem tartottam volna
kegyeletsértonek az j megjelolés parhuzamos feltiintetését a cimben, mert az szakmai
szempontbol fontos informaciot hordoz.”

A C faktor termeld torzs megvaltozott taxonoOmiai besoroldsanak az eredetivel
parhuzamosan vald szerepeltetésének felvetése jogos megjegyzés. Valosziniileg helyesebb lett
volna ezt vélasztani. Az eredeti név megtartasa mellett az szo6lt, hogy a nemzetkdzi

szakirodalomban ezzel a névvel kozoltiink, ezt ismerik.

2. ,,A disszertacio fejezetekbe osztasa soran a jelolt mellozi az ,,Anyagok és Modszerek”
fejezetet. Az egyes eredmények ismertetéséhez rovid metodikai leirast is ad, valamint az
ott alkalmazott modszerek a fejezetek elején megadott illeszkedé kozleményekben
részletesen is megtalalhatok. A felhasznalt baktériumtorzseket és szarmazékokat,
valamint plazmidokat tulajdonsagaikkal egyiitt egy helyen bemutaté dsszeallitas tovabb
konnyitette volna az attekinthetoséget.”

Az Anyagok és mddszerek fejezet hidnyara, illetve az ennek kovetkezményeként a
baktériumtorzsekre és plazmidokra vonatkozo, egy helyen fellelheté informécié hidnyéra
vonatkoz6é megjegyzés természetesen jogos, de ezek az adatok a disszertacidhoz csatolt
eredeti kdzleményekben megtalalhatok, s ezzel igyekeztem a disszertacio terjedelmét az elvart

kereteken beliil tartani.

3. ,,Az uj eredményeket a szerzo 29 pontban foglalja 6ssze. Ezeket uj eredményként
elfogadom. Egyetlen kérdésem, hogy a 2. és 7. pont nem lenne-e 0sszevonhatd egy

pontba.”



Az 1j eredmények felsorolasdban a 2. és 7. pontok Osszevonasara vonatkozd kérdésre
a valaszom az, hogy bar mindkét pontban a C faktor rendkiviil specifikus citomorfologiai
hatdsa van hangsulyozva, az azokat megallapité kisérleteket idoben mintegy 20 év
kiilonbséggel végeztiik, s ugyannak a jelenségnek két kiilonbozo aspektusara vonatkoznak: az
egyik a hozzaadott C faktor fehérje, a masik pedig a klénozott C faktor gén kifejeztetésének

hatasat analizalja, ezért éreztem gy, hogy helyesebb ezeket kiilon pontokban felsorolni.

4. ,A dolgozat gondos osszeallitasat mutatja, hogy abban megfogalmazasi vagy
betithibat alig lehet taldlni. Szamomra az értelmezéshez tobbszori elolvasast igénylé
részt csak a 77. oldal 2./ pontjanak els6 mondataban talaltam.”

A 77. oldalon talalhato, csak tObbszori elolvasas utan értelmezheté mondatrol
elismerem, hogy szerkezete bonyolult, s valoban tobbszori nekifutdsra lehet csak megérteni,
amikor az olvas6 a bdvitményekt6l megtisztitjia a mondatot. Sajnos tudom magamrol, hogy
hajlamos vagyok hosszi kormondatok irasara, igyhogy ha tobb ilyen nehezen értelmezhetd

mondatot a tisztelt opponensem nem talalt, legyen szabad ezt 6rommel konstatalnom.

5. ,,Bar a mortalitas kifejezést a vezet6 szakirodalomban (pl. Infection and Immunity) is
hasznaljak az adott megbetegedésben meghaltak aranyanak Kkifejezésére, szorosabb
értelmezésben a letalitas kifejezést tartanam pontosabbnak.”

Az aszpergillozissal foglalkoz6 szakirodalomban dontdéen a ,,mortalitds” kifejezést
hasznaljak. Disszertdciomban ezt kdvettem, de természetesen a ,,letalitas” kifejezés hasznalata

is pontos és elfogadott.

6. ,A tablazatokban a genus és species nevek nem mindig a szokasos délt betiis
szedésben jelennek meg.”

A fliggelék tablazataiban a genus és species nevek konvenciotol eltérd, nem doéltbetiis
irasa természetesen helytelen. Mentségem csak annyi, hogy ezek a nagyszamu gomba ¢és
baktériumtorzset tartalmazo tablazatok kiilonb6z6 BLAST homologia keresés eredményeinek
az importalasabol szdrmaznak, s a genus ¢és species nevek konvencidnak megfeleld atalakitasa

elkertilte a figyelmemet.

7. ,A 12. oldalon a S. griseus 52-1 és S. griseus 45H még mint vad torzs és annak
mutansa szerepelnek, az utébbi végleges azonositasarol és valédi besorolasarol itt még

nem esik sz6. A bemutatas ilyen modja esetén helyesebbnek tartanam az adott



relacioban torzs helyett szarmazéknak nevezni, majd fiiggetlenségének felderitése utan
az elobbitol fiiggetlen torzsként aposztrofalni.”

Ebben a reldcioban a torzs elnevezés a vélt mutans esetében valoban helytelen. Talan
tekinthetd ez freudi elszolasnak, ami arra utal, hogy a dolgozat szerzdje tudta, hogy itt

valdjaban nem mutansrél, hanem egy masik, fliggetlen torzsrdl van szo.

8. ,,Az A-faktor hatasanak eléréséhez sziikséges koncentraciot csak a szaporodas
bizonyos szakaszaban éri el. A szerzé a Gram negativ baktériumoknal megfigyelt analég
jelenség alapjan ,,mikrobialis hormon”-ként jellemzi a faktort. Negativ mutiansok
tenyészetéhez hozzaadva a hianyzo funkciok helyreallnak. Ez alapjan felvetodik a
kérdés, hogy valdjaban itt is egy feromon-szerii molekula hatasara beindulé quorum
sensing jelenségrol van-e sz6.”

A valasz egyértelmiien igen. A quorum sensing jelensége baktériumokban olyan sejtek
kozotti kommunikacid, amely a populacid sejtjeinek koordinalt viselkedését (koordinalt
génexpresszidjat) valtja ki egy bizonyos sejtstiriség elérése esetén. Ez altalaban egy szignal
bakterialis hormonnak is nevezik. Ilyen szignal molekulak a Gram negativ baktériumokban az
N-acil homoszerin laktonok, bizonyos Gram pozitiv baktériumokban oligopeptidek, s ilyenek
a streptomycesekben a y-butirolaktonok. A természetes kornyezetben egyiitt €16 kiillonb6zo
baktérium populaciok kiilonbozd szigndl molekuldkat termelhetnek, s ezek mas populaciok
sejtjeire hatastalanok lehetnek. Az N-acil homoszerin laktonok, és a y-butirolaktonok
egyébként abban is hasonlitanak, hogy tobb egymastol csak kismértékben eltérd szerkezetii
molekula ismert. Az y-butirolaktonokrél elmondhatd tovabbé, hogy ezek a kiilonbozd
torzsekben, bar az érzékelésiiket végzd receptorok konzervaltak, az altaluk szabalyozott
valaszok eltéréek lehetnek. A S. griseus altal termelt A-faktor egy ilyen difftzibilis kis
molekula, amely a sejtmembranon at tud diffundélni, s igy bekeriil a sejtekbe. Ott
receptorahoz kotddve, amely egy represszor fehérje, egy reguldtor szintézisét inditja el,
felszabaditva génjét a represszio alol. Ez a regulator S. griseusban antibiotikum bioszintézist
(streptomicin, grixazon) €s légmicélium képzést, illetve sporulacidt valt ki. Ezzel szemben a
S. coelicolor altal termelt y-butirolakton, az SCB-1 csak az antibiotikum képzésre van

hatassal.

9. ,Az A-faktor 74 transzKkripcidos egység 152 génjének expressziojat fokozta. A

bélbaktériumok esetében a globalis regulatorok, mint példaul az RfaH szamos funkcio



aktivalasa mellett masok miikodésére represszios hatast gyakorolnak. Ismert-e olyan
lehet6ség annal is inkabb valdszinii, mert az A-faktor mutans szarmazék szamos stressz-
valaszban résztvevo fehérjéket termel, vagy taltermel.”

A hivatkozott adatok mikroarray-n alapuldé globalis génexpresszids vizsgalat
eredményei. A génexpressziot egy A-faktor szintézisére nem képes Adafs4 S. griseus mutans
tenyészetében ¢€s ugyanezen torzs exogén A-faktor hozzdadasakor nétt tenyészetében
hasonlitottdk dssze. Osszesen 477 gén expresszidja valtozott, melyek koziil 74 transzkripcids
egységbe tartoz6 152 gén expresszidja fokozodott. Ezt a 74 transzkripcids egységet tovabb
vizsgaltdk elektroforetikus mobilitds valtozast vizsgalva annak eldontésére, hogy az
expresszio novekedése az AdpA fehérjének kozvetleniil a transzkripcidos egységhez valo
kotédésének a kovetkezménye-e, vagy transzkripcids faktorok hatdsara aktivalodnak, mint
példaul a streptomicin bioszintézis génjei. A kisérletekbdl az deriilt ki, hogy nagyjabol a 74
transzkripcids egység felét az AdpA fehérje kdzvetlen modon szabalyozza, a masik felének a
fokozott expresszidjara pedig AdpA fiiggd transzkripcios faktorok 4ltal fejti ki hatasat.

A vizsgalat szerint 325 gén expresszidja csokkent. A csdkkenés mértéke kisebb, mint a
novekedés mértéke a fokozott expresszidju gének esetében. Ez arra utalhat, hogy a csokkent
génexpresszio esetleg az A-faktor hatasara 1étrejovo fiziologiai valtozasokkal magyarazhato,
semmint az AdpA kozvetlen represszids hatasanak, de ez sem zarhatd ki. Ezt azonban a
hivatkozott kozleményben nem vizsgaltak tovabb. Nincs tovabba informacid arrél sem, hogy
a csokkent génexpresszid esetlegesen egy szupresszids reguldtor aktivaldsanak a

kovetkezménye lenne.

10. ,,A C faktor fokozza a Sterptomyces griseus streptomycin termelését. Ismert-e a C
faktor hasonl6é szerepe mas antibiotikum vagy egyéb bioaktiv szekunder metabolit
termelésében?”

Nem ismert, mert az adat nem nyilvanos, bar tudomasom van réla, hogy olyan, a
gyogyaszatban fontos antibiotikum termeld torzsekben, melyek C-faktort termelnek, mint a

Saccharopolyspora erythraea és a Streptomyces clavuligerus vizsgaltak.

11. ,,Aspergillus fumigatus torzsekben kimutattak a facA (?facC?) gén homologjainak
jelenlétét. Jelen van-e ilyen homolog a species eddig vizsgalt minden képviselgjében és

milyen foka kozottiik a szekvencia azonossag?”



A 2011. marcius 20.-i allapot szerint csak négy Aspergillus fumigatus torzs genomi
szekvencidja érhet6 el. Ezek az A. fumigatus Af293, A1163, AF210 és Af10 jeli torzsek. Az
Af293 ¢és A1163 torzsek szekvenaldsa befejez0dott, s a géneket annotaltdk. Ebben a két
torzsben megtalalhat6 a C faktor homolog. Ezen torzsek 3. és 5. kromoszomajan is talalhato C
faktor gén, s a homologia foka a fehérjék aminosav sorrendjét tekintve magas, 57% a 3. és
51% az 5. kromoszoman 1évd kopiadval. Megtalalhaté tovabbd a facC gén ugyancsak 2
példanyban az A. fumigatus legkdzelebbi rokonanak tartott Neosartorya fischeri NRRL 181
jelti torzsében is, melyrdl korabban azt tartottdk, hogy ritkan patogén, de az utobbi években

egyre tobb kozlés van ennek a térzsnek a patogenitasardl is.

12. ,Van-e olyan, a szabadalmaztatasi eljaras titkossagaval nem iitk6z6 ujabb
eredmény, amely a facC gén kimutatasan alapulé diagnosztikai eljaras gyakorlati
alkalmazhatésagara vonatkozik? Elindult-e mar a fajlagossag és érzékenység klinikai
koriilmények kozott torténo felmérése?

Igen, ilyen kisérletek elkezdddtek, de még kevés adatunk van, igy specificitast és
szenzitivitast nem szamoltunk.

Elézetes adatokat tudok mondani. Ami az esszénk érzékenységét illeti, az igen jonak
mondhat6. A Myconostica cég altal forgalmazott, kereskedelmi forgalomban kaphatd kit
érzékenysége 50 cfu/10 mikroliter, s ugyanez az adat a mi 4. fumigatus esszénknél 30 cfu/10
mikroliter.

Egy wiirzburgi csoport eredményeivel valdo Osszehasonlitisban pedig, akiknek az
esszéje a mienknél érzékenyebb, mintegy 10 cfu/10 mikroliter, azokban az EORTC (European
Organization for Research and Treatment of Cancer) szabvanyrendszer alapjan feltételezett
aszpergillozisos esetekben, amelyekben az ¢ esszéjiik igazolta az aszpergilldzist, az esetek

tobb mint 60%-aban nekiink is sikeriilt azt igazolnunk.

13. ,Feltehetoen a szabadalmaztatasi eljaras miatt nem szerepelnek a Fiiggelék
tablazatai kozott az Aspergillus fajok C faktor homologjai. Adhato-e ezekrél informacio
a nyilvanos vita idépontjaban?”

Nyilvéan elkeriilte Professzor Ur figyelmét a fliggelék 8. tablazata, amelyben a 2009.
augusztus 20.-1 allapotnak megfeleléen a facC gomba homologok vannak feltiintetve. A mar
korabban emlitett A. fumigatus és N. fischeri mellett tovabbi néhany gomba faj rendelkezik
facC génnel. Ezek a Chaetomium globosum, Podospora anserina, Penicillium chrysogenum,

Paracoccoides brasiliensis, Ajellomyces dermatitidis és capsulatus, valamint A. terreus. Ez



utobbival kapcsolatos érdekesség, hogy ebben a torzsben a facC gén annotalasa feltehetdleg
hibas, mert csak egy rovid, 128 aminosavat tartalmazo fehérjeként van annotalva, holott
kordbban ez is a teljes 310 aminosavat tartalmazoan szerepelt az adatbazisban. A szabadalom
egyébként idokdzben megjelent (Bird S, Birkd Z, Paholcsek M. Oligonucleotides for the
detection of Aspergillus species. Lajstromszam: WO 2010/061351 Al)

14. ,,Az analégiak alapjan ugy tiinik, hogy a C faktor gén horizontalis géntranszfer
soran kromoszomalis, vagy amennyiben a virulenciaban betoltott szerepe igazolhato,
patogenitasi sziget részeként épiilt be a genomba. A bélbaktériumoknal ezen szigetek
beépiilési helye tipusosan transzfer RNS régiokban van. Van-e hasonlé megfigyelés a
Streptomyces és Aspergillus fajok esetében is? Ha igen, hol torténik a beépiilés, és milyen
locust/locusokat érint? Valosziniisitheto-e a szekvencia és a G+C hanyados alapjan egy
feltételezheté facC archetipus?”

A rendelkezésre allo Streptomyces (S. albus, S. scabies, Saccharopolyspora erythraea,
ami nemrég lett atsorolva, eredendden S. erythreus volt) valamint fonalas gomba (4.
fumigatus, A. terreus, N. fischeri) adatokat atnézve az deriilt ki, hogy a facC ezekben a
torzsekben nem tRNS géneket tartalmazd régidban van, s a beépiilés kdrnyezetében nagyon
eltéré gének talalhatok. Ugyanakkor egy facC archetipus valdszintisithetd, mivel a gomba
facC GC tartalma néhany szazalékkal magasabb, mint a genomi DNS GC tartalma, s a gomba

crer

sokkal magasabb a gén atlagos GC tartalmanal is.

15. ,,A tiizelhalas megel6zésére biokontroll eszkozként alkalmaznak Pseudomonas
fluorescens torzseket alma és korte iiltetvényeken. Elképzelhetonek tartja-e a jelolt C
faktor negativ Streptomyces torzs vagy szarmazék felhasznalasat a burgonya
varasodasanak megel6zésében.”

A kérdés érdekes, de a valaszt nem tudom. Ehhez az lenne sziikséges, hogy a facC
negativ torzs kiszoritsa, vagy gatolja a burgonya varasodast okozé patogén S. scabies torzset,
amire vonatkoz6 adatokkal nem rendelkeziink.

Végezetill még egyszer koszondm Professzor Ur munkajat, s timogaté véleményét.

Debrecen, 2011. majus 8.

Dr. Bir6 Sandor



