Opponensi vélemény

Papp Tamas ,,A KAROTINOID-BIOSZINTEZIS GENETIKAI HATTERE ES
MODOSITASANAK LEHETOSEGEI JAROMSPORAS GOMBAKBAN?” c. akadémiai
doktori értekezésérol

A karotinoidok szamos biologiai funkcioja, illetve kozvetett, még nem teljesen tisztazott
bioldgiai hatdsa ismeretes €s igy tobb elismert kutatocsoport vizsgalati célpontja.

A dolgozat vizsgalati célcsoportja, a Mucoromycota gombacsoport tagjai kozott 6kologiai
jelentdségiikon kiviil jo néhany orvosi, ipari, biotechnoldgiai, illetve mezdgazdasagi
szempontbol fontos fajt talalunk kozottiik. Filogenetikai kapcsolatuk és evolucios viszonyuk
miatt intenziv kutatasok targyat képezik, mindezt bizonyitja, hogy az utébbi 6t évben legalabb
210 tudomanyos kdzlemény latott napvilagot évenként ezen a teriileten. A karotionidok és azok
bioszintézisérdl évenként tobb mint 2000 publikacid jelenik meg. Igy a dolgozat
témavalasztasanak aktualitdsa vitathatatlan.

Az akadémiai doktori értekezés téméja — Papp Tamas eddigi munkéssaganak kozel teljes korti,
olvasméanyos feldolgozdsa. A dolgozat a tobb mint két évtizedes munka tudomanyos
eredményeit €s azok gyakorlati hasznositasat foglalja dssze; a sajat kutatocsoport eredményei
mellett a kiilfoldi kollégak segitségével gyarapitott munkassagot is bemutatja. Mindez jeldlt
szervezési €s egylittmiikodési készségét dicséri. Az egyes kutatasi témakorok egyenként is
érdekesek, alapos munkat tiikkroznek.

Az értekezés a szokvanyos struktaratdl kissé eltéréen szerkesztett, 136 oldal terjedelm, plusz
16 oldalas Fiiggeléket, 15 tablazatot és 34 abrat tartalmazo alkotas. A dolgozat tartalmazza
mindazon fejezeteket, amelyek a kovetelményekben meghatarozottak. Az inditd
Koszonetnyilvanitas utan a ,,Bevezetés és Irodalmi hattér” egylittesen 16 oldal terjedelmii. A
nagyon tomor és lényegre tord irodalmi attekintésben 199 hivatkozast talalunk (a dolgozat
Osszesen 377 hivatkozast tartalmaz), melyek segitségével naprakészen mutatja be a szerzd a
jaromspoéras gombak karotin bioszintézisét és genetikai mdodositasanak lehetdségeit.

Az elmult két évtizedben a jaromsporas gombakkal kapcsolatos ismereteink illetve tudasunk
jelentdsen kibéviilt, melyet Papp Tamas az alabbi teriileteken ismerteti: A jaromsporas gombak
rovid jellemzése, A terpénbioszintézis-kutatas fobb teriiletei gombakban, A mikrobialis
karotintermelés vizsgalatanak jelentésége, Jaromsporas gombak a karotinoid-bioszintézis
kutatasaban.

Ezt koveti a célok rovid megfogalmazasa: a karotinoidtermeld jaromsporas gombak
biotechnologiai alkalmazasa, azok biologiai feltételeinek, valamint alap- és alkalmazott
kutatasban felhasznalhato torzsek €és modszerek létrehozasa. Mindezek alapjan az alabbi
feladatok megvalositasat tlizték ki célul.

1. Karotinoidtermeld jaromsporas gombak torzsgytijteményének 1étrehozésa és jellemzése.

2. Az éaltalanos mevalonsav-Ut és az izoprén-bioszintézis kulcslépéseit katalizaldo enzimek
(HMG-KoA-reduktaz, IPP-izomeraz, valamint FPP- ¢és GGPP-szintazok) génjeinek
funkcionalis jellemzése és a B-karotin-termelés befolyasolasa a bioszintézis-utvonal genetikai
modositasaval jaromsporas gombakban.

3. A specifikus karotin-bioszintézis modositasa és xantofillok termeltetésének lehetdsége
Mucor-ban.

4. A bioszintézis utak elemzéséhez és modositasdhoz, valamint a génfunkciok vizsgalatdhoz
sziikséges eljarasok — mindenekel6tt a jaromsporas gombakra adaptélt, hatékony
transzformacios rendszerek — kidolgozasa.



Az Anyagok és médszerek mindossze hat oldal terjedelemben tartalmazzak a legfontosabb
modszereket €és vizsgalati anyagokat, a fiiggelékben talalhato tablazatokkal kiegészitve. A rovid
terjedelem nem feltétlentil rossz, hiszen ilyen nagymértékii munka teljes modszertani leirasa
nem varhato el, és a megjelent publikacidkban megtalalhatdak az itt nem kozolt informaciok.
Ugyanakkor nagyobb odafigyelést igényelt volna ennek a résznek az sszeallitasa, mivel olyan
dolgot is részletez, mely korantsem sziikséges egy akadémiai értekezésben (pl. tapkozegek
Osszetevoinek leirasa). Néhany elem pedig pontosabb, tudomanyosabb megfogalmazast, leirast
igényelt volna.

A dolgozat leghosszabb ¢s legfontosabb része a 68 oldal terjedelmii Eredmények és
megvitatasuk fejezet, melynek birdlatat az eredmények és célok pontjainak megfeleléen
részletezem.

1. KAROTINOIDTERMELO GOMBAK TORZSGYUJTEMENYENEK
LETREHOZASA ES JELLEMZESE

A 445 torzset magaba foglalo jaromsporas gylijtemény igen jo alapot biztosit a megfogalmazott
célok eléréséhez, igy ismereteink bovitését az adott teriileten, a torzsek hazai és nemzetkozi
alapkutatasokban valo felhasznalasat és nem utolsd sorban ipari alkalmazas szempontjait is
fegyelembe véve szamos lehetdséget ad.
Megallapithatd, hogy a 130 Mortierellales rendbe tartozd izolatum vizsgalata jelentds
mértékben  hozzajarult ezen  mikroorganizmusok  rendszertananak  atalakitasaban,
revizionalasaban, melyben szép kiviteli képek és szemléletes abrak segitenek az
értelmezésben.
A 445 izolatum karotin termeld képességének vizsgalata nemcsak alapkutatasi, hanem ipari
szempontbol is fontos lehet. A vallalt feladat, a térzsgyiijtemény létrehozésa jellegénél fogva
kevéssé diszkutalhato, éppen ezért nem is lett volna sziikség az 5.1.1 fejezet egy részére. llyen
részletességli kifejtést az irodalmi részben jobban el tudtam volna képzelni és a sajat
eredményekként csak rovid bemutatast adni errdl a teriiletrdl.
Ugyanakkor néhany kérdés felvetddott bennem a dolgozat ezen fejezétnek olvasasa kdzben. A
Blakeslea trispora jaromsporas gombat nagylizemi karotin termelésre hasznaljak az iparban,
vagyis a célkitlizésben vallalt feladatokhoz szorosan kapcsolodik ez a torzs. Meglepd, hogy a
torzsgyljteményiik, mely valoban értékes, nem tartalmaz ilyen izolatumot, holott nyilvanos
torzsgyljteményekbdl is konnyen beszerezhetd és akar viszonyitasi alapként is felhasznalhato
lett volna a karotintermelés mennyiségére vonatkozo kisérleteknél.

Az F1 tablazat alapjan ugy értelmeztem, hogy a 130 torzs tobbsége kiilfoldi, csak egy magyar
izolatumot tartalmazva. Tudjuk, a molekuléris bioldgiai- ésbarcode vizsgalathoz pontosan
jellemzett izolatumok sziikségesek, de mindez nem lehetett gat, hogy a 421 reprezentetiv
képviseld mellett a nemzetkdzi vizsgalat alapjan par magyar szabadfoldi izolatum is bekertiiljon.
A torzsgylijtemény tobbi genusza tartalmaz szamos magyar és olyan izolatumot, amely nem
talalhatd meg mas torzsgylijteményben. Miért pont a legjobban elemzett csoport esetében nincs
tobb sajat/magyar izolatum?

A karotinoid termelés vizsgalata tobb hémérsékleten és 8 szénforras felhasznalasaval tortént,
€és azonositottak tobb olyan karotinoidot is, melyet korabban még nem irtak le jaromsporas
gombakbol. Sikeriilt egy olyan reprezentativ gyljteményt Osszeallitani, mely lehetdséget
biztositott az eddigi modell organizmusokhoz képest eltérd Osszetételii illetve nagyobb
karotinoidtartalmu torzseket azonositani, koztiik olyanokat is, amelyek termelik az értékes
zeaxantint €s B-kriptoxantint.



A dolgozatban nehéz volt kdvetni, hogy pontosan hany izolatumnal tortént a karotin tartalom
meghatarozasa HPLC és hany izolatum esetében VRK-val. Kicsit pontosabb
modszerleiras/kisérleti rendszer leiras jo lett volna, és néhany kérdés itt is felmertilt.
Vizsgalatukban 28 °C helyett 35 °C alkalmazasa néhany esetben haromszoros mennyiségi
karotintermelést eredményezett. A cukrok, igy példaul aszparaginsav vagy trehaloz
tObbszorosére novelte az Osszkarotionid vagy és B-karotin tartalmat. Mindezen tapasztalatok
alapjan, véleménye szerint ipari méretekben, ipari és gazdasagi szempontokat is figyelembe
véve redlis-e ezen torzsek haszndlata karotin el6allitasra?

Megjegyzem ebbe a kisérletsorozatba is jo lett volna bevonni az iparban alkalmazott Blakeslea
trispora faj néhany izolatumat, hiszen a vizsgalatok soran tobb olyan izolatumot is
azonositottak, melyek termel6képessége 6sszevethetd az ipari torzzsel (40. - 41. oldal).

2. AZ ALTALANOS MEVALONSAV-UT KULCSLEPESEIT MEGHATAROZO
GENEK JELLEMZESE ES AZ UTVONAL MODOSITASA JAROMSPORAS
GOMBAKBAN

A HMG-KoA-reduktaz gének izolalasa és transzkripciéjuk elemzése

Genom szekvencia alapjan harom feltételezett HMG-KoA reduktaz gént (hmgR1-3) izolaltak
¢és transzkripcidjukat elemezték. In silico azonositottak a HMG-Koa-reduktaz fehérjékre
jellemzd motivumokat ¢és meghatdroztdk a fehérjék egyéb jellegzetes tulajdonsagait.
Kiilonb6z6 kornyezeti tényezok koziil a hdmérséklet és NaCl-koncentracié valamint C-forrasok
génexpressziora gyakorolt hatdsat is vizsgaltak. Ez a fejezet 0sszefiigg korabbi vizsgalatokkal.
Ezért is meglepd, hogy a 3. tablazatban bemutatott eredmények alapjan legnagyobb mértéki
karotinoid szintet eredményez6 galaktdz, mint C-forras nem keriilt be a relativ transzkriptumok
szintjének mérésénél vizsgalt szénforrasok k6z¢é. Mi ennek az oka?

A vizsgalt C-forrasok koziil a trehaléz alkalmazésakor kismértékii expressziot mértek,
ugyanakkor 3. tdblazat szerint azonos izolatumnal (SZMC12082 = MS12) a legmagasabb szintli
Ossz-karotinoid illetve B-karotin szint jelentkezett. Mi lehet ennek a magyarazata, hiszen a
HMG-KoA képzddés feltételezett prekurzoraként szolgald dihidroxi acetonnal és natrium
acetatnal nagymértékli expressziot meértek.

Vizsgaltdk a gomba ergoszterin-tartalmat is aerob, €s anaerob tenyésztést kovetden
megallapitva, hogy a hmgR3 transzkripcidja er6sodott, a teljes ergoszterintartalom anaerob
kozegben azonban radikalisan csokkent. Mivel magyarazhato ez a jelenség, és hogyan valtozik
az 0sszes karotinoid tartalom?

M. circinelloides hmgR gének talmiikodtetése

Azért, hogy megvizsgaljak a hmgR gének hatasat a M. circinelloides karotin- és ergoszterin-
termelésére, valamint egyéb tulajdonsagaira, genetikai transzformacioval olyan torzseket
hoztak 1étre, melyekben az egyes gének talmiikddtetése, vagy ¢éppen csendesitése
megvalosithato. Megallapitottak, hogy a hmgR2 és a hmgR3 gének tilmiikodtetése egyarant
emelte a karotinoidszintet, és csokkentette a gomba érzékenységét a vizsgalt sztatinokkal
szemben. A hmgR1 gén kopiaszamanak emelése ugyanakkor nem volt hatassal a vizsgalt
tulajdonsagokra. Eredményeik alapjan bizonyitast nyert, hogy a hmgR2 és a hmgR3 terméke
részben ugyanazon folyamatokban vesz részt, illetve funkciojuk atfednek, ugyanakkor eltérd
szabalyozas alatt allnak.

A M. circinelloides hmgR gének csendesitése
A hmgR gének csendesitését antiszensz RNS technikaval, a csendesitési hatékonysagot qRT-
PCR analizissel vizsgaltak meg. Az egyes hmgR gének atirodasat vizsgalva azt tapasztaltak,



hogy az MS12+pAS3 torzsekben, melyekben a hmgR3 gént csendesitették, radikalisan megnott
ahmgR2 gén atirédasa, ugyanakkor a hmgR2 csendesitése esetén a hmgR3 transzkriptum szintje
nem valtozott szignifikdns mértékben. Eredményiik alapjan hipotézisiiket igazoltak, mely
szerint a HmgR3 funkcidjanak kiesését a gomba a hmgR2 expressziojanak fokozasaval
ellensulyozza. Karotin- és az ergoszterintermelés szempontjabol a hmgR2 és hmgR3 miikodése
a meghatarozo, a két gén termékének funkciodja e tekintetben atfed. Ugyanakkor, a hmgR3 altal
kodolt enzimnek létfontossagli szerepe van a normal morfogenezis és sejtintegritas
biztositdsdban is, melyet fénymikroszképos és fluorescens mikroszkopi vizsgalatokkal is
dokumentaltak.

A R. miehei HMG-KoA-reduktaz gén vizsgalata

Izolaltak és jellemezték a R. miehei HMG-KoA-reduktaz génjét, megallapitva hogy a gomba
genomja egyetlen hmgR gént tartalmaz. A Rhizomucor hmgR gént M. circinelloides-ben
kifejeztetve sikeriilt csokkenteni utdbbi érzékenységét lovasztatinnal és szimvasztatinnal
szemben. Ugyanakkor a heterolog expresszionak a M. circinelloides karotinoid-bioszintézisére
nem volt hatasa, ami alatamasztja az utdobbinak a tobbi prenilszarmazék bioszintézisétdél vald
feltételezett fliggetlenségét.

A szép eredmények értelmezését és Gsszehasonlithatosagat nagyban segitené, ha a 6. tablazat
¢s 19. abra egységesitve lenne, vagyis mindkét helyen MIC vagy ndvekedési rata lenne
feltlintetve (esetleg mindketto).

A M. circinelloides IPP-izomeraz, valamint FPP- és GGPP-szintaz génjeinek vizsgalata
IPP izomeraz és FPP, GGPP-szintaz gének szerepet jatszanak a karotinoidok bioszintézisében.
Izolaltak és jellemezték a M. circinelloides IPP-izomeraz (ipi) és GGPP-szintaz (carG) génjeit
¢s vizsgaltdk kifejezOdésiiket a tenyésztési ciklus soran. Megallapitottak, hogy a carG gén
prométerében olyan un. APE motivumok vannak, melyek feltehetéen a gén atirodasanak fény
altali indukcidjaban jatszanak szerepet. Northern-analizissel bizonyitottak a carG gén kék fény
altali indukcigjat és a carG, valamint az emlitett karotinoidspecifikus gének Osszehangolt
fényszabalyozasat.

Itt is szerepel, hogy a transzformansok karotin termeld képessége Osszemérhetd az iparban
alkalmazott torzs vad tipusanak nem optimalizalt koriilmények kozti termelésével, konkrét
adatot azonban nem mutat be. Feltételezem, a vad torzs is tobbet termel optimalizalt
koriilmények kozott. A megadott pg/g mértékegység csak akkor hasznalhaté fel
Osszehasonlitasra, ha egy egységnyi tdpoldatban/taptalajon mindig ugyanannyi mennyiségii
micélium képzddne adott id6 alatt. Ez pedig biztosan nem teljesiil, fleg ha kiilonboz6 fajokat
hasonlitunk 6ssze. Az eredmény ,tényleges hasznalhatdésaganak™ értékelésén kiviil ez a fejezet
nagyon jol megtervezett és felépitett. Az eredmények szépen dokumentaltak, mindemellett
szamomra a legértékesebb diszkussziot tartalmazza.

A SPECIFIKUS KAROTINOID-BIOSZINTEZIS VIZSGALATA: XANTOFILLOK
TERMELTETESET LEHETOVE TEVO GENEK KIFEJEZTETESE M.
CIRCINELLOIDES-BEN

A Paracoccus sp. N81106 p-karotin-ketolaz (CrtW) és -hidroxilaz (CrtZ) kifejeztetése M.
circinelloides-ben

A fejezetben cél volt B-karotinbol képz6do oxigenalt vegyiiletek a xantofillok termeltetése M.
circinelloides-ben. Az asztaxantin termel6 Paracoccus sp. N81106, valamint az ugyancsak
asztaxantin termel6 bazidiumos élesztd, a X. dendrorhous bioszintézis génjeit M. circinelloides-
ben kifejeztetve 1étrehoztak egy modositott karotinoid-6sszetételii (xantofilltermelésre képes
torzsekbdl 4llo) mutansparkot. A torzseket felhaszndltdk bioszintézis utak elemzésére, a
képz6dé termékek aranyanak meghatarozasara. A Kutatocsoportjuknak elséként sikertilt



xantofilltermelé jaromspdérds gombatorzseket genetikai transzformacioval eldallitani. A
mutansok eléallitasa PEG kozvetitette transzformacioval illetve REMI technikaval tortént.

A 14. tdblazatban az MS12 alaptorzs termelése is fel van tlintetve. ElIméletileg ez a térzs azonos
a 3. tablazatban 1évé SZMC 12082 torzzsel. Ugyanakkor a két tablazatban a termelt
Osszkarotinoid illetve B-karotin mennyiségek jelentds mértékben eltérnek. Véleménye szerint
mi lehet ennek az oka?

A X. dendrorhous g-karotin-oxigendz (CrtS) kifejeztetése M. circinelloides-ben
Megallapitottak, hogy a M. circinelloides képes az exogén eredetti CrtS enzim redukcidjara,
azaz az aktiv enzimforma létrehozésara, tehat egyetlen gén, a crtS, kifejezetése elegendé a M.
circinelloides karotinoid termelésének modositasahoz.

A néhany, inkabb gyakorlati és alkalmazott kutatasi teriiletet érinté kérdésektol eltekintve
mindkét transzformaciés rendszer igen érdekes, tobb, kiilonb6z6 technikaval kivitelezett
munka, melyben a transzformansok jellemzése is megtortént. A vektorok dsszeallitasaval, a
transzformacios rendszer kidolgozasaval és a karotin szintézis kulcsfontossagu enzimjeinek
vizsgalataval, az elért eredmények tudomanyos értéke igen jelentds.

A JAROMSPORAS GOMBAK GENETIKAI MANIPULACIOJAHOZ SZUKSEGES
TRANSZFORMACIOS RENDSZEREK KIDOLGOZASA

Ebben a fejezetben keriilnek bemutatasra a Kifejlesztett technikak. Olyan altalanosan
felhasznalhatd vektorokat és transzformacids rendszereket dolgoztak ki, melyek heterolog
gének kifejeztetését teszik lehetoveé kiilonbozo jaromsporas gombakban. Kicsit meglepd, hogy
a dolgozat végén talalhato ez a jol dokumentalt, sz&p €és a megértést megkonnyitd képekkel és
abrakkal ellatott fejezet. Aprd dolog, de megjegyzem, hogy nem indokolt itt 5.4.1 alfejezet
bevezetésére, mivel nincs folytatasa.

A Legfontosabb eredmények osszefoglalasa fejezetben 6 oldalon, 23 pontban 6sszefoglalva
talalhatjuk meg a dolgozat eredményeinek tomor Osszefoglaldsat, melyek tobbsége 1uj
tudomanyos eredmény.

Ezt koveti az Idézett irodalom jegyzéke. Mint mar a biralat els6 részében utaltam ra a dolgozat
Osszesen 377 hivatkozast tartalmaz. Az alapos, csaknem hibatlan jegyzékbdl kimaradt Tako,
(2010) bar a felhasznalt irodalomban szerepel. Ugyanakkor az alabbi cikk szerepel az
irodalomjegyzékben és a dolgozat témajahoz kapcsolodo cikkek kozt, de a dolgozat szovegében
viszont nincs hivatkozas.

Schoch CL, Robbertse B, Kovacs GM, Krizsan K, Papp T, Petkovits T, Vagvolgyi C, Federhen
S [101] (2014) Finding needles in haystacks: linking scientific names, reference specimens and
molecular data for Fungi. Database 2014: Paper bau061. IF: 3,372, Fiiggetlen idéz6: 12

A dolgozat benyujtasa 2016-ban tortént, ugyanakkor a birdlatom 2018-ban sziiletett, és igy a
dolgozatban k6z6lt tudomanymetrikai adatok valtoztak. Az MTMT adatbazis alapjan a Hirsch
index 21, az 0sszes fliggetlen hivatkozas 2010 - 1563 helyett -, melynek értékébdl nem veszit,
hogy 1063 fiiggetlen hivatkozas egy sokszerzds cikkre van.

Osszefoglalva véleményemet megallapithato, hogy a szerzé bevezetében megfogalmazott
azon reménye, hogy kutatasai hozzajarulnak a jdromspoéras gombakkal kapcsolatos ismeretek
bovitéséhez, teljesiilt. Dr. Papp Tamds munkassidga, és a SZTE TTIK Mikrobioldgiai
Tanszékén végzett kutatdsok jelentds mértékben hozzdjarultak, és remélhetden a tovabbiakban
is hozzajarulnak a jaromsporas gombak pontosabb megismeréséhez.



A Jelolt eddigi tudomanyos ¢€s oktatdi teljesitménye, valamint az MTA Doktora cim
elnyerésére benyujtott értekezése alapjan megallapithatd, hogy Dr. Papp Tamas mélté az MTA
doktori cim elnyerésére. A doktori értekezést nyilvanos vitara bocsatasat javaslom, sikeres
védés esetén pedig javaslom az MTA doktora cim odaitélését.
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