Valasz Prof. Dr. Biré Sandor opponensi véleményére

Mindenekelott szeretném megkdszonni Bird Sandor professzor urnak, hogy elvallalta
értekezésem birdlatat. Kiilon koszondom személyes hangl, dicsérd szavait és tamogatod
véleményét.

Eszrevételeire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok:

Tako és mtsai. 2010-es cikke, melyet a sz6vegben kétszer is emlit, hianyzik a listabol.

A hivatkozas sajnos valoban hianyzik a 7., ,,IDEZETT IRODALOM” fejezetbdl, amiért
elnézést kérek. Ugyanakkor természetesen szerepel a 8. fejezetben, mely a dolgozat alapjaul
szolgalo kozleményeket tartalmazza, igy végso soron visszakeresheto.

Kérdésem tulajdonképpen a jovore vonatkozik: latszik-e esély, vagy van-e a lathataron
a dolgozatban eléallitott karotin tultermelo, vagy xantofill termeld torzsek biotechnologiai célu
felhasznalasara? Kérdezem ezt kiilonos tekintettel arra is, hogy alapkutatdsi szinten mar a
dolgozatban leirt génmanipuldcios technikakon valo tullépés is megtortént, amit CRISPR/Cas
technologia Mucor circinelloidesben torténo ujszerii adaptacioja is bizonyit, mellyel stabil
kromoszomalis mutdciokat hoztak létre, s amely dolgozatuk 2017 decemberében jelent meg a
Scientific Reportsban.

Ahogy a dolgozatban is emlitettem az egyetlen olyan gomba, melyet ipari
karotintermelésre hasznalnak (Blakeslea trispora) szintén a Mucorales rend tagja (Dufossé és
mtsi. 2006, Avalos és mtsi. 2017). Ugyanakkor e gomba esetében a genetikai modositas a mai
napig nem megoldott (Avalos és mtsi. 2017), ezért mas kutatocsoportokkal egyiitt a
rekombinans és molekularis technikakkal jobban vizsgalhatd Mucor circinelloides-t hasznaltuk
modellorganizmusoként (Barredo 2012). Az ismertetett kutatdsok ezért alapvetden
alapkutatasok voltak. Ezek {6 célja az volt, hogy megvizsgaljuk a jaromsporads gombak
biotechnologiai alkalmazasanak érdekében a karotinoid-bioszintézis javitdsdnak biologiai
feltételeit. Utobbi teriilettel kapcsolatban szamos olyan informacidt sikeriilt nyerni, amelyek
figyelembe vételével létrehozhatd egy a gyakorlatban is alkalmazhato, fejlesztett karotinoid
termelésre képes M. circinelloides torzs.

A dolgozatban bemutatott torzsek karotinoid termelését a gyakorlati alkalmazas
érdekében még fokozni kellene. Eredményeink alapjan a karotin-bioszintézis
legeredményesebben a terpén bioszintézis korai szakaszdban a HMG-KoA reduktdz himgR2
és/vagy hmgR3 génjének, valamint a specifikus 1épéseket kdzvetleniil megeldzo 1épésért felelds
carG gén tulmiikodtetésével fokozhatd. A tovabbi karotinoidtartalom-ndvekedés lehetséges az
altalunk is tanulméanyozott fényfiiggés kikapcsoldsaval (Velayos és mtsi. 2000a, 2000b, 2003,).
Ez megvalosithatd egyrészt a fényindukalta gének (carG, carB, carRP) promotereinek
cseréjével (Avalos és mtsi. 2017), masrészt a fényindukcidoban szerepet jatszd szabalyozd
folyamatos, fokozott karotinoid termelés valosithatdé meg (Navarro és mtsi. 2001, Murcia-
Flores és mtsi. 2007, Zhang és mtsi. 2016). Egy tovabbi fontos modositas lehet a karotinoid
degradacio gatlasa. A jaromsporas gombak altal termelt -karotin nem raktarozodik, illetve
akkumulalédik minden hataron tGl, hanem folyamatosan atalakul egyéb szarmazékokka,
elsésorban kiilonb6z6 apokarotinoidokkad, pl. C18 trisporoidok (a trisporsav szarmazékok e
gombak ivaros folyamatokat kivaltd, feromonhatasu anyagai), C15 ciklofarnezoidok és C7
metilhexanoidok (Barrero et al. 2011) Ezek képzddése a B-karotin egy vagy tobb, karotinoid
oxigendzok altal katalizalt hasitdsan keresztiil torténik (Medina és mtsi. 2011, Tagua és mtsi.
2012). Az elso6 hasitast a carS gén terméke végzi; a gén kiiktatasaval a karotinoid akkumulécid
jelentdsen javithato (Avalos és mtsi. 2017).



Az emlitett CRISPR-Cas9 alapu rendszer alkalmas lehet e modositasok megvalositasara
(Nagy ¢s mtsi. 2017). E modszerrel a hagyoméanyos genetikai transzformécids eljarasnal
hatékonyabban lehet stabil integrativ transzformansokat létrehozni. Megjegyzendd, hogy az
ilyen torzsek genetikailag moédositott szervezetek. EbbOl a szempontbol az altalunk M.
circinelloides-re kidolgozott plazmid nélkiili, in vitro rendszer azért is eldnyds lehet, mert igy
amennyiben a természetes modon termeldédd karotinoidok, pl. a likopin vagy a B-karotin
termelésének fokozdsa a cél, a modositasok kizardlag endogén eredetli genetikai anyaggal
megvalodsithatok €s nem sziikséges heterolog DNS bevitele.

Meg kell jegyezni, hogy a dolgozatban is emlitett kantaxantintermeld torzsbol,
(MS12+pCAS8If/1) a dolgozatban bemutatott tapkozegben nevelve, nagy tisztasdgban lehetett
kantaxantint tisztitani, amelyet mi és az egylittmiikodd partnerek analitikai standardként
tudtunk felhasznalni.

Végezetil még egyszer szeretném megkdszonni Biré Séandor professzor urnak
dolgozatom alapos biralatat.
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