Valasz Dr. Kovacs L. Kornél professzor ar biralatara

Elészor is szeretném megkdszénni Kovacs Kornél professzor urnak, hogy elvallalta
értekezésem birdlatat. Kiilon koszéndm kedves, személyes szavait és tdmogatd véleményét.
Kritikai megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

FORMAI KERDESEK:

1) A Roviditések Jegyzéke a hasonlé dolgozatokban gyakran eldfordulé hibaként nem teljes.
Fejtorést okoz a DPM vagy a SHAM rovidités megfejtése.

Vilasz:

Ezt a figyelmetlenséget a masik két biralom is teljes joggal szova tette. A DPM betlisz6 a
»Disintegration Per Minute” roviditése és a radioaktivitds egyik mértékegysége: az egységnyi
radioaktiv anyagban egy perc alatt elbomld atomok szdmat mutatja. A DPM és a gyakran
haszndlt CPM (,,Count Per Minute™) k6zott elvi kiilonbség, hogy utobbi nem az elbomlott
atomok, hanem a detektort ért részecskék szamat adja meg.

[zotopos modszert az Aspergillus nidulans laktoz és az Aspergillus niger D-galaktoz
felvételének tanulmanyozasakor hasznaltunk. Az elsd esetben [D-gliikoz-1-"*C]-laktéz volt a
jelolt szubsztratum. A micéliumot laktézon kindvesztettik és szénforrdsmentes minimal
taptalajba mostuk at gy, hogy a sejtkoncentraci6 1 g/L legyen. 10 mL tenyészetet tartalmazé
100 mL-es lombikokba annyi '*C-lakt6zt adtunk, amennyi 1 mL tenyészet 150000 DPM (=
2500 Bq) radioaktivitisdhoz kellett. Az élettani laktoz koncentraciot jeloletlen (,hideg™)
laktoz tenyészethez adasaval éllitottuk be. Mintavételt kévetéen a sejteket azonnal erdsen
lecentrifugdltuk, és a feliiluszo radioaktivitasat szcintillaciés folyadékkal valo elegyitést
kovetben egy folyadék szcintillacids spektrométerrel hatéroztuk meg. A médszerrel tehat a
taptalajban maradé (fel nem vett) laktoz mennyiségét mértiik. A laktéz transzporterek kiiitése
a laktoz felvétel lassuldsat illetve leallasat eredményezte. A masodik esetben D-galaktéz-1-
"*C szubsztratumot hasznaltunk, az cljaras mas szempontokbol megegyezett az elézdvel.

Meg szeretném jegyezni, hogy a radioaktiv mérések lehetdsége az EU akadémiai
kutat6helyein lesziikiilt: alkalmazasukat olyan szigorian szabalyozzak, hogy a fenti méréseket
ma mar nem tudnank ugyanott, ugyanugy elvégezni.

A SHAM a szalicil-hidroxamat, a legelterjedtebb alternativ oxid4z inhibitor réviditése.
Ezt a roviditést a 26. oldal elsd bekezdésében megmagyardztam — magam sem értem, hogy
miért ott és nem a Roviditések jegyzékében.

2) A Célkitiizések fejezet 5 pontban foglaljdk ossze a kutatdsi iranyokat, feladatokat. Ehhez
képest egy kicsit ardnytalannak tinik, hogy a Tézisekben és a dolgozat a 130. oldalon
kezdbdd, a Tézisekkel majdnem sz szerint megegyezé Osszefoglalé cimii ismétlésében 22
pontban foglalja éssze az 5 célkitiizés megvaldsitott eredményeit.

Vilasz:

A Célkitizések a dolgozat stratégiai céljait jeldli ki, ezért igyekeztem kevés pontban, roviden
megfogalmazni 8ket. Véleményem szerint tudomanyosan nem hiteles, ha a Célkitiizések til
részletes, hiszen senki sem lathatja el6re kutatdsainak eredményeit. A téziseket valéban meg
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lehetett volna &sszevontan, kevesebb pontban is fogalmazni (ahogy Professzor Ur is tette a
birdlat végén); én arra torekedtem, hogy minden egyes tézispont 6néll6 legyen.

3) Az dbrdk dltaldban jol megszerkesztettek, dttekinthetGek, éppen ezért meglepd (és kicsit
szorakoztatd), hogy szinte az egész dolgozatban milyen keservesen kiizdott a , fehér” és
.Jekete” szimbolumok kozotti jelolések megkiilonbozietésével az dbra aldirdsokban.

Vilasz:

Jogos a felvetés. Atnézve a dolgozatot magam is értetlenkedem néhany formai megoldason.

4) Szamos dbran és tabldzatban a Jelolt nem tiintetett fel kisérleti hibdt, szordst, vagy mds, a
szignifikancidra utalé paramétert. Ugy tinik, ez kilondsen a kutatéi pdlya elején végzett
kisérletek bemutatdsdndl maradit el.

Vilasz:

Ezt a problémat én is észrevettem a dolgozat §sszedllitasakor, de igy gondoltam, nem volna
szerencsés utolag beleszerkeszteni az dbrakba és tablazatokba még a hibak és szorasok erejéig
sem. Ertekezésemben ezért az dsszes abrét és tablazatot az eredeti kozleményekben megjelent
tartalmukkal és formajukban mutattam be, hidnyossagaikkal egyiitt.

J) A tdbldazatokkal kapcsolatos mdsik kifogdsolhatd szerkesztési eljdrds, hogy helytelen a mért
ériékeket és azok hibdjat eltérd szami tizedes pontossdggal megadni.

Vilasz:

Ez is jogos felvetés, és itt még az el6z valaszomat sem ismételhetem meg, mivel ezt a hibat
nem vettem észre a dolgozat készitésekor.

6) Szamos dbrdndl és a szovegben zavaréan keveredik az ,,6ra” megjelolés és a ., h” jelzés
(pl. 45. oldal). Ugyanigy nem lehet tudni, hogy a 80. dbra X tengelyén bejelilt ,, 1d6 (h)” skdla

az A és B dbrdra is egyardnt vonatkozik-e? Ha igen, az ellentmonddsban van a sziveges
értékeléssel (122. oldal).

Yalasz:
A 80. abra ,,A” és ,,B” része egyarant idébeli valtozasokat mutat, az ,,A” percben, a ,,B” pedig

oraban. A szdvegben talalhat6 erre utalas, de valoban szerencsésebb lett volna a tengelyen is
feltiintetni a mértékegységet.

7) A III tdbldzatban (46. oldal) nyilvdnvaléan hibds a specifikus felvételi rdta uM/min/mg
DCW mértékegysége.

Vilasz:

Helyesen umol/min/mgpcw, vagyis egységnyi (mg szaraztdmegben megadott) biomassza altal
egy perc alatt felvett lakt6z mennyisége mikromélban. A dimenziéba anyagmennyiség (umol)
irando, nem koncentracioé (uM).

7) A hidrofdb tokoferolt hogyan vitték be a vizes rendszerbe (125. oldal)?

Vilasz:

Nem hasznaltunk kiilén oldészert vagy hordozot: tagitott hegyii pipettaval belepipettaztuk a
lombikokba. A steril fiilke alatt (vagyis amikor a lombik nem razédott) a tokoferol szétteriilt a
tapfolyadék felszinén, de intenziv rézatas soran — feltételezem, pici cseppeket képezve — a
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folyadék mélyére kerilt, ahol a gombasejtfalon mar meg tudott tapadni. A jelenség hasonld
lehet a novényi olajok szénforrasként torténd hasznélatihoz: azok is hidrofob vegyiiletek, de a
mikroorganizmusok fel tudjék ¢ket vizes oldatbél is venni kiilén olddszer hasznalata nélkiil.

8) Erdekes nyelvtani fejtorést okozo megjelolés a XVII tabldzatban haszndlt , torlés” és
»torlotlan” kifejezés. A kutatdi zsargonban ez valdsziniileg a kisérletekben haszndlt lombikok
aljdnak iivegtechnikai kialakitdsdra utal, de ez a megfogalmazds — fGleg az eldre gydrtott
milanyag edényeket haszndlé utdkor szdmdra — nem szabatos.

Vilasz:

A ,baffled” és ,,non-baffled” kifejezéseket probaltam magyarra forditani, és most sem tudnék
szabatosabb kifejezéseket a ,,torlos” és torlétlan” razott lombiknal; a nagy ipari fermentorok
aramléstordit is torloknak nevezik. A torlés lombikokat mi magunk alakitottuk ki: a torlokat
egy Uveg szelesztobot 4 cm hosszi darabjai képezték, melyeket hidegragasztéval rogzitettiink
a lombik oldalfalanak alsé részére, fliggblegesen, egymastol egyenlé tavolsagra. A torlok a
lombikok oxigéntranszfer rata értékeit 4tlagosan két és félszeresre emelték. Egyetértek
Professzor Urral abban, hogy a mai fiatal kutatok aligha fognak ilyen eszk6zzel talalkozni. ..

9) Nehéz értelmezni, hogy a 85. és 86. dbra aldirdsdban a , tenyészetek idéprofiljai”-rdl esik
526, de az IDO paraméter és annak mértékegysége egyik tengelyen sem szerepel.

Vilasz:

Ez az egyik legzavarobb hiba az értekezésben, rdaddsul kétszer egymas utan. Elnézést kérek
értik. Az emlitett két abranak nincs koze az id6hoz — a tenyészetek egyes paramétereinek
valtozasat probaltam bemutatni az egyesitett tdmegatviteli koefficiens (K1) fiiggvényében.

ALTALANOS SZAKMAI KERDESEK:

1)...a bemutatott kisérletek tilnyomo tobbségében kideriil, hogy a laktéz és/vagy a D-Gal
valéban meghatdrozo szabdlyozd szerepet jdtszik a gombdk élettandban, bioaktiv anyagokat
termelG  tevékenységiik szabdlyozdsdban. De a fonalas gombdk életének is tilzott
leegyszeriisitése lenne feltételezni, hogy a miikodésiiket csak ezek a cukrok irdnyitjdk.
Feltételezhetéen itt inkdbb arrdl van sz, hogy a kisérleteket minden mds, novekedési
paramétert befolydsolé vegyiilet (pl. N, P, S, mikroelemek, hémérséklet, pH, oldott O, stb)
szempontjabdl optimdlisra bedllitott kériilmények kozott tervezték és végezték el. Hidnyoltam,
hogy errél a dolgozatban miért nem tortént emlités és diszkusszio?

Vilasz:

"God did not create filamentous fungi to grow in fermenter” (Prof. Anthony P. J. Trinci)

Ipari mikrobiologusként a gombak élettani folyamatait az eredeti életteriiktd] merében eltérd
kozegben, bioreaktorban vizsgaljuk. A Pezizomycotinak a természetben altaldban szaprofitak
vagy ndveényparazitdk; szilérd felszinen €lnek, nem vizes kozegben. Szabadon elérhetd mono
¢s diszacharidok elvétve fordulnak elé természetes kornyezetiikben, plane nem a technologiai
protokollok 4ltal eldirt magas koncentraciokban. Az intenziv razatas/keverés soran a nyirderd
mechanikai, a magas oldott oxigénkoncentraci6 oxidativ stresszként jelentkezik rajtuk.

Az elmult id6szakban a fonalas gombas kozdsségen beliil is megfigyelhetd egy olyan
kutatasi irdnyzat, mely az eredeti életteret igyekszik reprodukalni a kutaté laboratériumban.
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Példa erre a szimbiotikus kapcsolatok tervszerii elééllitdsa, pl. gomba és baktériumok kozos
tenyésztése, melynek sordn addig ismeretlen bioaktiv vegyiileteket sikeriilt kinyerni a kozos
fermentlébdl. A mi megkozelitésiink azonban konzervativ volt: igyekeztiink ugy megtervezni
kisérleteinket, hogy a lehet6 legtbb (kdrnyezeti) valtozé allandé legyen.

A kornyezeti valtozok szama a kifinomultabb tenyésztési modszerekkel csdkkenthetd.
Egy Petri-csészében névekvé gombatenyészet egyszerre van kitéve a szilard fazis és a folotte
1év0 gazfazis fizikai-kémiai viszonyainak, kolcsonhatésainak. Egy standard rézatott lombikos
tenyészet mar homogénebb, de a sejtek anyageseréje a tapkozeg osszetételét folyamatosan
valtoztatja; az eredeti szubsztratumok koncentracioi idében cskkennek, a (vég)termékeké nd,
az elhalt sejtekbol sokféle vegyiilet szabadul fel. Szabalyzoksrsk hasznélataval a valtozok egy
része (oldott oxigénszint, pH, habszint) allanddsithatd, a sejtek anyagcseréjének hatasa pedig
definialt tdptalajok hasznélataval standardizalhato. A legtdbb altalunk hasznalt taptalaj tobb
evtizedes multra tekint vissza; az Aspergillus Minimal Mediumot (AMM) pl. 1953-ban irta le
Pontecorvo, €s azéta sok ezer tanulmanyban hasznaltak vilagszerte.

A valtozok szaménak minimalizaldsa, és emiatt a reprodukéathatésag szempontjabol a
folytonos tenyészet a legjobb modszer (kifejlesztéje a hires magyar fizikus, Szilard Le6 volt).
A rogzitett specifikus ndvekedési rata miatt a szubsztratum felvételi és a metabolit produkcids
ratak is allandoak: steady-state allapotban a sejtek Gigy vizsgalhatdk, mintha életiik egy adott
pillanatét allanddsitottuk volna. Hétranya, hogy fokozottan eszkéz- és munkaigényes, emiatt
rutinvizsgélatokra nem alkalmas.

2) Egy kicsit az el6zé ponthoz kapcsolédnak azok a kérdések, amelyek az egyes kisérletek
eltéré korilmények kozotti megvaldsitdsdra vonatkoznak. Nem tudjuk meg a kisérletek
tobbségében, hogy miért éppen azokat a kisérleti koriilményeket alkalmaztdk, miért éppen az
alkalmazott gomba torzseket valasztottdk, mds torzsek esetén is Senndll-e a jelenség és, hogy a
kisérleti feltételek esetleges vdltozdsa mekkora hatdsa van a végeredményre?

Vilasz:

A kisérleti kortilmények kapcsan az eléz6 valaszomra utalnék: amikor csak lehetdségiink volt,
mas laborokban jol bevalt térzseket és médszereket adaptaltunk. Mivel nem torzs-specifikus
tulajdonsagokat, hanem a primer anyagcsere elemeit tanulmdnyoztuk, ugy érzem (és egyben
remélem): ha az egyes gombafajokon beliil mésik referencia torzset, vagy egy adott mutaciot
mas genetikai hattérben hordozo térzset hasznaltunk volna, eredményeink hasonloak lettek
volna. Erdemi vélaszt azonban sajnos nem tudok adni a felvetésekre.

3) Kiemelkedd, és szimomra elképesziGen tanulsdgos példdja annak, hogy a kisérleti
korilmények akdr lényegtelennek tiing vdltoztatdsa milyen jelentGs eltéréseket okozhat az
eredményekben az NOs vs. NH," nitrogén forrds alkalmazdsét kiséré drasztikus véltozds
(4.2.1. fejezet, 54. oldal). Az a — feltehetéen az elsé kisérletek Gsszedllitdsandl mellékesnek
itélt koriilmény -, hogy NOj helyett NH, -t adtak a gombdknak N-forrdsként gyokeresen
megvaltoziatta a mdsok dltal az irodalomba bebetonozott eredményt, hogy az Aspergillus
nidulans galE9 orémmel megél D-Gal kizdrélagos szénforrast tartalmazé tdpon. A
megfigyelés a Leloir utvonal mellett felfedezett oxido-reduktiv D-Gal lebontdsi sitvonal
Jelfedezéséhez vezetett, ami a Karaffa-csapat egyik kiemelkeds eredménye. Tehdt rengeteg
egyéb paraméter befolydsolja a gombdk viselkedését, termelésér. Hidnyérzetet hagy az
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olvaséban, hogy ezt a fontos jelenséget ugyan megdllapitia és publikdcidiban lekozolte
Levente, de értelmezésére mdr nem nagyon volt kivincsi, az érdekes és furcsa jelenség
valdsziniisitett magyardzatdra egy rovid bekezdést szentelt csupdn (63. oldal) mindenféle
kisérletes bizonyiték nélkil. Igy megvdlaszolatlan marad, mitél van ez a megdobbentd N-
Jorrds  fiiggése a cukor anyagcserének és  milyen egyéb  reakcié  utakkal
kapcsolddik/kapcesolodhat még a cukor anyagcserében kapcsolatos, feltehetéen sokkal
dsszetettebb szabdlyozas? A gondolat visszakdoszon a 61. oldalon, de magyardzat ott sincs.
Valasz:

A reduktiv D-galakt6z lebontasi ut felfedezésének torténete némileg ellentmond a fentieknek
— egy kisérleti koriilmény megvaltoztatasa volt a kiinduldpont — bar a nitrat amménium ionra
cserélését a B-galaktozidaz enzim aktivitdsanak maximaéldsa okan, egy régi cikk (Fiedurek et
al: Effect of medium components and metabolic inhibitors on beta-galactosidase production
and secretion by Penicillium notatum J. Basic Microbiol. 1: 27-32; 1995) alapj4n tettiik, nem
pedig a kisérleti kortilmények megvaltoztatasanak dltalanos szandékaval.

Professzor urnak sajnos igaza van abban, hogy a jelenség magyarazataval maig adésok
vagyunk. Nem a kivéancsisag hidnyzott: t6bbszori nekifutasra sem tudtuk hipotézisiinket —
mely szerint a reduktiv galaktoz lebontasi it nitrogénforras fliggése mogott az intracellularis
NADPH aktudlis szintje all — kisérletesen bebizonyitani. Az elmult egy évben azonban végre
talaltunk megoldast, mellyel a NADPH szintet reprodukalhatéan manipulalni tudjuk, s ezaltal
meg tudjuk valtoztatni az 4. nidulans galaktokindz mutans galaktéz + nitrat fenotipusat: a
sejtek csirdznak és nének galaktdz + nitraton.

4) Az olvaséval szemben bardtsdgtalan megoldds, hogy a 4. fejezet (Kisérleti eredmények és
megvitatisuk) egyes alfejezetei ugyan nyilvanvaléan a szerzé egy-egy kiemelkedd
publikdcidjdra épiilnek, de ezeket az alfejezetekben nem hivatkozza meg a szovegben. Igy az
olvasé csak taldlgathat, hogy az , Ertekezésben szereplé sajat kozlemények” (8. fejezet)
felsoroldsban szerepld 22 publikdcié koziil melyik cikket kell dtnézni a részletek megértéséhez.
Ez azért is zavaro, mert az egyes kisérlet sorozatokban haszndlt metodikdk leirdsa
meglehetGsen sziikszavii a Fiiggelék (7. fejezet) részben. Példaul a 4.1.1.2., egyébként nagyon
Jontos tj tudomdnyos eredményt leiré fejezetben (47-53. oldal) sok hivatkozds van mdsok
relevdns munkdira, de egyszer sem tudjuk meg, hogy a Jelolt melyik publikdcidjdban kozolte
az itt leirt eredményeket. Pedig érdekes metodikai kérdésként vetddik fel itt és késdbb is (pl.
100. oldal), hogy a kdpia szdmot miért Southern-hibridizaciéval hatdroztdk meg? Ez a
mddszer elfogadott a kordbbi irodalomban, de azt is tudjuk, hogy bizonytalansdggal terhelt,
Joleg amikor ketténél tobb képia szdmban van jelen a vizsgdlt gén. Ezért, ma inkdbb a
Karaffa laborban is haszndlt RT-PCR-t haszndljdk ilyen kérdések megvdlaszoldsdra.
Hasonléan érdekes lenne tudni, hogy a 4.4.1. fejezetben leirt intracelluldris peroxid szinteket
hogyan hatdroztdk meg (79. dbra)?

Az igény a sajdt publikdcidk hivatkozdsdra feltehetGen felmeriilt Leventében is és ezért a
4.2.4. fejezetben néhdny helyen megjelilte a vonatkozo sajdt cikkeket a citdcidk aldhizdsdval,
de példdul a 94. oldalon idézett Seiboth és mtsai 2002 cikk aldhizdssal és anélkiil is szerepel
ugyanazon az oldalon. Sajnos ezt az , aldhizos” gyakorlatot sem a 4. fejezet ezt megeldzd,
sem az ezutdn kovetkezd részében jorészt nem haszndlta, iiditS kivétel a 81. oldalon az Ilyés és
mtsai 2004 hivatkozas.



Vilasz:

Kiilonb6z6 mértékben mindhdrom biraléom felvetette a dolgozat alapjaul szolgal6 szakcikkek
emlitésének illetve hivatkozasanak hidnyat. Ebben az esetben nem tudok figyelmetlenségre
hivatkozni; tudatosan nem emlitettem az ,.Eredmények és megbeszélésiik” fejezetben a sajat
cikkeket, mivel hipotéziseken és tesztelésiik bemutatasdn alapulé 6nallé tudomanyos munkat
probaltam késziteni, melynek struktirdja adott esetben eltér az alapjaul szolgald cikkekétdl.
Azt is el kivintam keriilni, hogy az alkalmazott kisérleti modszerek folyamatos fejlédése
kronologiai jelleget adjon az értekezésnek. Megprobaltam ezért a hasonld témaban, de eltérd
idében sziiletett eredményeinket ugyanazon munkahipotézis kéré épiteni abban a reményben,
hogy a régebbi és az (jabb eredmények t5bbé-kevésbé surlddasmentesen kapcsolédnak. fras
kdzben természetesen szamos kompromisszumot kététtem, a célokat sokszor nem értem el, de
sajat cikkeinket — két esettdl eltekintve — az ,,Eredmények és megbeszélésiik” fejezetben nem
hivatkoztam meg. Mindettd] fiiggetleniil elfogadom biraléim véleményét. Erre részletesebben
Salgé Professzor Ur biralatara adott valaszomban térek ki.

Aléhuzott hivatkozasok: a 4.2.4. fejezetben (94. oldal) leirt kutatas, a Trichoderma reesei
Leloir tvonal harom génjének (gal7, gall0, gall) klénozéasa sordn csak kettében vettem
részt, a gal7-€ben nem. A sz6veges magyarazaton tul (43. labjegyzet) aldhuizassal jeldltem azt
a Seiboth et al. 2002 hivatkozast, melyben nem vagyok szerzd (a cikk a hivatkozasok kozott
taldlhato), mig azt a Seiboth et al. 2002 cikket, melyben szerzé vagyok, az értekezés alapjaul
szolgal6 kdzlemények kozott sorolom fel (vagyis ez két kiilonbozé cikk). Az Ilyés et al. 2004
kozlemény is ,,sajat” cikk, emiatt nem a hivatkozasok kézott, hanem az értekezésem alapjaul
szolgalo koézlemények kozott talalhato.

Southern hibridizacié: ha egy enzimaktivitas tobb, fliggetleniil izolalt muténsban is rendre
aranyos az enzimet kédold gén Southern hibridizacioval megallapitott kopiaszamaval, nincs
okunk kételkedni. Valamilyen mértékig minden mérémoédszer hibakkal terhelt; ugy vélem, a
Southern hibridizacio megfelelé kontrollok alkalmazasa mellett megbizhat6 eljaras. Voltak
esetek laborunkban, amikor nem adott egyértelmii eredményeket, de azoknal a kisérleteknél
jellemzéen egyéb problémak is adodtak, igy kozlésre sem keriiltek.

Intracelluléris peroxid szintek: a 2, 7-dichlorofluorescin fluoreszcens festék felszabadulasaval
jellemeztiik. A tenyészetekhez etanolban oldott 2, 7-dichlorofluorescein-diacetatot (11 uM)
adtunk. A két acetatcsoport intracellularisan hidrolizal, majd a vegyiiletet peroxidok 2, 7-
dichlorofluorescinné oxidaljak. Ezen utobbi molekula fluoreszcens tulajdonsagu (504/529 nm
hullamhosszak), ami sejtfeltérast kovetden fluoriméterrel mérhets. A kapott eredmény a 2, 7-
dichlorofluorescinnel aranyos, intracelluldris peroxid szint, melyet dsszfehérje tartalomra
vonatkoztatunk. Hivatkozas: Royall and Ischiropoulos: Evaluation of 2" 7'-dichlorofluorescin
and dihydrorhodamine 123 as fluorescent probes for intracellular H>0> in cultured
endothelial cells. Arch. Biochem. Biophys. 302: 348-55; 1993.

5) A fentebb 3. pontban emlitett, csak a laktéz/D-Gal szabdlyozé szerepére koncentrdld
megkizelitéssel kapcsolatos probléma koszon vissza a 4.1.5. , Laktéz és D-galaktéz
anyagcesere Penicillium chrysogenum-ban” fejezetben. A gondosan megtervezett és kivitelezett
kisérletek szerint a gomba , megnovekedett penicillin-termeld potencidlja nem jdr egyiitt a
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laktoz asszimildcios rdta megvdltozdsdval.” (82. oldal). Ezzel annak az izgalmas kérdésnek a
vizsgdlata, hogy a két penicillin-termeld torzs miért termeli a hatéanyagot kiilonbozéképpen
tovabb nem is érdekli a kutatot, pedig ettél még a probléma megolddsa izgalmas feladat
lenne.

Vilasz:

A Penicillium chrysogenum penicillin taltermelését az ipari mikrobiologia legérdekesebb
kérdései egyikének tartom — mi azonban nem ezt, hanem egy tultermelé illetve egy vad tipusu
torzs laktéz asszimilaciojat tanulmanyoztuk. A laktoz anyagcsere és a hatdanyag kihozatal
kvantitativ aspektusai nehezen vizsgalhatok egyiitt: az eldbbihez kizarélagos szénforrasként
laktdzt tartalmazé taptalajon kell a sejteket ndveszteni, mig nagy mennyiségli penicillint csak
komplex taptalajon lehet termeltetni, mely a sztdchiometrikus mennyiségli oldallanc-
prekurzoron kiviil jellemzden kukoricalekvart és névényi olajokat is tartalmaz. Megoldas a
radioaktivan jelolt laktoéz hasznélata lehetne, de ezt — mint elsd vélaszomban emlitettem —
akadémiai kozegben egyre nehezebb kivitelezni, pldne viszonylag nagy térfogatban.

6) Teljesen 1j szemléletmodot és kisérleti megkozelitési stratégidt mutat be a 4.2. fejezet,
amelyben a folyamatos (,folytonos”) fermentdcids tenyészeteket vizsgdlnak. Ez a kisérleti
elrendezés érdekes uj kutatdsi kérdéseket vet fel, rdaddsul sokkal kozelebb dll az iparban
haszndlatos fermentdcios kiriilményekhez. J6 lett volna olyan vizsgdlatokat is beiktatni,
amelyekben a kordbban alkalmazott , batch” fermentdcick és a folyamatos fermentdcidk
eredményeit osszehasonlitidk, azaz megtudhatiuk, hogy a kordbbi tapasztalatok, ismeretek
mennyire alkalmazhatéak a folyamatos fermentdcié korilményei kozott. A 4.2.1. fejezetben
(86. oldal) ismét egy kicsit , részrehajlé” hipotézist olvasunk: ,,a metabolikus aktivitds a
micéliumon dtdramlo szénvdz fluxusdt jelenti”. Ez természetesen igaz, de csak akkor, ha
minden mds, a tenyészet nivekedéséhez és termeld aktivitdsdhoz sziikséges feltétel (pl. N, P, S,
mikroelemek, stb.) optimdlis mértékben adott.

Vilasz:

A folytonos fermentacids rendszerek sok szempontbél egyediilallé kisérleti adottsagait az elsd
altalanos szakmai kérdésre adott vélaszomban mar részleteztem. Ha lehetdségiink lenne r4, az
Osszes kisérletiink tenyésztési részét kemosztatban végeznénk. Mivel azonban egy kemosztat
létrehozdsa és fenntartasa id6- és munkaigényes, csak akkor volt médunk alkalmazni, amikor
célzottan a specifikus novekedési rata hatasat vizsgaltuk.

=Reészrehajlé” hipotézis: lassan novekvd tenyészetnek is lehet magas metabolikus aktivitdsa,
mivel a ndvekedéshez illetve termeléshez sziikséges kornyezeti feltételek eltéréek is lehetnek.
Az ipari fermentacids technologidk — egy vagy akér tobb komponensre nézve — ndvekedésre
nézve gyakran nem optimalis koriilményeket {rnak eld. A citromsav gyértasanal példaul szub-
optimalis nyomelem (pl. Mn(II) ion), nitrogén és foszfor, és szuper-optimalis H' koncentracié
mellett folyik a szénforras massziv felvétele. Ilyen koriilmények kozott az A. niger tenyészet
novekedési ratdja kozel nulla, de metabolikus aktivitdsa nagy.

SPECIFIKUS SZAKMAI KERDESEK
a) A 18-19. oldalon kapunk egy viszonylag révid ésszefoglalét a D-galaktéz (D-Gal) biolégiai
szerepeirdl. Mivel a D-Gal meghatdrozéan fontosnak tinik szinte az egész munkdban,
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megvdlaszolatlan marad az a kérdés, hogy miért éppen a D-Gal viselkedik mdsként a legtibb
vizsgdlt rendszerben, mint a tobbi hexdz cukor?

Valasz: .

Munkénk sordn nem magat a D-galaktozt vizsgaltuk, hanem néhany gombafaj D-galaktéz
anyageseréjét. [lyen szempontbdl a D-galaktéz valoban a dolgozat egyik foszerepléje, de arrol
sajnos nem tudok nyilatkozni, hogy masként viselkedik-e, mint a t5bbi hex6z cukor, mivel a
kontroll D-gliikézon kiviil érdemben nem vizsgaltuk mas hexéz cukor anyagcseréjét.

b) 57. oldalhoz kapcsolodo laikus kérdés:, A galaktoz elfogydsa utin a sejtek szétesnek”
megdllapitds dltaldnos érvényii? Ha tényleg szétesnek a sejtek, akkor sok minden megvdltozik
a D-Gal elfogydsa utdn, ezt pedig figyelembe kellene venni a kisérletek kiértékelésekor nem
csak itt, hanem mdsutt is. Vagy nem minden esetben esnek szét a sejtek?

Vilasz:

A kisérlet sordn a mutans torzs tenyészetét éheztettiik, azt varva, hogy az intracellularisan
felhalmozott galaktitolt elkezdje hasznositani. Nem tette, akkor sem, amikor mar elkezdtek
sz¢tesni a sejtek. Ez napokkal a galaktoz elfogydsa utén tortént, és nem is egyszerre minden
sejtnél. Igazabol csak az aradl mutansok galaktitol-fenotipusanak abszolit jellegét probaltam
ilyen modon is szemléltetni.

¢) A 64. oldalon felvetédik, hogy a D-Gal maga indukdlja a bgaD/lacpA (permedz és
hidroldz) mitkodését vagy a D-Gal egy ,,lebontdsi kiztese”. A hipotézis tesztelésére elvégzett
kisérlet sorozat azt feltételezi, hogy csak egyetlen vegyiilet lehet a permedz és hidroldz
induktora. Mire alapoztdk ezt a feltételezést? Ha tobb induktor is lehetséges, akkor nem
elegendS az els6 enzimatikus Iépésekben mutdnsok vizsgdlata alapjén levonni a
kovetkeztetést, hogy a D-Gal valdban az egyetlen induktor. EbbGI a szempontbdl is érdekes a
100. oldalon a Trichoderma reesei celluldz termelésre leirt diszacharid induktor, amelyik
nyilvan nem terméke egyik (Leloir vagy oxido-redukciés) laktéz/D-Gal lebontdsi titvonalnak.
Kizdrhato egy hasonld, rejtélyes iiton keletkezd induktor az A. nidulans hidroldz/permedz
enzimek esetében? Ebben a kisérlet sorozatban és mdsutt sem koszén vissza, hogy van-e az
eseményekre hatdsa a N, P, S, stb forrdsnak.

Vilasz:

A kérdésiink az volt, hogy a D-galaktoz valamelyik lebontési koztesének 1étre kell-e jonnie az
indukcidhoz, vagy elég hozz4 maga a természetben megtalalhato vegyiilet, a galaktéz. Az
alkohol lebontédsa sordn A. nidulans-ban az alc gének induktora az acetaldehid, nem az etanol
— ennek analogiajara tettiik fel kérdésiinket, €s a fenti példaval ellentétes valaszt kaptunk.

Ha egy lebontasi Gtvonal els6 enzime hidnyzik, akkor a lebontas azon az uton leall. A
galaktéznak foszforilezddnie kell ahhoz, hogy a Leloir-, illetve dulcitolld redukalodnia, hogy
az oxido-reduktiv utvonalra keriilhessen. Megkeriilni — tudomésunk szerint — az A. nidulans
anyagesere nem tudja ezeket a 1épéseket. Mivel lebontasi koztesek nem keletkezhettek, de a
bgaD/lacpA génpar mégis kifejez6dott, egyéb lehetdségek hijan csak a galaktéz lehet az
induktor. Tovabbi bizonyiték, hogy a galaktokinaz/hexokindz kettds mutans ndni sem tud
galaktozon — vagyis a szénvaz nem jut tal a lebontéasi Gtvonal elsd Iépésein — mégis
indukalodik a génpar.



d) 73. oldal, 49. dbra: Sikeriilt-e idkozben kisérletes bizonyitékot taldlni arra, hogy az
Aspergillus niger-ben tényleg csak egy D-Gal permedz taldlhaté?

Vilasz:

Sajnos nem sikeriilt, a gént még nem iit6ttiik ki.

e) A cukor sztereokémidban kevésbé jdrtas olvaso csak a 4.3.1. fejezetben (98. oldal) keriil
szembe a mutarotdcio jelenségével és a galaktokindz enzim anomer szelektivitdsaval. Ez
érdekes uj szempontot hoz be a szabdlyozdssal osszefiiggd kérdésekbe is, amirdl kordbban
nem volt szo. Miért csak itt keriil el6 a mutarotdcid kérdése és a spontdn vs. enzimatikus
anomer dtalakitds hogyan befolydsolhatta a kordbbi kisérletek eredményeit? A tobbi vizsgdalt
Ascomycetes gomba mindegyike rendelkezik mutarotdz aktivitdssal, azaz az UDP-glikéz
epimerdzuk minden mds esetben tartalmaz aktiv mutarotdz domént? Sikeriilt idGkozben
vdlaszt kapni a rejtélyes induktor bioszintézisére és feltdrni a Trichoderma reesei celluldz
termelés szabdlyozdsdt?
Vilasz:
Noha az enzim-katalizalt mutarotéciot Penicillium chrysogenum-bél irtak le elészor (Keilin
and Hartree: Biological catalysis of mutarotation of glucose. Biochem J 50: 341-348; 1952),
fonalas gombéban a D-galaktoz anyagcsere kapcsan eddig nem vizsgaltdk a mutarotaciot (= a
C-1 anomer szénatomon 1évé hidroxil csoport konfiguraciéjanak megvaltozasat). Emiatt az
elmult idészakban laborunk kisérletesen jellemezte az 4. nidulans D-galakt6z mutarotazait, és
in silico megvizsgaltuk a hirom Ascomycota altérzsbe (Pezizomycotina, Taphrinomycotina,
Saccharomycotina) tartoz6 genom-szekvenalt fajok tobbségét ebbél a szempontbol.
Emberbdl, E. coli-bél és Saccharomyces cerevisiae-bol mar irtak le és jellemeztek is
mutarotaz enzimeket. Ezeket mintinak véve 4. nidulans-ban két mutarotdz homoldg gént
talaltunk, melyeket galmA-nak (lokusz AN3184) és galmB-nek (AN3432) neveztiink el. A
megvizsgalt t6bb szaz gombagenom szinte mindegyikében talaltunk feltételezett ortologokat
(kivétel: S. cerevisiae és néhany kozelrokon élesztéfaj, melyekben a mutarotdz nem 6nallo,
hanem az UDP-gliikéz epimeraz része). A Pezizomycotina genomok 4ltalaban egynél t5bb
feltételezett galaktéz mutarotazt tartalmaznak: az A. nidulans galmA és galmB ortoldgjai is
megtalalhatok benniik. A Taphrinomycotina és Saccharomycotina fajok genomjai viszont
altalaban csak egy feltételezett galaktéz mutarotéz gént tartalmaznak.

A T reesei torzsekben talalt Hex-f3-1,1-Hex diszacharid pontos szerkezete tovabbra is
ismeretlen. A varidciok nagy szdma miatt azonositdsahoz szisztematikus szerves szintézisekre
lenne sziikség, amihez még nem talaltunk sem szakmai partnereket, sem forrasokat.

Végezetill, szeretném még egyszer megkdszonni Kovacs Kornél professzor ur biralatat.
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