
VálaszDr. Kovács L. Kornél professzor rir bíráiatára

Eloszor is szeretném megkoszcinni Kovács Kornél professzor rnak, hogy elvállalta
értekezésem bírálatát. Ktilon koszcincim kedves, személyes szavait és támogatÓ véleményét.
Kritikai megjegyzéseire és kérdéseire az a|ábbiakban válaszolok.

FoRMAl xÉnoÉsnx:
1) A RÖvidítések Jegyzéke a hasonlő dolgozatokban gyalcran elófordulő hibaként nem teljes.
FejtÖrést okoz a DPM vagy a SHAM rovidítés megfejtése.
Válasz:
Ezt a figyelmetlenséget a másik két bírálÓm is teljes joggal szóvá tette. A DPM betuszÓ a
,,Disintegration Per Minute'' rcividítése és a radioaktivitás egyik mértékegysége: az egységnyi
radioaktív anyagban egy perc alatt elbomlÓ atomok számát mutatja. A DPM és a gyakran
hasznáIt CPM (,,Count Per Minute'') kcizcitt elvi ktilcinbség, hogy utÓbbi nem az elbomlott
atomok, hanem a detektort ért részecskék számát, adjameg.

IzotÓpos mÓdszert az Aspergillus nidulans |aktóz és az Aspergillus niger D-ga|aktóz
felvételének tanu|mányozásakor hasznáItunk. Az elsŐ esetben [D.gltikÓz.|.|4c1.|a|<tóz volt a
jelcilt szubsztrátum. A micéliumot laktÓzon kinclvesztetttik és szénforrásmentes minimál
táptaIajba mostuk át rigy, hogy a sejtkoncentráciÓ I glL legyen. 10 mL tenyészetet tartalmazó
100 ml.es lombikokba annyilac.laktőzt adtunk' amennyi 1 mL tenyészet 150000 DPM 1-
2500 Bq) radioaktivitásához kellett. Az élettani la|<toz koncentrációt jelciletlen (,,hideg'')
|aktóz tenyészethez adásával állítottuk be. Mintavételt kcivetoen a sejtek et azomal erŐsen
lecentrifugáltuk' és a feltilriszÓ radioaktivitását szcintilláciÓs folyadékkal valÓ elegyítést
kovetóen egy folyadék szcintilláciÓs spektrométerrel határoztuk meg. A mÓds zerte| tehát a
tápÍa|ajbanmaradÓ (fel nem vett) Iaktózmennyiségétmérttik. A|aktóztranszporterek kititése
a laktóz felvétel lassulását illetve leállását eredményezte. A második esetben D.galaktóz.|-
lac szub sztrátumot használtunk' az e\jfuás más szempontokbÓl megegye zett az elozove|,

Meg szeretném jegyezni, hogy a radioaktív mérések lehetósége az EIJ akadémiai
kutatÓhelyein leszrikÍilt: alkalmazásukat olyan szigorrian szabáIyozzák,hogy a fenti méréseket
ma már nem tudnánk ugyanott, ugyan gy elvég ezni.

A SHAM a sza|ictl.hidroxamát, a legelterjedtebb alternatív oxidéz inhibitor rovidítése.
E,ü" a rcividítést a 26. oldal elso bekezdésében megmagyaráztam _ magam sem értem, hogy
miért ott és nem a RÖvidítések jegyzékében.

2) A Célkitíízések fejezet 5 pontban foglalják ossze a kutatási irányokat, feladatokat. Ehhez
képest egy kicsit aránytalannak tiinik, hogy a Tézisekben és o dolgozat a ] 30, oldalon
kezdódó, a Tézisekkel majdnem szÓ szerint megeg/ezó osszeÍOglal címú ismétlésében 22
pontbanfoglalja Össze az 5 célkitiÍzés megvalősított eredményeit.
Válasz:
A Célkittizések a dolgozat stratégiai céljait jeloli ki, ezért igyekeztem kevés pontban, rÖviden
megfogalmazni öket. Véleményem szerint tudományosan nem hiteles' ha a CéLkituzések tril
részletes, hiszen senki sem láthatja elóre kutatásainak eredményeit. A téziseket valÓban meg



lehetett volna osszevontan, kevesebb pontban is fogalm azni (ahogy Professzor Úr is tette a
bírá|at végén); én arratorekedtem, hogy minden egyes tézispont cinállÓ legyen.

3) Az ábrák általában jől me4szerkesztettek, áttekinthetóek, éppen ezért meglepö (és kicsit
szÓrakoztatÓ), hog szinte az egész dolgozatban milyen keservesen kazdatt a ,,fehér'' és
,,fekete,' szimbőlumok kazattt ielolések megk lÖnbÖztetésével az ábra aláírásokban.
Vá|asz:
Jogos a felvetés. Átnézve a dolgozatot magam is értetlenkedem néhány formai megoldáson.

4) Szdmos ábrán és táblázatban a Jelalt nem ttintetett fel kísérleti hibát, szÓrást, vag/ más, a
szignifikanciára utalő paramétert. Úg ilinik, ez kt;lÖnÖsen a kutatÓi pálya elején végzett
kís érletek b emutatás ánál maradt el.
Válasz:
Ezt a problémát én is észrevettem a dolgozat osszeállításakor, de rigy gondoltam' nem volna
Szerencsés utÓlag beleszerkeszteni az ábtákba és táh|ázatokba még a hibák és szÓrások erejéig
sem. Értekezésemben ezért az osszes ábrát és táblazatot az eredeti k zleményekben megjelent
tartalmukkal és formájukban mutattam be, hiányosságaikkal egyiitt.

5) A táblázatokkal kapcsolatos másik kifogásolhatő szerkesztési eljdrás, hogy helytelen a mért
értékeket és azok hibáját eltéró szám tizedes pontossággal megadni.
Válasz:
Ez is jogos felvetés, és itt még az e|ozo válaszomat sem ismételhetem ffiog, mivel ezt ahibát
nem vettem észre a dolgozat készítésekor.

6) Számos ábrdnől és a szÖvegben zavarőan keveredik az ,,őrA'' megielotés és a,,h,, jelzés
(fl. a5. otdal), Ugyanígl nem lehet tudni, h,gy a 80. ábraXtengelyén bejelÖlt ,,Idó (h),, skdla
az A és B ábrára is egyaránt vonatkozik.e? Ha igen, az ellentmondásban van a szoveges
értékeléssel (1 22. oldal),
Válasz:
A 80. ábra,,A'' éS ,'B'' réSZe egyaránt idóbeli vá|tozásokat mutat, az ,,,.L,, percben , d ,,B,, pedig
&ában. A szovegben talá|ható erre utalás, de valÓban Szerencsésebb lett volna a tengelyen is
felttintetni a mértékegységet.

7) A III. tábldzatban (46. oldal) nyilvánvalÓan hibás a specifikus felvételi ráta 1tM/min/mg
DCW mértékegysége,
Válasz:
Helyesen pmol/mirr/mgocw, vagyis egységnyi (mg száraztomegben megadott) biomassza áIta|
egy perc a|att felvett laktóz mennyisége mikromÓlban. A dimenzióba anyagmennyiség (pmol)
írandÓ, nem koncentráció (pM).
7) A hidroftb tokoferolt hog,,an vitték be a vizes rendszerbe (125. oldat)?
Válasz:
Nem haszná|tunk ktilon oldÓszert vagy hordozÓt: tágított hegyri pipettával belepipettáztuk a
lombikokba. A steril frilke a|att (vagyis amikor a lombik nem ré,r:ódoti a tokoferol szétteriilt a
tápfolyadék felszínén, de intenziv rázatás során _ feltételezem, pici cseppeket képezve _ a



folyadék mélyére kertilt, ahol a gombasejtfalon már meg tudott tapadni. A jelenség hasonli
lehet a ncivényi olajok szénforrásként torténó baszná|atához.. azok is hidrofob vegytiletek, de a
mikroorganizmusok fel tudják oket vizes oldatbÓl is venni ktilcin old.Ószer hasznáIata nélkiil.

s) Érdekes nyelvtani fejtÓrést okozÓ megjelalés a XVII. tóblázatban használt ,,torlős,, éS
,,torlÓtlan'' kifejezés, A kutatői zsargonban ez valÓszíniÍleg a kísérletekben használt lombikok
aljának tivegtechnikai kialakítdsára utal, de ez a megfogalmazás _ fóle7 az elöre gyártott
miÍanyag edényeket használÓ utőkor szőmára - nem szabatos,
Válasz:
A ,bafrled, és ,,non-bffied, kifejezéseket prÓbáltam magyarra fordítani, és most sem tudnék
szabatosabb kifejezéseket a ,,torlÓs'' éS ,,torlőtlan'' rázott lombiknáI; a nagy ipari fermentorok
áramlástciróit is torlÓknak nevezik. A torlÓs lombikokat mi magunk alakítottuk ki: a torlÓkat
egy tiveg szé|esztobot 4 cm hosszí darab1aiképezték, melyeket hidegragasztóva| rcigzítetttink
a lombik oldalfalának alsÓ tészére, fiiggólegesen' egymástÓl egyenló távols ágra. A torlÓk a
lombikok oxigéntranszfer ráta értékeit átlagosan két és félszeresre emelték. Egyetértek
Professzor Únal abban, hogy a mai fiataIkutatÓk aligha fognak ilyen eszkozzel találkozni...

9) Nehéz értelmezni, hogy a 85. és 86. dbra aláírásában a ,,tenyészetek idöprofiljai,,-ről esik
sző, de az IDÓ paraméter és annak mértékegysége eg,,ik tengelyen Sem szerepel.
Válasz:
Ez az egyik |egzavatÓbb hiba az értekezésben, ráadásul kétszer egymás után. Elnézést kérek
érttik. Az em|ített két ábrának nincs koze az idohiz _ a tenyészetek egyes paramétereinek
vá|tozásátprőbáltam bemutatni az egyesített tomegátviteli koefficiens (Klu) ftiggvényében.

ÁlrarÁNos SZAKMAI KÉRDÉsnr:
l),,.a bemutatott kísérletek t lnyomÓ tr;bbségében kidert)l, hogy a laktöz és/vagy a D.Gal
valÓban meghatározÓ szabályoző szerepet jdtszik a gombák élettanában, bioaktív anyagokat
termeló tevékenységtik szabályozásában. De o fonalas gombák életének is ttilzott
leeg1lszeriÍsítése lenne feltételezni, hogy a miikÖdést)ket csak ezek a culcrok irányítják.
Feltételezhetóen itt inkább arrÓl van sző, h,gy a kísérleteket minden más, nÖvekedési
paramétert befolyásolő veg1,l let (pl. N, P' E milcroelemek, hómérséklet, pH, oldott 02, stb)
Szempontj bÓl optimálisra beállított karalmények kazott tervezték és végezték et. Hiányoltam,
hogy erról a dolgozatban miért nem tÖrtént említés és diszkussziő?
Válasz:
"God did not create filamentous fungi to grow infermenter" (Prof. Anthony P. J. Trinci)
Ipari mikrobiolÓgusként a gombák élettani folyamat ait az eredeti élettertiktól meróben eltéró
kozegben, bioreaktorban vizsgáljuk. A Pezizomycotinák a természetben áIta|ában szaprofiták
vagy novényparuziták; szilátd felszínen élnek, nem vizes kozegben. Szabadon elérheto mono
és diszacharidok elvétve fordulnak elo természetes kornyezetiikben, pláne nem a technolÓgiai
protokollok által elóírt magas koncentráciÓkban . Az intenziv rázatáslkeverés során a nyírÓerŐ
mechanikai, amagas oldott oxigénkoncentráciÓ oxidatív stresszként jelentkezik rajtuk.

Az elmrilt idószakban a fonalas gombás kcizosségen beltil is megfigyelhetó egy olyan
kutatási irányzat, mely az ercdeti életteret igyekszik reprodukálni a kutatÓ laboratÓriumban.



Példa eÍTe a szimbiotikus kapcsolatok tervszeru eloá|Litása, pl. gomba és baktériumok kcizos
tenyésztése, melynek során addig ismeretlen bioaktív vegytileteket sikertilt kinyerni a kozos
fermentléból. A mi megkozelítéstink azonban konzervatív volt igyekezttink rigy megtervezni
kísérleteinket, hogy a lehetó legtcibb (kÖrnyezeti) válto zó á||andÓ legyen.

A kornyezeti váItozók száma a kifinomultabb tenyésztési mÓdszerekkel csÖkkenthetŐ.
Egy Petri.csészében novekvó gombatenyészet egyszene Van kitéve a szi|árd, fázis és a ftilcitte
lévŐ gánfázis fizikai-kémiai viszonyainak, kolcscinhatásainak. Egy standard rézatott |ombikos
tenyészet már homogénebb, de a sejtek anyagcseréje a tápkozeg cisszetételét folyamatosan
véitoztatja; az eredeti szubsztrátumok koncentráciÓi idóben csokkennek, a (vég)termékeké nó,
az e|ha|t sejtekból sokféle vegyrilet szabadul fel. Szabá|yzÓkor k haszná|atáva| aváItozók egy
része (oldott oxigénszint, pH, habszint) állandÓsíthatÓ, a sejtek anyagcseréjének hatása pedig
definiált táptalajok haszná|atáva| standardizá|bató. A legtcibb általunk hasznáIt tápta|aj t bb
évtizedes mriltra tekint vissza; az Aspergillus Minimal Mediumot (AMM) pl. 1953.ban írta le
Pontecorvo, és azóta sok ezer tanulmányban használták világszerte,

A vá|tozők számának minimalizá|ása, és emiatt a reprodukálhatÓság szempontjábÓl a
folytonos tenyészet a legjobb mÓdszer (kifejlesztoje a híres magyar fizikus, Szilárd LeÓ volt).
A rigzített specifikus novekedési ráta miatt a szubsztrátum felvételi és a metabolit produkciÓs
ráták is állandÓak: steady-state állapotban a sejtek rigy vizsgálhatÓk, mintha életiik egy adott
pillanatát állandÓsítottuk volna. Hátránya, hogy fokozottan eszko z. és munkaigényes, emiatt
rutinvizsgálatokra nem alkalmas.

2) Esy kicsit az elózó ponthoz kapcsolődnak azok a kérdések, amelyek aZ eg/es kísérletek
eltéró karalmények kazotti megvalÓsítására vonatkoznak. Nem tudjuk meg a kísérletek
tobbségében, hogy miért éppen azokat a kísérleti kort)lményeket alkalmazták, miért éppen az
alkalmazott gomba torzseket választották, mÓs tÖrzsek esetén is fennáll-e a jelenség és, hogl a
kísérleti feltételek esetleges változása mekkora hatása van a végeredményre?
Válasz:
A kísérleti kciriilmények kapcsán az e|ozo válaszomra utalnék: amikor csak lehetóségtink volt,
más laborokban jÓl bevált torzseket és mÓdszereket adaptáltunk. Mivel nem torzs.specifikus
tulajdonságokat, hanem a primer anyagcsere elemeit tanulmányoztuk, rigy étzem (és egyben
remélem): ha az egyes gombafajokon beliil másik referencia tcirzset, vagy egy adott mutáciÓt
más genetikai háttérben hordo zó torzset használtunk volna, eredményeink hasonlÓak lettek
volna. Érdemi váIaszt azonbansajnos nem tudok adni a felvetésekre.

3) Kiemelkedó, és szdmomra elképesztóen tanulságos pétdája annak, hogy a kísérleti
karalmények akár lényegtelennek tiinö váItoztatása milyen jelentós eltéréseket okozhat az
eredményekben az Noj- vs, NH| nitrogén forrás alkalmazásdt kíséró drasztikus változás
(4,2.I. fejezet, 54. oldal). Az a -feltehetóen az elsó kísérletek Összeáttításdndl meltékesnek
ítélt kortilmény -, hogy Nos. helyett NHa*-t adtak a gombdtcnak N-forrásként gyÖkeresen
megváltoztatta a mások által az irodalomba bebetonozott eredményt, h,gy az Aspergillus
nidulans galE9 ÖrÖmmel megél D-Gal kizárÓlagos szénforrÓst tartalmazÓ tdpon. A
meffig,,elés a Leloir nonal mellett felfedezett oxido-reduktív D-Gal lebontási t)tvonal
felfedezéséhez vezetett, ami a Karaffa-csapat eglik kiemelkedö eredménye. Tehát rengeteg
egyéb paraméter befolyásolja a gombák viselkedését, termelését. Hiányérzetet hagy aZ



olvasőban, hogy ezt a fontos jelenséget ugyan megállapítja és publikáciÓiban lekazÖlte
Levente, de értelmezésére már nem nag/on volt kíváncsi, aZ érdekes és furcsa jelenség
valÓszíntÍsített magyarázatára egl rÖvid bekezdést szentelt csupáyt (63, oldal) mindenftle
kísérletes bizonyíték nétkal. Ígl -egválaszolatlan marad, mitót van ez a megdobbentó N-
forrás ftggése a cukor anyagcserének és milyen egyéb reakciő utakkal
kapcsolödilr/kapcsolődhat még a cukor anyagcserében kapcsolatos, feltehetóen sokkal
Összetettebb szabályozás? A gondolat visszakoszÖn a 6]. oldalon, de magyarÓzat ott sincs.
Vá|asz:
A reduktív D.galaktóz lebontási rit felfedezésének torténete némileg ellentmond a fentieknek
- egy kísérleti k nilmény megvá|toztatása volt a kiindulÓpont _bát anittát ammÓnium ionra
cserélését a B.galaktozidiz enzim aktivitásának maximálása okán, 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, ]: 27-32; ]995) alapján tetttik, nem
pedi g a kí s érl eti kortilmé nyek m e gvált oztatásának á|taláno s szándékával .

Professzor rirnak sajnos igaza van abban, hogy a jelenségmagyarázatával máig adÓsok
vagyunk. Nem a kíváncsiság hiányzott: tobbszori nekifutásra sem tudtuk hipotézistinket _
mely szerint a reduktív galaktÓz lebontási irt nitrogénforrás fiiggése mÖgott az intracelluláris
NADPH aktuális szintje á|| _ kísérletesen bebizonyitani. Az elmrilt egy évben azonban végre
találtunk megoldást, mellyel a NADPH szintet reprodukáIhatőanmanipulálni tudjuk, s ezáLta|
meg tudjuk váLtoztatni az A. nidulans galaktokináz mutáns galaktóz + nitrát fenotípusát: a
sejtek csíráznak és nónek galaktóz + nitráton.

4) Az olvasőval szemben barátságtalan megoldás, hogy a 4. fejezet (Kísérleti eredmények és
megvitatdsuk) eg/es alfejezetei ugyan nyilvánvalőan q szerzó egy-egy kiemelkedó
publikáciőjára éptilnek, de ezeket az alfejezetekben nem hivatkozza meg a szovegben, Íg,, az
olvasÓ csak taldlgathat, hogy aZ ,, Értekezésben szerepló sajdt kazlemények,' (8. fejezet)
felsoroldsban szerepló 22 publikáciÓ kazal melyik cikket kell dtnézni a részletek megértéséhez.
Ez azért 's zavarÓ, mert az eg/es kísérlet sorozatokban használt metodikák leírása
meglehetösen sziilrszavit a F ggelék (7. fejezet) részben. Például a 4.].],2,, eg,,ébként nagyon
fontos tij tudományos eredményt leírÓ fejezetben (47-53. otdal) sok hivatkozds van mások
releváns munkáira, de eg/Szer sem tudjuk meg, hogy a Jelah melyik pubtikáciÓjában kc;zolte
az itt leírt eredményeket. Pedig érdekes metodikai kérdésként vetödik Íel itt és késóbb is (pt.
I00. oldal), hogy a kÓpia számot miért Southern.hibridizáciöval határozták meg? Ez a
mődszer elfugadott a korábbi irodalomban, de azt is tudjuk, hogy bizonytalansőggal terhelt,
Íoles amikor kettónél tÖbb kÓpia számban van jelen a vizsgátt gén. Ezért, ma inkább a
Karaffa laborban ls használt RT-PCR-r használjdk ilyen kérdések megvÓlaszolására.
HasonlÓan érdekes lenne tudni, hogy a 4,4.I. fejezetben leírt intracelluláris peroxid szinteket
hogl,,an határoztők meg (79. ábra)?
Az igény a saját publikőciÓk hivatkozásdra feltehetóen felmer lt Leventében is és ezért a
4.2.4. fejezetben néhőny helyen megjelÖlte a vonatkozÓ saját cikkeket a citáciők aláh zásdval,
de példÓul a 94, oldalon idézett Seiboth és mtsai 2002 cikk atáh zással és anéttill is szerepel
u*)/anazon az oldalon. Sajnos ezt az ,,aláh zos,, gyakorlatot sem a 4, fejezet ezt megelózó,
Sem az ezután kÖvetkezó részében jörészt nem használta, ijdító kivétel a 8]. oldalon az Ilyés és
mtsai 2004 hivatkozds.



Válasz:
Ktilonbci zo mértékben mindhárom bírálÓm felvetette a dolgozat alapjául szolgálÓ szakcikkek
említésének illetve hivatkozásának hiányát. Ebben az esetben neÍn tudok figyelmetlenségre
hivatkozni; tudatosan nem említettem aZ,,Eredmények és megbeszé1ési'ik'' fejezetben a saját
cikkeket, mivel hipotéziseken és teszteléstik bemutatásá.n alapulÓ onállÓ tudományos munkát
prÓbáltam készíteni, melynek strukturqa adott esetben eltér az a|apjául szolgálÓ cikkekétól.
Azt is el kívántam kertilni, hogy az a|kaImazott kísérleti mÓdszerek folyamatos fejlódése
kronolőgiai jelleget adjon az értekezésnek. MegprÓbáItam ezért a hasonlÓ témában, de eltéró
idoben sztiletett eredményeinket ugyanazon munk ahipotézis koré építeni abban a reményben,
hogy a régebbi és az rijabb eredmények tcibbé.kevésbé s rlÓdásmentesen kapcsolÓdnak. Írás
kÖzben természetesen számos kompromisszumot kotottem, a célokat sokszor nem értem el, de
saját cikkeinket _ két esettól eltekintve _ aZ,,Eredmények és megbeszéléstik,, fejezetben nem
hivatkoztam meg. Mindettól fiiggetlentil elfogadom bírálÓim véleményét. Erre részletesebben
SalgÓ Professzor Úr bfuáIatára adott válaszomban térek ki.

Aláhirzott hivatkozások: a 4,2.4. fejezetben (94. oldal) leírt kutatás, a Trichoderma reesei
Leloir ritvonal három génjének (gal7, gal10, gall) klónozása során csak kettóben vettem
részt, a gal7.ében nem. A sz veges magyarázatontiil (43. lábjegyzet) aláhuzássaljeloltem azt
a Seiboth et al. 2002 hivatkozást, melyben nem vagyok szerzo (a cikk a hivatkozások kcizcitt
ta|á|ható), míg azt a Seiboth et al. 2002 cikket, melyben szeruo vagyok, az értekezés alapjául
szolgálÓ kcizlemények kozÖtt sorolom fel (vagyis ez két ktilÖnbozo cikk). Az Ilyés et al. 2OO4
kozlemény is ,,saját,, cikk, emiatt nem a hivatkozások k<izott, hanem az értekezésem alapjául
szolgálÓ kÖzlemények kÖz tt találhatÓ.

Southern hibridizáciÓ: ha egy enzimaktivitás tcibb, fiiggetlentil izoláIt mutánsban is rendre
arányos az enzimet kÓdolÓ gén Southern hibridizáciÓval megállapított kópiaszámáva|, nincs
okunk kételkedni. Valamilyen mértékig minden mérŐmÓdszer hibákkal terhelt; gy vé|em, a
Southern hibridizáciÓ megfelelo kontrollok alkalm azása mellett megbízható e|1fuás. Voltak
esetek laborunkban, amikor nem adott egyértelmu eredményeket, de azo|<náI a kísérleteknél
jellemzóen egyéb problémák is adÓdtak, igy kiz|ésre sem kertiltek.
Intracelluláris peroxid szintek a 2,7.dichlorofluorescin fluoreszcens festék felszabadulásával
jellemezttik. A tenyészetekhez etanolban oldott 2,7.dichlorofluorescein.diacetátot (1 1 pM)
adtunk. A két acetátcsoport intracellulárisan hidrolizál, majd a vegyiiletet peroxidok 2,7.
dichlorofluoresc.lgné oxidálj ák. Ezen utÓbbi molekula fluoreszcens tulajdonságri (5O4l529 nm
hullámhosszak), ami sejtfeltárást kovetŐen fluoriméterrel mérhetó. A kapott eredmény a2,7-
dichlorofluorescinnel arányos, intracelluláris peroxid szint, melyet osszfehérje tartalomra
vonatkoztatunk. Hivatkozás: Royall and Ischiropoulos: Evaluation oí 2,,7,-dichlorofluorescin
and dihydrorhodamine I23 as fluorescent probes for intracellular HzOz in cultured
endothelial cells. Arch. Biochem. Biophys. 302: 348-55; 1993.

5) A fentebb 3, pontban említett, csak a laktÓz/D-Gat szabályoző szerepére koncentrdlő
megkÖzelítéssel kapcsolatos probléma koszon vissza a 4,1.5, ,, LaktÓz és D-galaktőz
anyagcsere Penicillium chrysogenum-ban'' fejezetben. A gondosan megtervezett és kivitelezett
kísérletek szerint a gombo ,,megnÖvekedett penicillin-termeló potenciálja nem jár egytitt a



laktÓz asszimiláciÓs ráta megváltozásával.,, (82. oldal). Ezzel annak az izgalmas kérdésnek a
vizsgálata, hogl a két penicillin-termeló tÖrzs miért termeli a hatÓanyagot ktilanbazóképpen
tovább nem is érdekli a kutatÓt, pedig ettól még a probléma megoldása izgalmas feladat
lenne.
Válasz:
A Penicillium chrysogenum penicillin triltermelését az ipari mikrobiolÓgia legérdekesebb
kérdései egyikének tartom _ mi azonban nem ezt, hanem egy triltermeló illetve egy vad típusri
torzs Laktóz asszimil ációját tanulmányoztuk. A laktÓz anyagcsere és a hatÓanyag kiho zatal
kvantitatív aspektusai nehezen vizsgálhatÓk egytitt: az elobbihez kizáróIagos szénfonásként
Iaktózt tartalmazó tápta|ajon kell a sejteket noveszteni, míg nagy mennyiségri penicillint csak
komplex táptalajon lehet termeltetni, mely a sztcichiometrikus mennyiségti oldallánc.
prekurzoron kívtil jellemzoen kukoricalekvárt és novényi olajokat is tartalmaz, Megoldás a
radioaktívan jel<ilt |aktóz haszná|ata lehetne, de ezt _ mint elsó válaszomban említettem _

akadémiai kcizegben egyre nehezebb kivitelezni, pláne viszonyl ag nagy térfogatban.

6) Teljesen j szemléletmÓdot és kísérleti megkÖzelítési stratégiát mutat be a 4.2. fejezet,
amelyben a folyamatos (,,folytonos,') fermentáciÓs tenyészeteket vizsgálnak, Ez a kísérleti
elrendezés érdekes j kutatási kérdéseket vet fel, ráadásul sokkal kazelebb áll az iparban
használatos fermentáciős kc;ralményekhez. Jő lett volna olyan vizsgálatokat is beiktatni,
amelyekben a korábban alkalmazott ,,batch'' fermentáciÓk és a folyamatos fermentáciők
eredményeit Összehasonlítják, oZaZ megtudhatjuk, h,gy a korábbi tapasztalatok, ismeretek
mennyire alkalmazhatőak a folyamatos fermentáciÓ kÖrtilményei kÖzatt. A 4.2.I, fejezetben
(86. oldal) ismét egy kicsit ,,részrehajlÓ,, hipotézist olvasunk: ,,a metabolikus aktivitás a
micéliumon átáramlÓ szénváz fluxusát jelenti,,. Ez természetesen igaz, de csak akkor, ha
minden más, a tenyészet nÖvekedéséhez és termeló aktivitdsÓhoz sztilcséges feltétel (pt. N,P, s,
milcroelemek, stb,) optimális mértékben adott.
Válasz:
A folyonos fermentáciÓs rendszerek sok szempontből egyediilállÓ kísérleti adottság ait az elso
általános szakmai kérdésre adott válaszomban már tész|eteztem. Ha lehetŐségtink lenne rá, az
osszes kísérlettink tenyésztési részét kemoszt átban végeznénk. Miv el azonban egy kemosztát
Iéttehozása és fenntartása ido- és munkaigényes, csak akkor volt mÓdunk alkalmazni, amikor
cé|zoÍtan a sp e ci fi kus no veke dé si r áta hatás át viz s gáltuk.
..RészrehajlÓ'' hipotézis: lassan ncivekvó tenyészetnek is lehet magas metabolikus aktivitása,
mivel a novekedéshez illetve termeléshez sztikséges kornyezeti feltételek eltéróek is lehetnek.
Az ipari fermentáciÓs technolÓgiák _ egy Vagy akár tÖbb komponensre nézve _ ncivekedésre
nézve gyakran nem optimális kcirrilményeket írnak eló. A citromsav gyártásánál példáu| szub-
optimális nyomelem (p1. Mn(II) ion), nitrogén és foszfor, és szuper-optimális H* koncentráciÓ
mellett folyik a szénforrás masszív felvétele. Ilyen kortilmények kÖzott az A. niger tenyészet
nciveked ési rátája kozel nulla, de metabolikus aktivitás a nagy .

SPECIFIKUS SZAKMAI KÉRDÉsnr
a) A 18-]9. oldalon kapunk egl viszonylag rÖvid Összefoglatőt a D-galahőz (D.Gat) biolőgiai
szerepeiról. Mivel a D-Gal meghatÓrozőan fontosnak tiinik szinte az egész munkában,



megvdlaszolatlan marad az a kérdés, h,gy miért éppen a D.Gal viselkedik mdsként a legtÓbb
vizsgált rendszerben, mint a tobbi hexőz cukor?
Vá|asz:
Munkánk során nem magát a D-galaktózt vizsgáltuk, hanem néhány gombafaj D-ga|aktóz
anyagcseréjét. Ilyen szempontbÓl a D.galaktózva|óban a do|gozat egyik foszereplóje, de arrÓl
sajnos nem tudok nyilatkozni, hogy másként viselkedik.e, mint a tobbi hexÓz cukor, mivel a
kontroll D-gltikÓzon kívtil érdemben nem vizsgáltuk más hexÓz cukor anyagcseréjét.

b) 57. oldalhoz kapcsolÓdő lailan kérdés:,,A galaktÓz efugyása után a sejtek szétesnek''
megállapítás dltaldnos érvényiÍ? Ha tényleg szétesnek a sejtek, akkor sok minden megváltozik
a D-Gal elfog,,ása utőn, ezt pedig fig,lelembe kellene venni a kísérletek kiértékelésekor nem
csak itt, hanem másutt is. Vagy nem minden esetben esnek szét a sejtek?
Válasz:
A kísérlet során a mutáns torzs tenyészetét éheztettÍik, azt váwa' hogy az inttacellulárisan
felhalmozott ga|aktitolt elkezdje hasznosítani. Nem tette, akkor Sem' amikor már elkezdtek
szétesni a sejtek. Ez napokkal a galaktÓz elfogyása után tÖrtént, és nem is egyszerre minden
sejtnél. Igazából csak az araA] mutánsok galaktitol.fenotípusának abszolrit jellegét prÓbáltam
ilyen mÓdon is szemléltetni.

c) A 64. oldalon felvetódik, hogy a D-Gal ma4a indukatja a bgaD/lacpA (permeáz és
hidroláz) miÍkadésétvagy a D-Gal Cs| ,,lebontási kÖztese,'. A hipotézis tesztelésére elvégzett
kísérlet sorozat azt feltételezi, hog csak egyetlen vegy let lehet a permeáz és hidroláz
induktora. Mire alapoztők ezt a feltételezést? Ha t bb induktor is lehetséges, akkor nem
elegendó aZ elsó enzimatikus lépésekben mutánsok vizsgálata alapján levonni a
kÖvetkeztetést, h,gy a D-Gal valÓban az egyetlen induktor. Ebbót a SzempontbÓl is érdekes a
100, oldalon a Trichoderma reesei celluláz termelésre leírt diszacharid induktor, amelyik
nyilván nem terméke egyik (Leloir vagy oxido-redukciős) taktőz/D-Gal lebontősi titvonalnak.
Kizárhatő eg1,, hasonlő, rejtélyes ton keletkezó induktor az A. nidulans hidrotáz/permeáz
enzimek esetében? Ebben a kísérlet sorozatban és másutt sem kÖszÖn vissza, hogy van-e az
eseményelcre hatása a N, P, S, stb forrdsnak.
Vá|asz:
A kérdésink az volt, hogy a D.galakÍoz va|amelyik lebontási koáesének létre kel|.e jonnie az
indukciÓItoz, Vagy elég hozzá maga a termés zetben megtalálhatő vegytilet, a galakt óz. Az
alkohol lebontása során A. nidulans-ban az alc gének induktor a aZ acetaldehid' nem az etano|
_ ennek analógiájára tetttik fel kérdéstinket, és a fenti példával ellentétes választ kaptunk.

Ha egy lebontási ritvonal elsó enzime biányzik, akkor a lebontás azonazutonleáll. A
ga|aktóznak foszforilezódnie kell a\lhoz, hogy a Leloir., illetve dulcitollá redukálÓdnia, hogy
az oxido-reduktív ritvonalra kertilhessen. Megkertilni _ tudomásunk szerint _ az A. nidulans
anyagcsere nem tudja ezeket a lépéseket. Mivel lebontási koztesek nem keletkezhettek, de a
bgaD/lacpA génpár mégis kifejezódÖtt, egyéb lehetoségek híján csak a ga|aktóz |ehet az
induktor. További bizonyíték, hogy a galakt okinázlhexokináz kettŐs mutáns noni sem tud
galaktÓzon vagyis a szénváz nem jut t l a lebontási ritvonal elsŐ lépésein mégis
indukálÓdik a génpar.



d) 7 3. oldal, 49. ábra: Sikeralt-e idókÖzben kísérletes bizonyítékot taldlni arra, hog,, az
Aspergillus niger-ben tényleg csak eg,, D.Gal permedz találhatő?
Válasz:
Sajnos nem sikeriilt, a gént még nem iitÖtttik ki.

e) A cukor sztereokémiában kevésbé jártas olvasÓ csak a 4,3.I. fejezetben (98. oldal) kertit
szembe a mutarotdciÓ jelenségével és a galaktokindz enzim anomer szelektivitásával. Ez
érdekes j szempontot hoz be a szabályozással Összefiiggó kérdésekbe is, amiról korábban
nem volt sző. Miért csak itt keriil eló a mutarotáciÓ kérdése és a spontőn vs. enzimatikus
anomer átalakítás hog,lan befotyásolhatta a korábbi kísértetek eredményeit? A tobbt vizsgált
Ascomycetes gomba mindeg1like rendelkezik mutarotáz aktivitással, azaz QZ UDP-glakőz
epimerázuk minden más esetben tartalmaz aktív mutarotáz domént? Siker lt idókazben
választ kapni a rejtélyes induktor bioszintézisére és feltárni a Trichoderma reesei celluláz
termel é s s zab álv o zás át ?
Válasz:
Noha az enzim.kata|izá|t mutarotációt Penicillium chrysogenum-bÓl írták le elósz r (Keitin
and Hartree: Biological catalysis of mutarotation of glucose. Biochem J 50; 341-348; 1952),
fonalas gombában a D.galaktóz anyagcsere kapcsán eddig nem vizsgálták a mutarotációt (: a
C.l anomer szénatomon lévó hidroxil csoport konf,rguráciÓjának megváltozását), Emiatt az
elmrilt idŐszakban laborunk kísérletesen jellemezte az A. nidulans D-galaktózmutarotázait, és
in silico megvizsgáltuk a három Ascomycota altorzsbe (Pezizomycotina, Taphrinomycotina,
Saccharomycotina) tartozÓ genom.szekvenált fajok tÖbbségét ebból a SzempontbÓl.

EmberbŐI, E. col'.bÓl és Saccharomyces cerevisiae-bó| mfu irtak le és jellemeztek is
mutarotáz enzimeket. Ezeket mintának véve A. nidulans-ban két mutarotéu homolÓg gént
találtunk, melyeket galmA.nak (lókusz AN3184) és galmB.nek (AN3432) neveztiink el. A
megvizsgált tobb száz gombagenom szinte mindegyikében találtunk feltétele zett ortolÓgokat
(kivétel: S. cerevisiae és néhány kozelrokon élesztófaj, melyekben a mutarotáz nem cinállÓ,
hanem az UDP-gltikÓz epimerán része). A Pezizomycotina genomok á|talában egynél tÖbb
feltételezett galaktoz mutarotázt tartalmaznak: az A. nidulans galmA és galmB ortolÓgjai is
megtalálhatÓk benntik. A Taphrinomycotina és Saccharomycotina fajok genomjai viszont
á|ta|ában csak egy feltéte|ezett ga|aktóz mutarotétz gént tarta|maznak.

A T. reesei tcirzsekben talált Hex.B.l,1.Hex diszacharid pontos szerkezete továbbra is
ismeretlen. A variációk nagy számamiatt azonosításához szisztematikus szerves szintézisekre
lenne sztikség, amihezmég nem találtunk sem szakmai partnereket, sem forrásokat.

Yégezettil, szeretném még egyszer megkoszonni Kovács Kornél professzor r biráIatát,

Dr. Karaffa Levente
Debrecen,2}l7 . augusztus 17.


