Opponensi biralat

Karaffa Levente: ,Fermentacids ipari szénforrdsok asszimildciéjanak vizsgalata fonalas
téoml&sgomba (Pezizomicotina) fajokban” c. doktori értekezésérél.

Szerkezet, forma

A dolgozat 149 oldal + 10 oldal Fiiggelék, kdzlemények jegyzéke és tudomanymetriai adatok
részekbdl all tobbnyire kdvetve a szokdsos struktirat.

Tartalomjegyzék, kdszonetnyilvdnitas, roviditések jegyzéke, el6szd és rovid bevezetés 6 oldalban
adjak meg a dolgozat inditdsat.

20 oldalnyi irodalmi attekintés a a., Lakt6z és galaktdz bioldgidja és biotechnolégiai aspektusai

b., A karbon katabolit represzzié

c., A cianid rezisztens alternativ légzés fejezeteit foglalja magéban.
A dolgozat célkit(izéseit 5 koncentrdlt és dltaldnosan fogalmazott pontban 6sszegzi a Szerz6.

A kisérleti eredményeket és azok diszkusszi6jat 100 oldalnyi, 4 fejezetbe csoportosithatd »eredmény
sereg” demonstralja az aldbbi struktdrdban: a., Szénforras felvétel 57 oldal, b., A szénforrds és
fajlagos ndvekedési sebesség Gsszefliggései 13 oldal, c., A szénforrasok szerepe a metabolitok
taltermelésében, d., Termindlis oxidacié: A C-forras asszimilacié utolsé allomasa 8 oldal.

Az Osszefoglalds-tézisek (8 oldal) szakasz az elébbi négy fejezet eredményeit roviditve, 22 tézis
pontba foglalva 0sszegzi.

A munka irodalmi hatterét 12 oldalnyi 278 tételt tartalmazo irodalomjegyzék mutatja be.

Egy 10 oldalas Fiiggelék fejezet f6leg az anyagok és mddszerekre vonatkozé valamint technikai
természet( informdcidkat foglal 6ssze.

Tartalmi birdlat, kérdések és megjegyzések

Eléljaréban fontosnak tartom megfogalmazni, hogy a Jelslt rendkiviil széleskérien, integrald és
Osszefliggés keres§ jelleggel, hatalmas kutatdsi eredmény halmaz feldolgozasara és értékelésére
vallalkozik, ami biolégiai, mikrobioldgiai, biokémiai-szabalyozdsi, molekularis bioldgiai és gyakorlati
biotechnolégiai szempontbdl egyarant fontos kérdésekkel foglalkozik. Ennek megfeleléen a dolgozat
mint irdasmi , mozaikjainak” dsszeillesztése és azok érthetd interpretacidja nem kdnny( feladat.

Az ,Irodalmi dttekintés” —szerintem nagyon bélcsen- csak az eredmények megitélése szempontjabol
fontos ismereteket és fejezeteket targyalja: A laktéz és galaktéz hasznositds koncentralt
osszefoglaldsa j6 dttekintést nyujt a biokémiai, szabdlyozdsi és egyes biotechnoldgiai szempontbdl
fontos ismereteir6l. Kiilon tGdvozlends, hogy a human patobiokémiai vonatkozasok is emlitésre
kertilnek. Kicsit hosszinak taldltam a lac-operon ismertetését, ugyanakkor a Leloir Utvonal részletes
ismertetését, épp a kés6bbi kapcsolédd eredmények okdn jonak tartom. Megfelel6nek taldltam a
karbon katabolit represszi¢ és a cianid rezisztens alternativ légzést taglald fejezetek részletezéseit.

Megjegyezném, hogy a 13. oldalon idézett Boze és mtsai citdtum helyesen 1987, nem 1992, valamint
a 18. oldalon idézett Tarrio és mtsai (2006) publikacié hianyzik az irodalom jegyzékbdl.



Szokatlan korilmény, hogy a dolgozat nem tartalmaz 6nallé Anyagok és modszerek fejezetet. A jeldlt
ezen fejezet hidnydra vonatkozé magyarazatat el tudom fogadni, de ez egyben felveti a publikécids
hattér bemutatdsanak fontossagat.

Az értekezés lényegi eredményeit a Szerz6 4 fejezetben (ld. a szerkezet elemzése) 22 pontba
rendszerezve mutatja be, ami 22 pont lényegében a dolgozat téziseit jelentik, igy a ,Kisérleti
eredmények és diszkusszidjuk” és a , Tézisek” fejezetek parhuzamosan elemezhet6k, birdlhatok.

Az eredmények értékelése sordn egy révidebb- hosszabb bevezetést kdvetSen mutatja be Szerzé az
adott pontokhoz tartozé eredményeket (dbrak, tablazatok, gél képek stb.), majd elemez és értékel. A
tézispontokndl ugyanezen médszert kéveti lényegesen révidebb forméban.

A birdl6 szamdra nem kénny(i feladat, a terjedelmi korldtok miatt csupdn néhany eredmény
bemutatdsa utdn, az elemzések tartalmi, targyszerli kdvetése illetve a levont kdvetkeztetések
realitasanak beldtasa.

Nézetem szerint az eredményeken nyugvé tézispontok, mint Gj tudomdnyos eredmények akkor
nyernek igazolast, ha azok a Szerz§ sajdt publikdcidi révén alatdmasztottak.

Ezért javaslatot tennék arra, hogy az eredmények diszkusszidjaban illetve a 22 tézispontban keriiljén
bemutatdsra (vagy legaldbb jelzésre) az, hogy az egyes eredmény (tézis) pontokhoz a Szerzg 22+11
kozleménye koziil melyik(ek) nyudjt(anak) relevans adathatteret.

Ezzel a modszerrel az olvashatésdg, kdvethetdség, érthet8ség és eredmény azonositds nagyban
javithato.

Javaslatom alatamasztésaul a tovabbiakban tézis pontonként teszem meg észrevételeimet:

1., A B-galaktoziddz és laktéz permedz génpar azonositdsa és a génklaszter tovabbi tagjainak (15 ilyen
keriilt meghatérozasra) azonositdsa szép eredmény, aminek igazoldsdra bemutatott 2. és 3. dbra
forrasdnak megjel6lésével (sajat cikk) konny(i lenne beldthatéva tenni az eredményt.

2., A bgaD/lacpA génpdr kifejez6dését ,bizonyité” eredmények a 4. dbra segitségével kbvethetsk és a
levont kovetkeztetések helytdlldak. A tézis utolsé mondata — ami a D-gliikdz harom szint(i hatasara
vonatkozik — azonban részletes(ebb) magyardazatra szorul ill. sajat hivatkozast igényelne.

3. A harmadik tézis lizenete, hogy ,a bgaD géntermék nem az egyetlen bGal aktivitdst enzim”. A
tézispont masodik felében tett allitdsok a bemutatott eredmények alapjan nehezen kdvethetsk. A
tézispont allitdsait sajat publikdcids hivatkozassal kellene alatdmasztani.

4., A negyedik tézispont a lacpA géntermék kisérletesen igazolt tulajdonsagait 6sszegzi és igazolja a
laktoz permedz enzim jelleget. Az értékes eredmények a publikdcids hattérre vald hivatkozassal
meggyGz6ek lehetnek. Kérdésként meriil fel ugyanakkor, hogy mit jelent az &llitds: , A fenotipus nem
abszolat” ill. mit értslink az alatt, hogy egy eredmény ,,sugall” valamit? Jelen esetben , az ismeretlen
lakt6z permedz a tejcukor irant a lacpA-hoz képest kisebb affinitassal bir”. Ez utébbi feltételezés?

A 4.1.1.2 fejezet eredményeit a Szerz6 az 5. és 6. tézispontokban dsszegzi.

Elfogadom az 5. és 6. tézispontok dllitésait, hogy (5.) az A. nidulans laktéz felvétele kétkomponens(
(lacpA és lacpB alkotja), ill. hogy a lacpB egy funkcionalis cellobiéz permedz enzimet kodol,
ugyanakkor ezek publikacios aldtémasztasat fontosnak tartanam.

A 4.1.2 fejezet és a 7. és 8. tézispontok kapcsan igazoltnak ldtom (7), hogy a galE (galaktokinaz)
mutdnsok csak ammoénium ion (mint N forrds) jelenlétében miikédnek, ugyanakkor kérdezem, hogy
melyek azok a ,biokémiai és genetikai bizonyitékok, amelyek az alternativ, oxido-reduktiv D-galaktdz



lebontds dtvonalat igazoljak ? Itt jegyzem meg azt is, hogy ebben a pontban (63. oldal az
értekezésben) és kés6bb a 17. és 18. tézisekben is hivatkozés torténik Seiboth és mtsai (2004)-es
cikkére, de ez a cikk nem szerepel az értekezés irodalomjegyzékében.

A 8. tézispont azon &llitasdnak igazoldsara, hogy a bgaD/lacpA génpdr élettani induktora D-galakézon
maga a metabolizélatlan cukor ill. nem kellenek lebontési intermedierek a bgaD/lacpA gének
indukcidjéhoz, hidnyolok kvantitativ eredményeket vagy sajat publikéciot.

Nagyon értékesnek tartom a dolgozat tovabbi fejezeteinek eredményeit, amelyekben a gyakorlati,
ipari biotechnolégiai jelentSségli fajok, a T. reesei és az A. niger laktéz és D-galakt6z anyagcsere
feltételeit vizsgélta a Jelolt.

A 9. tézispontban a T. reesei és az A. niger galakt6z hasznositdsanak kiilonbségei keriiltek
bemutatdsra. A bgal indukcidja a T. reesei-ben igazoltnak latszik, az A. niger-re vonatkozd
megdllapitds azonban sokkal kisebb gyakorlati jelent@ségd.

A 10. pontban G&sszefoglalt ioncserés HPLC modszer fejlesztés galaktokindz enzimaktivitds
meghatdrozdsat célozta. A modszerfejlesztés eredményeképp jelzett ,5%-0s hiba” pontosabb, az
analitikai teljesitmény jellemzSk szélesebb kori megaddsdt érdemelte volna, s a kalibracids
viszonyokra vonatkozéan sincs adat a dolgozatban.

A 4.1.2 fejezetben és a 11. tézis pontban élettani vizsgalatok segitségével igazolt, hogy az A. niger D-
galaktoz felvétele novekedési ciklus fiiggs (konidium nem, micélium igen) és konidiumban nincs,
micéliumban pedig kifejezett a Leloir Gtvonal enzimek génjeinek expresszidja. Kapcsolhaté ezen
allitdshoz sajat publikéciés eredmény?

A 4.1.5. fejezet eredményei a 12-14 tézispontokban keriiltek réviden megfogalmazdsra. Elfogadom a
Szerz§ kozvetett bizonyitékat (12) arra vonatkozéan, hogy a P. chrysogenum kett8s laktdz
asszimildciés mechanizmussal rendelkezik és kérem az eredményre vonatkozé sajat publikacio
megadasat.

A 13. tézispont allitasat jelen formaban nem ldtom igazoltnak/megalapozottnak. Ugyanez vonatkozik
a 14. pontra is. Allitasok keriilnek megfogalmazasra, de ezek igazoldsdra a bemutatott eredmények és
magyarazatok korldtozottak, hidnyzik a hattér publikaciés aldtamasztasa.

Szintén gyakorlati szempontbdl tartom jelentSsnek a 4.2. fejezet specifikus névekedési sebesség és
szénvaz asszimilacids sebesség dsszefiiggéseinek vizsgalatat.

A metabolikus aktivitas és fajlagos novekedési sebesség mérésére (becslésére) kidolgozott médszert
(15. tézis), ami az akridin narancsos kezelés és fluoreszcens optikai mikroszképos mérésen alapul,
nagyon Otletes in situ mdédszernek tartom. A mddszer hasznalhatésdgénak megitélésében segitett
volna néhdny analitikai teljesitmény jellemzé (relativ hiba, robusztussdg, ismételhet&ség) megadasa.

A4.2.2. és4.2.3. fejezetek eredményei a 16. tézis pontban keriilnek 6sszefoglalasra. Sommésan, az Uj
tudomdnyos megallapitds szerint, az alacsony fajlagos novekedési sebesség alkalmazéséval a karbon
katabolit represszio kikeriilhets ill. a szénforrasok 4ltal kialakitott metabolikus fluxus szabalyozza
els6dlegesen a karbon katabolit repressziét. Kérdésem ezzel kapcsolatban, hogy mennyire
tekinthet6k uj felismerésnek a fenti, fontos gyakorlati jelent&ségii allitasok ?

A T. reesei-ben torténd cellulazok indukcidjanak vizsgalata soran Szerzé igazolta, hogy az indukcid
forrdsa maga a laktéz és nem annak monomerjei kilén-kiilon vagy egyiitt. Ez a 17. tézisben tett
megallapitas a laktoz kiilénleges szerepére utal.



A 4.3.1. fejezet eredményei kisérletet tesznek a laktédz kiilonleges szerepének ill. potencialjanak
igazoldsara. A 18. tézispont demonstrélja (vagy bizonyitja?), hogy a mutarotdz aktivitas specifikus a
laktézra, de a pont végsé konklGzidja nincs vilagosan megfogalmazva és a potenciélis konkltzié
gyakorlati , kimenetét” nem érzékelem vildgosan.

Ugyanezen fejezethez tartozd 19. tézis a T. reesei tlltermel§ és galaktéz bontdsban sériilt
mutansaiban azonosit potencialis induktorokat és talalt egy olyan 2 hexézbdl felépiils B-(1-1)
induktort, ami csak lakt6z szénforrason termelédik. Ezen elméleti szempontbdl érdekes felismerés
(sajat publikdcid?) az induktorok szerkezetének tovébbi vizsgalatat igényli.

A 4.3.2. fejezetben az Acremonium chrysogenum CPC termelése és morfoldgidja kozotti sszefiiggést
elemzi a Szerz6 kemosztat tenyészet vizsgalataval (20. tézis). Az eredmények j6l demonstraljak, hogy
a fajlagos novekedési sebesség valdjdban nem befolydsolja a termékképzést. Kérdésem ezzel
kapcsolatban: Milyen elméleti termelési stratégia javasolhat6 a fentiek alapjan a CPC maximalizaldsa
érdekében?

Az itakonsav termelés optimalizaldsara vonatkozé 4.3.3. fejezet (21. tézis) eredmények egy
kiilonleges fermentdcids feltétel rendszer biztositdsat igazoltdk. A nagy hozam elérése érdekében a
min. 120 g/l gliik6z és egy extrém alacsony (<5 pg/1) Mn koncentraciét kell alkalmazni. Vagyis ezzel az
A. terreus is potencidlis ipari alkalmazdsban hasznosithaté. Itt is javaslom a sajat publikédciés hattér
megadasat.

Az értekezés 4.4. fejezete és a kapcsolodd 22. tézispont mutatja be tartalmaban, kiméretében és
sajat irodalmi hivatkozés tekintetében példamutatéan, az eredmény ,csomag” szerintem optimalis

interpretdciojat. A cianid rezisztens alternativ légzésre vonatkozé sajat eredmények értékesek és jol
demonstréltak.

Osszefoglaldan elmondhaté, hogy az 6sszességében 22 tézisponton nyugvé értekezés tartalmaban,
szakmai szinvonalat és publicitasat tekintve egyarant kielégiti az MTA doktora cimmel kapcsolatos
kévetelményeket. A munka jdl demonstrélja a Szerz6 tudomanyos iskolateremtd torekvéseit,
amelyben az Uj tudomdnyos eredmények és ismeretek integrald jellegli elemzésével a gyakorlat
szdmara is hasznosithaté Uj felismeréseket fogalmaz meg.

A dolgozat hiteles, Gj tudomdnyos felismeréseket fogalmaz meg, azokat tézisekben Gsszegezve
prezentdlja, amelyek tobbségét (Id. részletes biralat) mint j eredményt, elfogadom.

Fenti indokok alapjén az értekezést nyilvanos vitara alkalmasnak tartom és sikeres védés esetén az
MTA doktora cim magaddésat javaslom.
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birdl6, az MTA doktora



